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1. CONCEPTO DE CRIPTOBIOSIS

El término críptobiosisfue introducidopor KEWN (1959)paradesignaraquellosestadosen

losquelos sistemasvivosno muestransignosexternosde vidaactiva, y suactividadmetabólicaresulta

dificilmente medible.
Por lo tanto, el conceptode criptobiosis implicaria la ausenciade signos vitales visibles

(reproducción,alimentación, etc.) y la falta de un metabolismomensurable<transcripciones,
traducciones,etc.), todo ello provocadopor un procesode diferenciaciónqueconílevadrásticos

cambiosestructuralesy fisiológicos, constituyendounaperfectaestrategiade supervivenciapasiva
como respuestaa la presenciade condicionesdesfavorablesque impiden continuar en el ciclo

crecimiento-división.Asi, una característicaintrinsecaal estadocriptobiótico es su longevidaden
condicionesdesfavorablesparala vidaactiva.

La existenciade formascriptobióticasen los ciclos de vida de diferentesorganismoses un

fenómeno ampliamente difundido, pudiéndose encontrar numerosos ejemplos tanto en
microorganismosprocariotasy eucariotascomo enplantasy animales(ffXLVoRSON, 1961). Podemos

destacarcomotípicasformascriptobióticasen microorganismos:la esporabacteriana,los quistesde
resistenciade numerosprotozoosy las esporasde hongos.Todosestosprocesosque implican la

formación de estadosderesistenciamuestrannumerosasanalogíasentresí, a pesarde sudistancia

filogenética,por lo queproponemosel términocriptobiosiscomodenominacióngeneralizadapara

todosellos.
Uno de los mejores ejemplosde criptobiosísmicrobiananos Ja ofrece la esporulación

bacterianao procesoqueconlíeva a la formación de la espora,siendo ésta un perfecto estado
criptobiótico procariota.Entrelos microorganismoseucariotas,los quistesderesistenciadeciliados
representanun buenejemplodeestadocriptobióticoyaque,unavez alcanzadodicho estado,la célula

puedepermanecerviabledurantelargosperíodosde tiempo.
En ciliados el procesoqueconducea la apariciónde formas criptobióticasse denomina

enquistamiento,mientrasel procesocontrarioo emergenciade la célula vegetativaapartir del quiste

de resistencia se conoce como exquistamiento. Ambos procesos configuran el ciclo E-E

(Enquistamiento-Exquistamiento),ciclo facultativoconectadoal ciclo C-D (Crecimiento-División)del

ciliado (Figura1).
En el ciclo biológico de otros microorganismoseucariotas,como en el caso de hongos

mucosos,podemosencontrardos diferentesformasde resistencia,denominadasmicroquistesy

esférulaso esporas.Los microquistesse originana partir de los estadosameboidesdelhongoen un
procesodenominadoigualmenteenquistamiento,mientraslas esférulaso esporasse formanapartir

del plasmodio,en un procesoparticularmenteconocidocomoesferulación.
Una característicaadicionaldel estadocriptobiótico es su posiblefunción en la dispersión

ecológicay posteriorcolonizacióndeotroshábitats,ya quepuedenserfácilmentetransportadospor
el viento o por animales<SchucHTn’JÚ& Suris, 1969>.
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Figura 1: Ciclo biológico de C ‘a/pode i¡~fla&z. conteniendoel ciclo C-D (C¡eeíníiento-División).queimplica la

aparicióndequistesdedivisión. y el ciclo facultativo E-E (Enquistamiento-Exquistamicnto)quese induceporfaltade

nutrientesen eJmedio.dandolugaral quistede resistencia.

Una característicadestacablede los quistesde resistenciade ciliados, al igual que otros
sistemascriptobióticos, es, precisamente,su resistenciaa condicionesextremasque son letalespara

los estadosvegetativosde estos ciliados, pero no para sus formas criptobióticas, tales como

temperaturaselevadas,condicionesde alto vacío, desecacióno altas dosisde radiaciónvisible y
ultravioleta(Byci IFNKOVA et al., 1969;Gwsn,1973;TAYJOR& STRJcKIn~,1936)

La longevidadquistícaespococonocida,aunqueexistendatosde exquistamientoefectivode
muestrasde quistesdehasta49 añosde antigoedad,comoes el casodequistesde(‘o/podec¿.wul/us

(Goonwv, 1913).

2. CARACTERÍSTICAS DEL ENOUISTAMIENTO Y OUISTES DE RESISTENCiA EN

CILIADOS

El procesodeenquistamientoconlíevaeldesarrollodeun complejoprogramadediferenciación

celularqueesmuypoco conocido.Las principalescaracterísticasdel procesode enquistaniientoy de
los quistesde resistenciaen ciliadosse describena continuacion.

2.1.Inductores de enquistamiento

Aunquesehandescritonumerosfactoresque inducenenquistamientoenciliados (cambiosde
temperatura,acumulaciónde sustanciasde desecho,cambiososmóticoso de pl-!, desecacióndel
medio,deficienciadeoxigenoo incrementodela densidadcelular)(Coru.rss& ESsLR, 1974),la forma

3
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máshabitualy universalde inducciónes la ausenciade nutrienteso hambre.

Muy pocose sabeacercadel mecanismotransductordela señalde induccióno dela posible

existenciadereceptoresespecíficosquereconozcanposiblessustanciasinductorasde enquistamiento.

Hastaahorasólo se conocela existenciade un inductorespecíficode enquistamientoen L’uplotes

encysticusque se ha identificado como una proteína de bajo peso molecular (YoNFY=xwA&
TAKASILNSIU, 1989),

2.2. Estructuray composiciónde la pared quistica

Unadelas principalescaracteristicasdelos estadoscriptobióticosesla presenciade unapared
(parcialmentepermeable)querodeaa la célulaprotegiéndoladelas condicionesadversas.El estudio
pormicroscopiaelectrónicadetransmisióndelos quistesennumerososciliados indic.aqueel número

de capaso envueltasde la pared quisticavariaentre un mínimo de unay un máximo de cuatro,
denominadas,desdeel exterioral interior del quiste.ectoquiste,mesoquiste,endoquistey metaquiste
(capagranulosa)(DEI.OixDO et al., 1987; GUTIÉ:rREz et al., 1983a;M,M<TíN-GoNzÁIrz et al., 1994;
MATsUSAXA. 1976; TIBES, 1968; WALKIY & Hosí-MAN, 1985). La envueltamásexterna(ectoquiste)

puedepresentarprotuberanciaso estructurasornamentales,y en ocasionesporosu ostiolos (BussriRs,

1976; GUnÉRR]i/. et al., 1983a;Lcd et al., 1985).
Aúnconocemospocoacercadelacomposiciónquímicade las paredesquisticas,debidoalos

problemasde solubilízaciónque presentanlas macromoléculasquelas componenLos principales
componentesmacromolecularesson proteínas, glucoproteinas y carbohidratos, localizados
indistintamenteen las diferentescapasquisticas(BENíTEZ et al,, 1991;BI.JSSERS& JENIAUX, 1974;

CALVO etal., 1983; GIÍrÉRREZ eta].,1984;MATSUsAKA&HONGO, 1984;Ríos et al., 1989;Tmns,
1966).

Estascapasquisticas,morfológicay bioquimicamentedistintas,seformana partir dediferentes

precursoresquisticosduranteel enquistamiento.Sehanidentificado,microscópicay citoquimicamente,

precursoresparacadaunadelas capas(GRIMES, 1973; GVnÉRRIEZet al., 1 983b;Hour& CHAU4XN,

1971;MATsUSAKA, 1979;WALKI,:R & MNJGEL, 1980).Dichosprecursorespuedenoriginarsetantoen
el retículoendoplasmáticorugosocomoenel aparatode Golgi (CALVO et al., 1986).

Como se ha descritoen Colpocla inflare (B~NírEz et al,, 1991;1992), la glucosilaciónde

proteínasdesempeñaunafunción importanteen el desarrollonormaldel procesodeenquistamiento.
Muy probablemente,estasglucoproteinasestáninvolucradasen la formación de la paredcelular,

puestoqueinhibidorescomola tunicamicina,aunaconcentraciónsubinhibitoriadel enquistamiento
(10 pg/mI)ocasionanprofundasalteracionesenla paredquistica,dandoorigen a la apariciónde quistes

ovoides(BENÚL! et al., 1992).
Se hanaisladoanticuerposcontracomponentesde paredesquisticas(MARTíN-GoNZÁLEZ et

al., 199 Ib; tos etal., 1992),quehanresultadomuy útiles parala localizaciónde estasproteínasen
las diferentesenvueltasquisticas,así comoparasu identificaciónelectroforética.Igualmente,sehan
empleadoparauna mejor identificación de las etapasprequisticasy un análisis más exactode la
cinética de enquistamiento(BIzNITEZ et al., 1994). Posiblemente,estos anticuerposseránuna

4



fx’rRonuccboN

herramientaútil paralamejor identificacióndeprecursoresde paredquisticay parael estudiode su

formacióny localizacióncitoplasmáticadurantela formaciónde la pared.

23. Característicasmorfológico-fisioíógicasdel proceso de enquistamiento en ciliados

Duranteesteprocesode diferenciacióncelular la célulaexperimentaunaseriede cambios

morfológicosy fisiológicos queconduciránalestadodiferenciadoo quistede resistencia.

Unode los cambiosmásimportantesy generalizadoses unadrásticadisminucióndel volumen
celular, con respectoa la célula vegetativa.En algunosciliados estapérdidade volumen puede
representarhastael 80%y es unaconsecuenciadirectade lapérdidadeaguaintracelulara travésde

la vacuolacontráctil (mcci et al., 1985; TmBS & MARSIIALL, 1970; WALKER & MAI.JGLI., 1980;
WAr.KE:R et al,, 1980). Estadeshidratacióncitoplasmáticadesempeñaun importantepapel en la

consecucióndel estadoametabólicocaracterísticodetodo estadocriptobiótico.
Durantelas fasesinicialesdel procesode diferenciación,el ciliadoadquierela formaesférica

y sepuedeproducir,o no, la reabsorciónde parteo todala infraciliaciónsomáticay oral <MARTIN-

GoN/ALEZ et al., 1992; W,xÁ.KER&MAUJGEL, 1980).
Al mismotiempo,la célulaprequisticaexperimentaimportantesreorganizacionesen orgánulos

intracelulares,probablementecomoconsecuenciade [apérdidade aguaintracelulary el consiguiente
incrementode la densidadcelular. A continuaciónresumimoslos cambiosmás llamativos y quizá
mejordescritos:

‘ Es bastantefrecuenteun empaquetamientomnitocondrial, queimplica el agrupamientode

numerosasmítocondriasen diferentesregionesdel citoplasmaquistico,sin quetengalugar la fusión

de membranasmitocondriales(GRIMES, 1973;MATSIJSAK,x, 1976; Rios et al., 1985; Tmns, 1968;
VERM et al., 1984; WALKIiR et al., 1980). En algunoscasos,por el contrario,seha descritouna

degeneraciónde partede la dotaciónmitocondrialsin queexistaempaquetamiento,comoocurreen
Laurenhella acumina/a (GUTIÉRREZ & PÉREZ-SILvA, 1983) o en Diophrys scu/uni (WALKER &
MAtRWL, 1980>. Estoscambiosmitocondrialespodrianestarrelacionadosconladisminución,durante

el enquistamiento,dela tasarespiratoriamedidaenalgunosciliados (GIEsE, 1973; PIGON& EDSTROM,

1961).

~ El sistemanucleardel ciliado (macronúcleo-micronúcleo)sufreimportantescambiosa lo

largo del enquistamiento,pudiendoafectara cualquieradelos dos tipos de núcleos<)bien a ambos.
En ciliados quepresentan,enestadovegetativo,varíasmasasmacronucleares,éstassuelenfusionarse

en unasoladuranteel enquistamiento(GRIMEs, 1973,GUIwRIWz, 1985;GUTn~RREZ& PÉRJIZ-SnNA,
1983; GuIIÉRREZ et al., 1981; MATSUsAKA & KIMIJRA, 1981; VERNI et al., 1984; WAI.KER et al.,
]975;1980), aunque existen algunos ciliados en los que no se ha observadoeste tipo de
comportamiento(MArsusAKA, 1976; WALKER & MAUGEL, 1980).

Una de las principales y más importantesconsecuenciasde esta fusión nuclear es la
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condensacióncromatinica(GUTIÉRREZ, 1985), que posiblementecontribuyea la inactivación del

genomamacronuclear,característicapropiadel estadocriptobiótico. Estacondensacióncromatinica
hasidocomprobadamedianteestudiossobrecromatinamacronuclearaisladaen Rursaria frunce/el/a
(Tucl-losENKo et al.. 1984),y queha mostradola existenciade densoscuerposcromatinicosen el
macronúcleoquistico.

En otros ciliados,como(‘olpoda ¡nf/ata, sehadescritola formaciónduranteel enquistamiento
de cuerposde extrusión a partir del macronúcleo(MARTÍN-GONZÁLEZ et al., 1991;MoRAT et al.,
¡981), El significadode estapérdidade ADN macronucleares,probablemente,ajustarel volumen
macronucleara] nuevovolumendelcitoplasmaquistico. Se desconoceel mecanismodeformaciónde
los cuerposde extrusióny la informaciónquecontienen.

Los nucleolos decrecenen tamaño y se hacenmás esféricos durante el enquistamiento
(GRuvw:s, 1973;MATSIJSAKA&KUvIURA, 1981;WALKtR et al., 1980).

El micronúcleoo micronúcleosexperimentancambiosmenosdrásticosqueel macronúcleo.
Es frecuente,en ciliados con varios micronúcleos,la degeneraciónde algunos de éstos duranteel
enquistamiento,aunquesu dotaciónoriginal suelerestaurarseduranteel exquistamientopor mitosis
de los micronúcleosdel quiste(GRMI¿s. 1973;GUiIIÁRREZ eta]., 1981; WALKER et al., 1980)

‘ Durantelas pnmerasetapasdel enquistamientotiene lugarenla célulaunaelevadaactividad

autofagoséinica,responsablede los procesosdegradativosqueocurrenen el citoplasmaprequistico
y quepodrÍasuponerun importanteaporteenergéticoendógenoparala célulaen diferenciacióny una

fuentede precursoresparalas biosíntesisdel enquistamiento(GRIIvÍES, 1973; GUiIÉRREZ& PÉREZ-

SilvA, 1983; 1-Inri & CHM’MXN, 1971; MATSIJSAK.’x, 1976;WPJ.KERet al., 1980).

3. BASES MOLECULARES DE LA CRIPTOBIOSIS EN MICROORGANISMOS

LUCARIOTAS

Como consecuenciadel escasoconocimientode indole molecular sobreel procesode
enquistamientoen ciliados, hemoscreídoquepuederesultarde utilidad la exposiciónde los datos
molecularesqueactualmenteseconocenentomo a procesosde criptobiosisen otrosmicroorganismos
eucariotas,conel fin de establecerposiblesanalogíasconla criptobiosisen ciliados.

3.1. Acumulación de ARNm en quistes y esporas

3.1.1.Naturaleza de los ARNni

Las esporasde unagranvariedadde hongosmucososy levaduras,asi comolos quistesde

algunasamebasy ciliados,contienenun pocíde ARNm poliadeniladoqueessintetizadoduranteel
procesode esporulacióno enquistamiento(Tabla1)
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Tabla ¡ Quisteso esporasde microorganismosqueeontieneuun pealdeARÑm poliadenilado

MICROORCÁNISMOS REFERENCiA

A/lamí ceíarbuscula 13ímxí~ ct al 1972

1 lloj,i~ cei PlacíCg}flUS 55<1W] & Hrwxr 979

Amebas’ inFlAN & DUITA, 1977

B/as(oc/adiel!a e,,iersotiii J<)HNSUN d ai., 1977

Botryodíp/odía theobropiae KNiCHT & VAN Eirnx, 19761,

‘u na.si<tuni Huíxvi & MASER. 1976

Di¿ti c,í feliu ni íb,scoideuni O AM iNis d. al 1982

laNga sepilca Nvi.sov & (ísí,s,wsxí. 982

Veiírospo,c, Gratan N9Rivi+s& \IOCA¶.i,Rv, i 976

Aluciar tnceniosí,., Liv’. & OiucmwtKl. 1982

cíuriospnra tabacíno 1 Iú¿i,c‘MON, 1 969

PI
9 «j,~pj~ po4cephaluni SAVARL a al., i989

Rhizí?pus stclanileí VAN ErTi+N & PREER, 1978

Nacchívrn,ííjces t.¿iei;i&iúe liARhíER d ai.. 19811

¿ircííi~ccs phascob Srsii.vs a al.. i 968

Sclñzops’ronns russo/li. IIarinjannélIa rJ¡ysodes, .4can/hamor hanisie/lana. irirannias tósltúlns Y Diñasen/ns ibara/cal

Algunasde estasespeciesde ARNm puedenser activasmientrasotraspermaneceninactivas
por mecanismosde procesamientopostranscripcional,hastaque se inducela germinaciónde las
esporas(o exquistamiento),comosedescribirámásadelante.

La presenciadeesteARNm o depolisomasha sidodemostradadirectamente(hibridacióncon3H-poli U) o bien indirectamentecon el empleodeinhibidoresde síntesisdeARN como Actinomicina-
D, Proflavina, 5-Fluorouracilo,Bromuro de Etidio, Fluoruro Sódico,Azida Sódicay Rifampicina
durantelas primerasetapasdel procesodegerminación(BuRxí etal., 1972; BuTzEr.& MAWZR, 1976;
HOLLOMON, 1969; UNZ & ORLowsKI, 1982; N¿LSON& ORínwsKI, 1982), En varios génerosde

amebasde vida libre <Sclnzopyrenusrussellí, Hartmanneilarhysodes,Acaniharnoebacastelianii,
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Teframitusrostretusy Didascalusthorntoni) el exquistamientono se veafectadopor AMO, lo que
sugiere igualmente la posible presenciade A..RNm preexistenteen los quistes, involucrado
probablemente,en la síntesisproteicade novo duranteel exquistamiento(JEHÁN & D1JrTA, 1977;
RuD¡cK, 1971).

La cantidadde ARNm poliadeniladoacumuladaenlas diferentesclasesde esporasdehongos
es variablesegúnlos diferentesgéneros,y representaunamediadel 1,8% al 5% del total de ARN

contenidoen dichasesporas.La mayorpartede esteARN (60-80~o)sesitúaen unaregiónperinuclear
específicadel estadodiferenciadoquerodeael núcleo(denominadacapnuclear),queesunazonarica
en A.RN, proteínasy ribosomas.El restode ARNm seencuentraenfraccionesextraperinucleares,en
localizacionesaúnno determinadas(JonNsoNet al., 1977; KNIiIIT & VAN BITEN, 1976a;LINZ &
ORLOwSKI, 1982; Row:1M etal,, 1974; SMITH & EuRMt, 1979).

EsteARNni acumuladoen esporassuelesermuy heterogéneoen tamaño(105 a235), aunque
lasmoléculasde pequeñotamañosonmás abundantes(HARPERet al., 1980;ORI.owsKl, 1991).En
general,la composiciónde basesesbastantesimilar a la encontradaenel estadovegetativo(CAMOMS

et al., ¡982; HARPEReta]., 1980). Se hadescritotambiénqueel ARN poli(AY encontradoen algunas
esporas(Blaslocladiclla e¡nersonhiy Saccharomycescerevisiae)contieneestructurasresistentesa

RNasasT1, T2 y A, y que ademáspuedeser marcadacon ~ lo que sugierela presenciade una
caperuzaen el extremos’(JOHNSONet al., 1977; OR.LowsKl, 1991).

Muchosde los ribosornascontenidosenla región perinuclearde las esporasfúngicasestán
asociadosa ARNm: 41%en Blastocladicllaemersonhl(JOHNsoNet al., 1977)y 22-35%enMucor
racemosus(Ln4z& ORLowsM, 1982),Se sabe,además,queenBiastocladieílaexisteunaproporción

relativamentealtade polisomasorganizadosenformade complejosde iniciación SOS,algunosde los

cualesseencuentrandetenidosen fasedeelongación(JAWORSKI & SuMu¡owa,1984),aunquesegún
otrosautores(JOHNSONetal., 1977)los ribosomasde la regiónperinuclearse encontraríanen forma
deribosomasSOS libres,y es 20 minutosdespuésdel comienzode la germinacióncuandoel 50%de
los ribosomasde las zoosporasseencuentranen formade polirríbosomas.

Aunque el total de ARN poliadeniladocontenido en esporasmadurasde J)ictyoste/ium

discoidenínrepresentacercade la décimapartedel contenidototal presenteen célulasen crecimiento
(aproximadamente3.000especies),larelacióndesecuenciaspoliadeniladasrespectodel total de ARN
permanecesimilar a la encontradaen variosestadosdesu ciclo de vida(C¡XMoMs etal., 1982).

Las especiesde ARN detectadasen más de una copia por célula en las esporasde
I)ictyosteliun puedenclasificarseentresgrupossegúnsu abundancia:especiespresentesen 1.000, 50
y 4 copiaspor célula. Unagranpartede esteAiRN escomúnal encontradoenotrasetapasdel ciclo
celulardeli)¿cryosre/ium(amebasy estadosde agregación),aunquecon diferenteabundanciarelativa,
Según estosdatos, sólo del 20% al 30% del total de ARN es especificodel estadode espora
(BLUMEERO & LODISI, 1980;CAMoNIs et al., 1982).De hecho,entrelos ARNm acumuladosen la
esporadef)ictyoueliumsehan identificadotambiéntránscritosespecificosdeactina(MACLEOD et al.,
1980).

Peroaúnno seha determinadosi la informacióncontenidaen dichasmoléculascorresponde
ala informaciónnecesariaparael procesode germinacióno se mantienetambiénARN especificode
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esporulación,ya que han sido caracterizadasmuy pocasmoléculas.En Blaslocladiel/aemersonhl

(JAwORSKI& THOMsON, 1980),elARN poli(AY presenteen laesporahasido sintetizadotantodurante

lafasedecrecimientocomodurantelas últimasetapasdel procesode esporulación,ya queel ARNm

sintetizadoen las primerasetapasde laesporulaciónes degradado.
El marcajein vivode proteínas(con35S-metionina)en presenciao ausenciade AMD en B.

cínersonhl(SrLvA et al., 1987) duranteel procesodegerminación,muestraquela sintesisproteica

duranteLos primeros25 minutossedebea la traducciónde especiesde ARNm ya existentesen la

espora.Sehanidentificadoen lagerminaciónalmenosseispolipéptidoscodificadosapartir de genes

ya transcritosdurantela formación de zoosporas,lo que evidencia la presenciade tránscritos

conteniendoal menospartedela informaciónnecesariaparael desarrollode lagerminación.DOwDS

& LeoMis (1984)hanidentificadounadeestasespeciesacumuladasen la esporacorno ARNm dela
proteínaSP96, uno de los principales componentesproteicosde la pared de las esporasde

D¡ctposlehumdiscoideurn.por lo quees posibletambiénla acumulaciónen la esporade ARNm ya

traducidodurantela esporulación.
En Mucor racemosusel análisis por electroforesisbidimensionalde los productosproteicos

obtenidosdela traducciónin vitro de los ARNm acumuladosenlas esporas,da origena un conjunto

deproteínasidénticasalas sintetizadasin vivodurantelos primeros30 minutosde germinación(LINZ

& ORI.OWSKI, 1987), lo que implica mecanismosde regulación postranscripcionalquedirigen
selectivamentela traducciónde moléculasde ARNm tantodurantela esporulacióncomodurantela

germinacióndel hongo (ORLowSKI, 1991).
JUMEN et al. (1984)han estudiadotambiénla expresiónde un gen especificodel estadode

esporade 1). discoideummostrandoque su correspondienteARNm está presenteen estados

vegetativosy tambiénduranteel procesode diferenciación,aunquesucantidadse incrementahasta40

copiaspor célulaen las esporasEsteARNm codifica paraun polipéptido de 55 KO, de funciónhasta
ahoradesconocida.

Tambiénlagerminacióndeesporasbacterianases insensibleainhibidoresde ARN (y también

ainhibidoresde proteínas),lo queimplicalaexistenciade ARN y proteinasen laesporamadura(MOIR

etal., 1994)

31.2.Longevidad de losARNm

La acumulaciónespecíficade ARNm en las célulasen diferenciaciónpodria deberse,en

algunoscasos,aalteracionesen la tasadedegradaciónmásqueenlade síntesis(KJI.LIcK & WRIGHT,

1974)por lo quequizádebanexistir mecanismosde estabilizacióndedichasmoléculasfrentealos

activosprocesosde lisis quetienenlugar enlas célulasdiferenciándose.
Muchosdelosresultadosobtenidoshastaahoraindicanqueesteprocesodeestabilizaciónde

ARN es el principal mecanismodecontrol de la expresióngénicaduranteprocesosde diferenciación

celularenmicroorganismoseucariotas(MANGIAROTTI et al,, 1985).
Durantelas fasesinicialesdel desarrollodeI)ic¡’yosé’e/ium los ARNm sintetizadosde novoson

bastanteinestables,con unavida mediade menosde 30 minutos. En estadosavanzadosde su
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desarrollo,la vidamediadeestasmismasmoléculasseincrementahastamásde cuatrohoras,un valor
comparableal de los ARNm constitutivos(BLUlvn3ERG &LOIMsII, 1980). A pesarde ello, no se ha
determinadoaún si estoscambiospuedenrepresentarun mecamsmode controlprimarioperse,o si

setratade un efecto secundariodel control traduccional,quepodríaliberar moléculasde ARNm de
polirribosomas,acelerandoasísu degradación.

La protecciónde estasmoléculasde ARNm contrala accióndenucleasaspodríadeberseasu

acoplamientoconproteínas(HOLIOMoN, 1973),aunqueotrosautoressugierenquesonlos ribosomas
asociadosal ARNm los queprotegeríana dicha moléculade la degradaciónpor RNasas(LNZ &
ORiowsKí, 1982)

313. Mecanismosde regulacióntraduccional del ARNm almacenado

A pesarde que en la esporao quiste existan la mayoría (si no todos) los elementosnecesarios

parallevaracabola síntesisproteica:ARNm, aminoacil-ARNÍy sintetasas,factoresde elongacióny
ribosomas(GoNG&LOVLTT, 1977;JAwORSKI&STUMHoFER, 1983; RoillhlMetal,, 1974; YANiv&

SíM’Lvs, 1971), sin embargo,algunosde estos ARNm acumuladosen la esporano son traducidos
hastala germinación.

Porlo tanto, Jasesporaso quistessonpotencialmentecapacesdebiosintetizarproteínasa partir
de los tránscritosque acumulan.Pero,probablemente,estos ARNm son sintetizadosdurantela
criptobiosis (esporulación/enquistamiento)paraser leídosdurantela germinacióno exquistamiento,
lo queahorratranscripcionesa la célulaqueemergedel estadocriptobiótico.

La presenciadeesteARNm en las esporasde numerososhongossugierela hipótesisde que

el inicio dela germinaciónincluye mecanismosreguladoresqueafectanalabiosíntesisproteica.Para
1-IOLLOMON (1973), durantelas primerasetapasde la germinaciónde Peronosporatabacinase

produciria la disociaciónde las subunidadesribosómícaspermitiendola unión del AR.Nm a la
subunidadpequeñadel ribosomay originandoel complejode iniciación. Dicho complejoreconocería
entoncesa la subunidadgrande(unidaa la membranaplasmáticadelas espora)comenzandoel proceso
de traducción. Paraotros autores(LINZ & ORlnwsKl, 1982) los mecanismosde control parecen
relacionarsecon el nivel de fosforilaciónde la proteínaS6de la suburndadribosómica40S. Dicha
proteínano se encuentrafosforiladaen esporangiosporasde Mucor racemosus,pero se fosforila
rápidamenteduranteel procesodegerminación(LARSEb4 & SYPImRD, 1980).El gradode fosforilación
de dichaproteínasecorrelacionatantocon altastasasdesíntesisproteicascomocon elevadosniveles
intracelularesde ATP,

Otra de las hipótesispropuesta(JAwORsKi, 1976) es la posibleexistenciade cambiosen la
adenilaciónde los ARNm preexistentes,quepodríaconstituir la basedeunaseleccióntraduccional
durantela germinacióndeBlastocladiella, ya queseha detectado(en presenciadeAMI)) adenilación
y desadenilacióndel ARNm acumuladoenla espora,indicandoasíqueambosprocesosno sondepen-
dientesde transcripción(Sn,vAet aL, 1987).

La regulaciónde unatraducciónselectivapodríaejercersetambiénanivel de la maquinaria

traducciona],yaqueexistenevidenciasde polisomasdetenidosen fasede elongaciónen zoosporasde
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Blastocladiella(JAwoRsKI & STuM¡IOFER, 1984)dondeaproximadamenteel 41% desusribosomas
estanacomplejadoscon ARNm y menos del 10% de los ARNt unidos a ribosomasde la espora
correspondena metionil-ARNt, lo queindicaque la mayoríadeesosribosomasno sehandetenidoen
complejosdeiniciación,sino quehanexperimentadoalgo de elongación.Se hadescritotambiénen este
mismohongolapresenciadeun inhibidor debajopesomolecular(probablementeun nucleótido)que
bloqueala unióndel aminoacil-ARNtalos ribosomasy queselocalizaen el citoplasmadela espora,
en la regiónextraperinuclear(ADriLMAN & LovETT, 1974).Segúnestosautores,el inhibidor podria
modularla traducciónproteicauniéndosea polisomaslo que evitaríala traducciónde los ARNm
almacenadosen la espora.Igualmente,JAwoRsn& STuIvIIIoWR (1983)proponenla existenciade
‘partículasinhibidoras’en esporas,quesedimentancomo partículassubribosomales,quebloqueanla
aminoacilacióndel ARNt, perono intedierenen etapasposterioresde la biosíntesisproteica.La misma
interpretaciónseha propuestoparala regulacióndel procesode traduccióndemoléculasde ARN
específicasdurantela diferenciaciónde Dictyostelium,que podría explicarseen función de la
disminuciónen la actividaddealgúncomponentedela maquinariadetraducción,comopor ejemplo

algúnfactorde iniciación (ALTON & LoDIsH, 1977).
Contrariamentea lo expuestohastaahora,algunosautoressostienenque la expresiónde un gen

o genesduranteun procesodediferenciaciónno implica necesariamentela sintesisdc novo de ARNm,
yaqueéstepuedeestarnormalmentepresenteduranteel crecimientoy puedesertraducidoúnicamente
duranteel procesode diferenciación(KILLJcK & WRIGHT, 1974).De hecho,RAIvLAGOPAL & ENNIS
(1981)hanencontrado,enamebasde J)iclyostehum,ARNm dedosproteínasribosomalespresentes
durantetodo su ciclo de viday, quesólosontraducidasduranteel procesode diferenciación.

3.2. Metílacióndeácidosnucleicosen la criptobiosis

Existenevidenciasdequedurantelos distintosprocesosde diferenciacióncelularqueconducen

a la aparicióndeformas criptobióticasse producencambiosenlos patronesdemetilacióndel ARN o
ADN

El nivel de metilación de ARN seha determinadoúnicamenteen Physarum/lovicomuni

(ASGAR] & HFNNEY, 1989). Se hancomparadolos nivelesde metilaciónde ARN total en células
enquistándoseen condicionesnormalescon unapoblaciónenquistándoseen presenciade adenina.
Existeunarelacióninversaentrela concentracióndeadeninaexógenay la capacidaddelas amebasde
estegéneroparaformarmicroquistes.La inhibición del enquistamientopor adeninaesconsecuencia
de la alteraciónde los nivelesintracelularesde 5AM (5-adenosilmetionina),como lo demuestrael
hecho de que las célulastratadaspresentanconcentracionesintracelularesde la enzima3,5 veces
superioresa la de célulascontrol (WWTE & HFNNFY, 1985).El incrementoen el nivel de 5AM afecta
areaccionesde transmetilación,aunqueel mecanismono seconocecon exactitud.Encélulastratadas
con adeninase ha detectadoun 11% de incrementoen el nivel de ARN total, aunquecon menor

actividadespecíficadebidaa un menornivel de metilación(AsGARI & HENNEY, 1989).Segúnestos
autores,la disminuciónen los nivelesde metilaciónde ARN podríareflejar la interrupción post-
transcripcíonalligadaal procesode formacióndel estadoquiescente.En cualquiercaso,la metilación
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de ARN estaríainvolucradaen el procesode diferenciación.
Conocemosalgo mássobrelos cambiosenel patrónde metilacióndel AUN duranteprocesos

deenquistamiento,tanto enPhysarum/lav¡comum(Z¡ru & HEN=wY,1990)como en (‘olpoda mf/ata

(PAlACIOS etal., 1994).En ambosmicroorganismoseucariotasseha detectadounadesmetilaciónen
residuosdecitosínainvolucradaen el procesode enquistamiento.Igualmente,enlo microquistesde
P. ¡lavicomum seha encontradometilaciónde adenina(6-metiladenina)no detectadaenlas formas
vegetativas(ZHU & HENNLY, 1990), mientrasque en C. mf/ata (PALACIOS et al., 1994) la 6-
metiladeninano pareceestarpresenteen el AUN macronuclearde esteciliado. Paraamboscasos,se
puedepensarqueel procesodedesmetilaciónpodríaestarinvolucradoen laactivaciónde genesde

enquistamiento,ideaquesehacorroboradoen(ji mf/ataempleandoel potenteagentedesmetilante5-
azacitidina,que induceenquistamientoen medio decrecimiento.Probablemente,algunospromotores
de genesinvolucradosen el enquistamientose activenpor desmetilaciónde citosinas,queen estado
vegetativose encontraríanmetiladas,inactivandoasi la expresióndel gen.

Así mismo,la metilacióndel AUN puedeestarinvolucradaen la criptobiosis.bien silenciando
geneso bien alterandola estructuradel AUN en el estadodiferenciado.

3.3. Biosíntesisde macromoléculasduranteel enquistamiento

3.3.1.Biosíntesisde AUN

En general,la biosíntesisde AUN no estáinvolucradaen el enquistamientode ciliados y
amebas,ya que inhibidoresde síntesisde AUN no bloqueanel procesodeenquistamientoenciliados
(GuÑ:RPEz,etal., 1981; Ru¡HMM4N & KucK, 1985),comotampocolo hacenen amebas(WEísMnJ,
1976). Porel contrario,seproduceunadisminucióndel contenidototal de AUN por céluladuranteel

enquistamientodeA. castellonilquepuedealcanzarhastaun 50%respectoa la cantidadde ADN en
amebascreciendoexponencialmente(RuDícK, 1971),

En algunosciliadostambiénseha descrito,duranteel procesocriptobiótico,ciertapérdidade

AUN comoconsecuenciadela formacióndecuernosdeextrusióna partirdel macronúcleo(MARTS-
GONZÁLEZ, et al., 1991a; MORAT, et al,, 1981). Esta pérdida de AUN macronuclearsupone,
posiblemente,unaacomodacióno ajustedel volumenmacronuclearal nuevo volumencitoplasmático
quistico. En cambio,duranteel enquistamientode Polj,vsphondiliunipallidum el contenidode AUN
permanececonstante(GITImNs & KAIUIOVSKY, 1973).

3.3.2,Biosíntesisde ARN

El enquistamientoen amebas,ciliadosy hongoses un procesodependientedetranscripción

como lo demuestrael hecho de que inhibidores metabólicosde este proceso(Mitomicina C o
ActinimicinaO), bloqueanesteprocesodediferenciaciónenestosmicroorganismoseucariotas(ver
Tabla11v.
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Tabla II Inhibidoresmetabólicosde transcripcióny traducciónquebloqueanprocesosdeenquistamienloen

diferentesmicroorganismoscucariotas

MICROORGANISMOS INHIBiDOR REFERENCIA

Amanthaníoeba caáte//an,, ASID. CliN PQITT R & \X RiSMAN, 1972. RITflt E. 1971

.1ch4a sp. .XMD LEJOHt.1982

Bleptiaríamna cnr. PM <uRSS. 1973

(o/paja mfata AMI), ClIN BENÍTEz. 1990

olpoda statu,, AMD, CliN Rvrnnztxxv & Kurt i 985

lIzo?yc.s-wliun¡ diatrojenni ASID. CliN, DAt.? Kn,i.ioz & WRiGhT. i 974. I.,OOMis, 1970

iÚup!ores evcjst¡oí¿s CliN. CII> YONEZAWA. i 9851,

h’art,nannella culhúrtson¿í Asti), CLIN, NIiiC NIURTI, 1971. iLXIZADA & NIuRTt, 1971

/[ari,nanuelh, rhasodo.í ClIN I3sví.a. 1963

l/istr,culi,s fliUSCO? uní AA U), CUY \LATSUSAKk. 1979: 5 L~vsusAxÁ & Krn.qz.x. 19.1

í.aureutíe//a acuhíínuw AMO. ClIN GírríÉkRi<. d al., i 981

Naegeria gruberm ASID. PM Cirií ‘yaití & i3ov¿E. 1982

PAísuruín polyoephaluíu AXIl), ClIN. Psi iIAítr & OwrA. 1981: SALTE d ai.. iS69

I’olyspbodiliumn púl/ídumn ClIN 0DzS. 1973

AMI): Actiaíoinicina-D. CI IX: Cicohexinúda:CII: Cíorasífenieol:DAtJ: I)aunoínicina:MLIV: Mitoíniciaia-C: PM:

Puronaacrna

Los nivelescelularesnetosde ARN decrecenduranteel procesode enquistamiento,tantoen
amebas(Rn/ADA&MURTI, 1972;RUTMCK & WEISMAN, 1973; STIsvENS&PACIILILR, 1973)como en

ciliados(SFNIX)& MATSIJSAKA, 1982; TiBIAS & MARSUALI., 1970)y hongosmucosos(CAIvÍoNIS et al.,

1982; GrríwNs & KARNOVSKY, 1973), al tiempoqueseproducela sintesisde ARNm específicosde
dicho proceso.En Diczyosteliumla composiciónde la poblaciónde ARNm duranteel procesode

diferenciacióny en las esporasyamaduras,muestraquecadaestadosecaracterizapor la presenciade
distintasespeciesde ARNm (BIUMBERO & L0ns14,1980;C.’XMOMs et al., 1982; JACQUI{T et al,, 1981).
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La ideadeun turnoverde ARN duranteprocesosdediferenciaciónseha sugeridotantopara
el enquistamiento de Acan/hamoeba(WLIsMAN, 1976) como durante la esporulación de
Saccharomyces(HoPPFR,et al., 1974)y Blastocladidlla (JAWoRsKI& THOMSON, 1980). En este

sentidoesinteresantehacernotarque, al igual queocurreen otrosprocesosinducidosporhambre,la
formacióndelquistedependecompletamentedematerialendógeno,puestoqueestáausentecualquier
fuentedeenergiaexógena(GuTIÉRRIZZ, et al., 1990).

La inhibición dela transcripción(medianteel empleode AMI)) duranteel enquistamientode
Hi~ triculus muscorunz(MATSusAKA & KIMuRA, 1981) y Acanthamoebacaste/lanil (POTIER &

WEISMAN, 1972)sólo se producedurantelas etapasinicialesdel proceso,sugiriendoquelas células
prequisticasson transcripcionalmenteactivas y esta actividad decreceen fases avanzadasdel

enquistamiento,hastaanularsecompletamenteen el estadodiferenciado.En amebas,la actividad
específicade las ARN-polimerasasaisladasde célulasenquistándosese incrementa1,5 a 2 veces
durantelas primerashorasde diferenciacióny es reflejo del incrementoen la actividadde la ARN

polimerasaII (RUDICK & WEISMAN, 1973;WEISMAN, 1976),apoyandoigualmentela hipótesisdeuna
intensaactividadtranscripcionaltemprana,quedecrecegradualmenteduranteel enquistamientoy cesa
enlas últimas fasesde éste.También,durantela diferenciacióndeDictvostclium,la mayorpartede los

genesseexpresanenlas primerasetapasdel proceso,originandola apariciónde un grannúmerode
nuevassecuenciasde ARN poliadenilado.Estosnuevostránscritosrepresentanel 32%del total de
ARN poliadeniladopresenteen la céluladiferenciándose.El resto de ARN poli(Af correspondea
especiesde ARN presentesen lafasede crecimiento(BLUIvmERG & LODLSII, 1980).

En A, castellanilla síntesisde ARN específicosdeenquistamientoseproducetambiénen las
fasesinicialesdel proceso,al tiempoquesepierdeno degradanespeciesde ARN sintetizadasdurante
la faseestacionariade crecimientocon un balanceglobal de disminuciónnetadel nivel de A.RN total
(STFVENS& PACL IL.I¿R, 1973;WEIsMAN, 1976). RUDICK (1971)señala,en cambio,quela síntesisde
ARNr es necesariapara la diferenciaciónde Acanihaniocha,precisándoseparala formación de

ribosomas.
En Aspergí/Nsnidulans(TIMBLRI.AKL, 1980) los experimentosde cinéticade hibridacióne

hibridacióndiferencialsobregenotecasde ADNc, revelancercade 1.000ARNm desecuenciaúnica
y algunosdeabundanciamoderada,específicosdeesporulación(formaciónde conidiosporas),lo que
representaaproximadamenteel 20%del total de ARNm de las célulasendiferencíacion,

En Physarumpo¿vcephalumel procesode esferulacióndel microplasmodiolleva consigo
importantesvanacionesen la poblaciónde ARNm, y los principalescambiosocurrenenlas primeras
24 horastras la inducciónporhambre,queescuandocomienzanaacumularsenumerosasproteínas
especificasdelproceso(Br1u~wRet al., 1986a).Despuésde 48 horassedetectala síntesisdeun grupo
de proteínastardías.Los autoresclasificanlos ARNm detectadosduranteel procesoen tres clases
diferentes:(a) ARNm específicosdeesporulación;(b) ARNm presentessiempreen un nivel constante
y (c) ARNm cuyo nivel sereducetransitoriamentedurantela formaciónde esférulasmaduras(como
los ARN quecodificanparala actinao proteínasplasmodiales).Existe unacuartaclasedeARNm que

seacumulaen las fasesfinales de la esferulacióny que da lugar a un pequeñogrupo de proteínas
tardíasque aparecendespuésde 48 horasdesdela inducción, unavez que se ha completadola
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formaciónde las esférulas.Se piensaque dichas proteínastardíaspodrianser necesariasparala

germinaciónde lasesféruias,yaqueel tiemporequeridoparalagerminaciónse acortaprogresivamente

parapoblacionesquelleven24, 36 ó 48 horasdiferenciándose(BFRNmRet al., 1 986b).
En ciliados no existen,hastaahora,datosmolecularesquenos indiquenquelos tránscrítos

específicosde enquistamientoaparezcanpreferentementeen las etapasiniciales del proceso. No
obstante,se ha indicado estaposibilidad dentro de un modelo-hipótesisexplicativo del proceso
criptobióticoen ciliados (GUTIÉRREZ et al., 1990).

Existen algunos trabajossobredonaciónde ADNc originadoa partir de ARNm aislados
duranteel procesode esferulaciónenPhysarum(BERNER etal., 1986a)queaportandatossobreestos
ARNm. Los experimentosdehibridacióndiferencialcon ARN poli(A) sobreunagenotecade ADNc
de esférulasde 24 horas,han detectadode 25 a70 ARNm diferentes,moderadamenteabundantesy
especificosdeestadioquisticoo esférula.SehanencontradotambiéncuatroARNm con alto número
de copiasy se suponeque existen igualmentealgunosARNm de secuenciaúnicadificilmente
detectablescondichatécnica,con un rangodetamañosentre4Sy 165. Las proteínascodificadaspor
estosARNm son,en concordancia,proteínasde bajo pesomolecular(14 KD a 351(D).Estos ARNm
son específicosde la esferulacióny no se han detectadoen ninguno de los demásprocesosde

diferenciación del ciclo biológico de Physarum, tales como la aparición de microquistes
(enquistamientode amebas)o de esporas(esporulacióndel plasmodio)(BF.RNW:R et al., 1 986b).Los

mismosautoresobservanque diferentesinductoresdel procesode esferulación(salesde hierro o
hambre)conducenala apariciónde los mismosARNm.

Se ha llevado a cabo el análisisde la secuenciade cuatro ADNc, procedentesde ARN
poliadeniladostempranosde alto número de copias,que representanel 10% del total de ARNm
presentesen esférulasde 24 horas. Dos de estos AUNe presentanun 81% de homologíay son
considerados,portanto, nvembrosde la mismafamiliagénica.Las proteínascodificadaspor estosdos
clones[denominadasesferulinasla (248aa) y Lb (246aa)] poseenunaposiblesecuenciapéptidoseñal

y unasecuenciade N-glucosilación,lo que les hacecandidatasa serglucoproteinasconstituyentesde
la paredde esférulas(compuestadeglucoproteinasy polisacáridos).Los otrosdosclonescodifican
paralas proteínasidentificadascomoesferulinas2ay 3a (3 1 5 aay 103 aa, respectivamente);setrata
de proteínasno homólogasquecarecendepéptido señaly se piensapodríanactuarcomo proteínas
estructuralesintracelularesen las esférulas(BEm’~mR et al., 1987).

Se ha secuenciadotambiénun clon correspondientea uno de los ARNm acumuladosen los
estadiosavanzadosdela esferulación(SAVARD et al., 1989),EsteARNm codificaparaunaproteína
de332aa(denominadaesferulina4) quecondenetambiénunasecuenciapéptidoseñal.Dichaproteína
tiene muchascaracteristicascomunesa proteínasde membranaplasmática.Se piensaque estas
proteínastardíasdelos quisteso esférulasno estáninvolucradas,probablemente,en su formacióny
podrían,en cambio,estarrelacionadascon su capacidaddegerminación.
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3.3.3.Biosíntesisproteica

El procesode enquistamientoen amebas,ciliados y hongos,es tambiéndependientede

traducciónproteicaya que, igualmente,mhibídoresde dicho procesometabólico (Cicloheximida,
Puromicina,Cloranfenicolo Daunomícína)ímpidenla formacióndel quistede resistencia(TablaIII).

El contenidoproteico globalde las célulasenquistándosedisminuye(a pesarde la existencia

de biosíntesisdeproteinasespecíficasen las diferentesetapas),probablementecomoconsecuenciadel
procesodegradativoquetienelugar en elcitoplasmade lacélulaprequistica.En quistesmadurosde

Histriculus ,nuscorumestadisminución puedellegar hastael 60% del valor encontradoen células

vegetativas(SENDO & MAISUSAKA, 1982),y en Colpodasteinhiestadisminuciónse acercaal 30%

(Tmns& MAitSUALL, 1970).
Ademásde la disminución generalizadadel contenidoproteico, el enquistamientoo la

esporuiaciónsecaracterizapor la biosíntesisdeproteínasespecíficas.Estasíntesisocurreen ausencia
de unafluentenutritivaexógena,por lo queseha propuestoquedebeexistir un lurnoverproteicoque
proveaala céluladelos aminoácidosnecesariosparala sintesisdeestasnuevasproteínas(CIuTÍÉRRvZ
& MARTtN-GONZÁI,ív, 1990;KLAR&HALVoRSON, 1975; WATTS, 1984).

En Mucor racemosusel análisis electroforéticobidimensionalde los productosproteicos
sintetizadosdurantela formacióndela espora,muestraquela poblaciónde estasproteínasacumuladas

difieresignificativamentedeaquellasbiosintetizadasdurantela germinación(LiNZ & ORLowSKI, 1984).
En estehongo, todaslas traduccionesocurridasdurantelos primeros30 minutosde lagerminación

empleancomoARNm el yaexistenteen laesporaAlgunasde estasproteínasno se detectarondurante
la esporulación,apesardela presenciade sumensajeroespecífico.Además,cuandola germinación

sellevaacaboen aerobiosis(queconducea la formacióndehifas), la poblacióndeproteínasdifiere
considerablementede las sintetizadasdurantela germinaciónanaerobia(formaciónde levaduras),y
ambosprocesosseinician apartir dela traducciónselectivade ARNm acumuladoen sus esporas(LII4Z

& ORLOWSKI, 1991).Estosresultadosimplican quedebeexistir, durantelagerminacióndeestehongo,

un mecanismode regulaciónpostranscnipcionalquedirija selectivamentela traducción.
EnPhvsarunuflavicornum (HENNFY, 1985)la síntesisproteicaocurreen los estadiosiniciales

del procesode diferenciaciónqueconducea la formación de microquistes,coincidiendocon la

iniciación de la formaciónde la paredquistica.
En lasetapasfinalesdel procesodedesarrollodeD¡ctyosteliumdiscoideumsehan identificado,

por técnicasde hibridación,entre700 y 900 especiesde ARNm localizadasen polisomas,queson
específicasdelestadode preculminación,estadoprevio a la diferenciaciónen cuerpofructifero, que
ocurre 1 8 horas despuésde la inducción por hambre (JACQUF:T et al., 1981). De hecho, la
diferenciacióncelularen esporasy célulasdel tallo comienzaya durantela fasede agregación(8 horas
despuésdela inducción),acumulándosemástempranamentelos ARNmespecíficosde célulaspre-tallo
(RUTHERFORDet al., 1985).

Así, las proteínasmásabundantesde la cubiertade la esporadeD. discoideum(SP96,SP7O

y SF60),caracterizadasporelectroforesisbidimensional,aparecena las 14-16horasdel desarrollodel
hongo,en el estadode agregaciónaúnno culminado,y estánpresentesúnicamenteen célulaspre-
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esporaasí comoen esporasy ausentesen las célulasdel tallo (Dr.vn’4L etal, 1982).La proteínaSP96
pareceestarcodificadaporun únicogenqueproduceun A.RNm de2,4 Kb. Se piensaquesu expresión
estácontroladaa nivel de acumulacióndel ARNm y no anivel traduccional,yaqueexisteunabuena

correlaciónentrelacantidadde ARNmparaSP96y lacantidaddeproteínasintetizada,medidasambas

por inmunoprecipitacióncon un antisueropoliclona] especificocontraSF96 Aunque dicho gen
comienzaatranscnbirseen estadosavanzadosdel desarrollode1), discoidewn(antesde la detección

dela proteínaSP96)sunivel de expresiónseincrementaprogresivamentehastala fasede culminación
a las24 horas,quees cuandoel productoproteicoalcanzasu máximaconcentración.Entreestafase
y la formaciónde la espora,el nivel de A.RNm SP96disminuyeaproximadamente10 veces(DOWDs
& LooMIÑ, 1984).

Se han descrito también diferencias significativas (cuantitativas y cualitativas) en la
composiciónde algunasproteínasribosomalesdurantela diferenciacióndeDictyostelium(RAMACrOPAL

& ENNLS, 1981). Del total de proteínas,que constituyenlos ribosomas,identificadashastaahora(12),
dos ffieron específicasde ribosomasde estadosameboidesy tres de ellas específicasde ribosomas
presentesen las esporas,siendolas otrascomunesa ambostipos celulares,aunquecon ligeros cambios
estequiométricos.Perotodoslos ARNm funcionalesestabanpresentesen los dosestadosdiferenciados,

porlo quedebenestarimplicadosmecanismosdetraducciónquecontrolenla síntesisde variasde estas
proteínasribosomalesdurantela diferenciacióndeI)ictyostelium.

En algunos ciliados se han podido identificar proteínas de pared quistica, bien

electroforéticamenteapartir de paredesaisladascomo en Histriculus musCorurn (MATsuSAKA &

RoNco,1984),o bienutilizando anticuemosespecíficoscomoen Colpodainflato (MARTíN-GONZÁLEZ

etal., 1991b) y enParaurostv/asp. (Ríoset al., 1992), En (1 mf/ata se identificarontrespolipéptidos

de 61, 66 y 70 KO quereaccionabancon el antisueropoliclonal contra paredesaisladas,que se
localizaron, por inmunomarcajeal microscopioelectrónico de transmisióny barrido, tanto en el

ectoquistecomoenel endoquiste(NtXRTÉN-GONÍÁLw et al., 199 lb)
En I’araurostvla sp, sehan identificado al menos 15 polipéptidosdeparedquistica(Ríos et

al., 1989)ya partirdetresde ellos, de pesosmoleculares52,66y líO KD, seobtuvieronanticuerpos
que permitieronsu localizaciónen las diferentescapasquisticasmedianteinmunocitoquimicaal
microscopioóptico. Los trespolipéptidosreaccionaronconel ectoquiste,pero sólola bandade 110

KO reaccionótambiénconelendoquiste(Ríoset al., 1992). No obstante,aúnse desconocequétipo

detránscritoscodificanparaestasproteínasy cuándosurgenduranteel procesode enquistamiento.

Por otra parte,estosanticuerposcontraelementosde paredquisticahan sido tambiénmuy

útiles parael estudiode la cinéticade enquistamientoy la identificaciónde etapasprequisticasen
Co/pacía¡nf/ata (BvNíTEZ et al., 1994).

En el hongoAch/ya(LÉJo~, 1983)seha identificadotambiénun grupode polipéptidosde
40 KO quesonespecificosdel procesode diferenciacióna esporas.

Por último, podríamosdestacarqueen el ciliado Histriculus muscorumse ha detectadola

presenciade tubulina despolimerizadaalmacenadaen el quiste de resistencia(NAKAMURA &
NtvrsusAxA, 1985>. Esteacúmulode proteínapodríaserutilizado por el ciliado enel exquistamiento,
sin que se precisenueva biosíntesisde esta proteína(NARAMuRA & MAISUsAKA, 1992b). El
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requerimientodetubulinaduranteel exquistamientoesfundamental,ya queII. musCorunl,al igual que
otros ciliados hipotricos, pierde toda la ciliación e infraciliación duranteel enquistamiento,Sin

embargo,no existenactualmenteevidenciasexperimentalesqueaportenalgúndatosobreel empleo
de la tubulina almacenadaen el quiste. A pesardel conocimientode que el exquistamientoes
dependientedesíntesisde proteínas(ya queinhibidoresde estasíntesisbloqueanel exquistamiento),

no se excluye la posibleutilización de proteínaspreexistentesen el quistedurantedicho proceso.

3.3.4.Cambiosen proteínasnuclearesy nucleolares

Se han observadocambioscuantitativosy cualitativosen los patroneselectroforéticosde

proteínasnucleolaressolublesen fenol durantela faseexponencialdecrecimientoy el comienzodel
enquistamientoenAcanihamoebacasteilanhí(RUBII’4 etal., 1975)o en la esporulaciónde Phvsarum

polycephalum (LFSTOC;RULoN & RusCH, 1973). Algunas de estas proteínas desaparecen
completamentemientrasotrasincrementano disminuyensu concentraciónconsiderablemente.Dichas
proteínaspodríanestarrelacionadascon el control dela expresióngénicanucleolar,

En el ciliado <Jastrostylasteinii (GuYrÉRREZ, 1985) se ha observadoqueel macronúcleo
quisticocontiene 1,23 vecesmáshistonasqueel macronúcleovegetativoy estashistoriasquisticasson,

aproximadamante,1 ,59 vecesmásricas en argininaqueaquellasdel macronúcleovegetativo.Estos
cambiosen las proteínasnuclearesnos confirmanlas drásticasmodificacionescromatinicasque se
detectandurantela formacióndel estadocriptobiótícoy quepodríanestarinvolucradostanto en el
silencio génicoqueacompañaacualquierestadoquiescente,comoen la condensacióncromatinicaque

seda igualmenteenesteproceso.

Con respectoa esta última característica,observacionesultraestructuralesen Bursaria
trucaneella(TIKIIONI¿Nxo, etal., 1984)muestranqueprácticamentetodala cromatinamacronuclear
quisticase encuentraorganizadaen cuerposdensosde 100-300nm. Estoscuerpospresentanuna
cromatinatranscripcionalmenteinactivay parecenestarformadospor subunidadesquecorresponden
anucleosomas.EnG.steinii sehacalculadoel gradodecondensacióncromatínicapor el métododel
bandeoC,y postenorcuantificaciónespectrofotométrica.Los resultadosindicanquela condensación
macronuclearquistica es aproximadamenteel doble de la existenteen unamasa macronuclear

vegetativa(GIJrrÉRRvz., 1985).

3.3.5.Actividades enzimáticas

Al igual que sucedecon el contenido total de ARN y proteínapor célula, durante el
enquistamientoo laesporulación,sueleproducírseunadisminuciónen la actividaddemuchasenzimas,
probablementecomo consecuenciatanto de la actividadautofágicacomo de la disminuciónen el
contenidode aguacitoplasmática.

EnAcantharnoebacastellanildecrecenlos nivelescelularesdeglucógenodurantelas primeras
horasde enquistamientohastasituarseen el 10-20% de los encontradosen fase vegetativa.Se

incrementa,en cambio, lasíntesisde celulosa,componenteprincipal dela paredquisticade amebas
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(WEISMAN etal., 1970). Estos resultadosindicanqueel glucógenocelularsirve comoprecursordela
celulosade la paredquistica.La degradaciónde glucógenopuedeasociarsetambiéna un incremento
de doso tresvecesen el AMPc intracelularen poblacionesprequisticas,probablementedebidoaun

incrementoen la conversiónde ATP a ANWc por adeníl ciclasas.Igualmente,RALLADA & Muwn

(1971)handescritoque la capacidadde la amebaHartinanelía culbertsoniiparaconsumirglucosase
incrementacuatrovecesen las primerashorasde enquistamiento.Al mismotiempo, sedetectaun
incrementoen las actividadesespecíficasde celulosasintetasa,hexosafosfatoaminotransferasay
UDPG, y unadisminuciónde la actividadenzimáticadehídrogenasas,consecuenciaprobablede la

faltade degradaciónde nutrientes,
En ACanthamoeba,SKRDLANT & WEISMÁN (1976) encuentranquelas actividadesglucosil

transferasasdecaenduranteel enquistamientoala mitad o ala cuartapartedel valormedidopresente
en formasvegetativas,indicandounadisminución enla síntesisde glucolípidosy, probablemente,
glucoproteinasconrespectoal ciclo crecimiento-división.

En varias especiesde amebas(A. caste/lanii,A. ji’alestinensisy Naeg/crit?gruberil) se ha

detectadoactividadpolifenol-oxidasaen célulasprequisticas(SYKEs & BANiD, 1985). Estaactividad
enzimáticase halocalizadoen laparedquistica,enel citoplasmay en el medio extracelular,Aunque
no seconocecon exactitudla función de estaenzima,se piensaque podríatenerrelacióncon la
resistenciadel quistefrentea agentesquímicoso fisicos,

Algunasenzimascon probablelocalizaciónlisosomaldecrecenigualmenteen su actividad
duranteel enquistamientode ciliados y amebas.Estos datosenzimáticospodrían contradecirlas
numerosasobservacionessobreautofagosomasquesurgenespecíficamenteduranteel enquistamiento

(GRIMvS, 1973; GuTÚ:RRLz&PÉREX-SJJ.vA, 1983; MATSUSAKA, 1976; 1979; MCARDJ~ eta].,1980),
lo cual implicaríaun mcrementodelaactividad enzimáticalisosomal.Sin embargo,ladisminuciónde

actividadesenzimáticascomodipeptidásicayaminoácido-oxidasaen Urostyla caudata(PICON, 1961)
y fosfatasay proteinasaácidasenIfistriculus muscorum(SPNIo& MATSUSAKA, 1982), sebasanen

actividadestotalesqueno reflejanconexactitudlas actividadesenzimáticasin vivo. Además,en1!
muscorum(SENDo & MATSUSAKA, 1982), durantela fasede enquistamientodondeaparecenlos

autofagosomas(etapa1). la actividad de ambashidrolasasácidasno decrece,Todos estos datos
sugierenque la actividad autofagosómicase concentraen las primerasfasesdel enquistamiento,
inactivándoseposteriormentela mayoríade las actividadesenzimáticaslisosomales.

Igualmentedurante el enquistamientode A. castellanii la actividad de tres hidrolasas
lisosomales(fosfatasaácida,I)Nasay RNasa>disminuye(M=xwnN& BYILRS, 1976),coincidiendocon
los resuladosde TuJ3us y MARSI-LALL (1970),que han detectadouna reducciónen las actividades
fosfatasaáciday RNasaduranteel enquistamientode Colpodasteinii. Aunqueel nivel de actividad
total de fosfatasaácidadisminuye,IVkRTRJy BYERS (1976)hanencontradoun incrementotransitorio
enla actividadespecíficade la enzimaquecontribuyeaunadegradaciónproteicamásrápidadurante
las primerashorasde enquistamiento.De hecho,GRwvíTus& BOwEN (1969)aunqueno encontraron
un incrementode los nivelesde fosfatasaácidaen amebasenquistándose,detectaronun incremento
significativo dela actividadde la enzima,Los autoresconcluyenqueel procesodegradativoquetiene
lugar duranteel enquistamientose debea la activación de enzimashidrolíticas encontradasen
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compartimentossedimentables,peroparecepocoprobablequeseanconsecuenciade la liberaciónal
citoplasmade dichasenzimas.

LASMAN (1 967) sugiereque e] incrementoen fosfatasaácidadurantela diferenciaciónde
Mayorellapalestinensisestáasociadoa un incrementoenla actividadbiosintética,necesariaparala

formación de la pared quistica y relacionadaigualmentecon la reabsorciónde orgánuloso el

almacenamientode sustanciasde reserva.
ComoindicanKILLJCK y WRIGHT (1974) paraladiferenciacióndeJ)ic¡yoselium,los cambios

enzimáticos podrían estar provocadospor mecanismosdiferentes: cambios en los niveles de
concentraciónenzimática,modificación de sus propiedadescataliticaso cambios en el nivel de
actividady fenómenosde descompartimentalización.Las únicasactividadesenzimáticassusceptibles

de sufrir cambios en el nivel de actividad en este eucariota (detectadasmediante técnicas
inmunocitoquimicas)hansido:UDPG, glucógenofosforilasay N-acetilglucosaminidasa.Muchasotras

enzimasmuestrancambiosen su concentracióncelular comoresultadode procesosdegradativos,o
másraramentecomorespuestaacambiosen los nivelesdesíntesis(RuvíwRí>ORDet al., 1985).Así por
ejemplo, el empleo de inhibidores de traducciónduranteel enquistamientode Ji. inuscoruin ha
reveladoqueen esteciliado seproducesintesisdenovodeproteinasaácida(SnNix:’ & MAísus.~xA

4982),
Todos estos resultadosque implican una disminución global en diferentes actividades

enzimáticasson concordantesconla inactividadmetabólicacaracterísticaquese alcanzaenel estado
final diferenciadoo quistederesistencia.

3.4. Genesy regulación géníca

Pareceprobable,como sugierenalgunosautores,que los genesexpresadosdiferencialmente
durantecualquierprogramadedesarrolloo diferenciacióncelularseagrupenen trescategorías:genes
que se activandurantela diferenciación,genesque se cierran o inactivan y genesquemuestran

actividadrelativamenteconstante,tanto duranteel crecimientovegetativocomoduranteel procesode

diferenciacióncelular(GIJTnIRREZet al., 1990; RowEKx~P& FIRIEI., 1980).
No obstante,tantoenprotozoos(amebasy ciliados) comoen hongosseconocemuy pocoa

cerca de los factoresque intervienenen la apertura o cierre génico durante los procesosde
diferenciaciónqueconducena laaparicióndeformasde resistencia.

Existen muy pocosdatos sobre la localizacióny estructurade los genesespecíficosde

enquistamiento,esferulacióno esporulaciónen microorganismoseucariotas.Sólo hemosencontrado

un trabajoen Polysphondvl¡umpa//iduin (FRANCIS & RuP¡XR, 1983) sobremutantesincapacesde

diferenciarsea microquistes. Los crucesentre amebasmutantesapoyan la hipótesis de que el
enquistamientoy la agregaciónlfi-uctificaciónenhongosmucilaginososestáncontroladospor grupos
diferentesde genes.

MI<:nDy eta]. (1983)hanestudiadoalgunosdelosfactoresqueactivano modulanlaexpresión

génicaduranteladiferenciacióncelulardel pseudoplasmodiodeDictyostelium.Existeunaexpresión
diferencial de genesen célulasprecursorasde esporasy tallo, inducidospor diferentesfactores.En
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célulasprecursorasde esporasel AMPc serequiereparael mantenimientodeJa expresióngénica,y
ademásestimulalaexpresiónespecíficaparaestetipo celularen fasestempranas,por lo quese piensa

que es uno de los factoresnecesariosparala inducciónde dichosgenes.Posteriormente,se han
identificadootros genes(tambiénespecíficosdepre-esporas)queno son induciblespor AMPc y cuyos

productosde transcripciónse induceny acumulanen la célula por contactocelular en la fase de

agregación(RUTIIERFORD et al., 1985).
Es posibletambién,comosugierenRowEKAMP&FWTI:I. (1980)quela síntesisde unagran

cantidadde proteínasespecíficasen un espaciomuy corto de tiempo, requierala transcripción
simultáneade variosgenes. Es importanteigualmentedestacarque, al menosen .t)iclyosleliz¡m, la
mayoríade los genesreguladosduranteprocesosde diferenciaciónson genesdecopiaúnica.

BLuMBvR~ & LODISI 1(1980)handetectadolaexpresióndeun grannúmerode genesdurante

el desarrollode Dictyostelium,la mayorpartedelos cualesse expresanal comienzodel proceso.La
expresiónde lOO a 150 deestosgeneses anivel multicopia(80-100copiaspor célula), mientrasel
resto(300 genes)expresanúnicamente5 copiaspor célula.

El estudiode mutantesdeficientesen agregacióndurantela diferenciacióndeDictyostelium

ha permitido, tanto identificar algunosde los genesvegetativosquese desactivan,al comienzodel
programade desarrollo, como establecerdos diferentes mecanismosposiblesde control, uno
dependientey otro independientede biosintesisproteica(SINGJriON et al., 1988),

Entodoslos procesosdediferenciaciónqueconlíevala formacióndeestadoscriptobióticos,
tanto en microorganismosprocariotascomo eucariotas, se da una secuenciatemporal de

acontecimientos,lo cualha servidoparadiferenciaretapaso fasesdel proceso.Muy probablemente
estasecuencialidadimplicaunaexpresióngénicaigualmentesecuencial,siendocadaetapadependiente
delos productosgénicosde las anteriores.

Estaideadesecuencialidadligadaal procesodediferenciaciónhasido ampliamenteutilizada

a la hora de elaborarmodelos que expliquen complejos procesosde diferenciacióncomo la
esporulaciónen Bacilus subhhisy el desarrollode cuerposfructíferos en mixobacteriaso en
Dictyosle/íum. En protozoos(tantoen amebascomo enciliados) estapotencialsecuencialidadde la

expresióngénicaes sólo evidentede unaforma indirectaa partirde la apariciónde los diferentes
productosgénicoso actividadesenzimáticasquevansurgiendoen las distintasfases.Estehechose

observaen ciliadoshipotricosquepresentanparedesquisticascomplejas(hastacuatrocapasdistintas)

dondelaapariciónsecuencialdelos diferentesprecursoresde paredalo largo del enquistamiento,nos
indicaindirectamenteunaposibleexpresióngénicasecuenciai(GuTílúuwzet al., 1 983b).

En cualquiercaso,no conocemosaúnabsolutamentenadasobrela regulacióngénica(apertura

y cierrede genes),la presenciade efectoresinternosquerespondanaseñalesexógenas,o lapotencial

secuencialidadde la expresiónde genesque se puedanpresentarduranteel enquistamientode
protozoos,y másconcretamentedeciliados,
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4. OBJETIVOS

Segúnacabamosdedescribirenestaintroducción,existepocainformacióngeneralen tomo
al enquistamientoenciliados. Y estaescasainformaciónes practicamenteinexistentea nivel molecular.

No sehaidentificadohastaahoraningúngenrelacionadocon esteprocesode diferenciacióncelular
en ciliados, a diferenciade lo queocurre, por ejemplo, en hongos,dondeexistenalgunosgenes

caracterizados,inclusoanivel de su regulación,comoyahemosexpuesto.
El objetivo principal,portanto,eratratar decaracterizarlos nuevostránscritosbiosintetizados

durante el enquistamientode (1 mnflata que, probablemente,nos permitirían posteriormente
caracterizargenesespecíficoso, almenos,involucradosen elproceso.De estaforma, aunquelaetapa
inicial consistiaen el estudiodelconjuntode moléculasde ARNm en etapastempranasdel procesode
diferenciación(fasesprequistícas),el objetivo fundamentalha sido la búsquedade alguna sonda

derivadade algúngen, relacionadocon el procesode enquistamiento,conobjeto de utilizarlaparael
cribadode genotecasde ADNc procedentesdetránscritospresentesen el enquistamiento.
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1. MATERIAL VIVO Y VECTORES DE CLONACIÓN

1.1. Colpodainflata

El ciliado(‘o/podo ¡nf/ata (estirpeHSL-1; clon CII 43), fue amablementesuministradopor la

doctoraE. Simon (University of Illinois, Urbana-Champaign,USA). Se encuadradentro del Filo
C¡/iophora, clase(‘olpodea(FGISSNH?, 1993),del cual (o/poda representael génerotipo.

1.2. Estirpesbacterianas

Enterobacteracrogenes(CECT 684) procedede la colecciónespañolade cultivos tipo
(CECT). Seutilizó comocomponentedelmedio monoaxénicoparael crecimientode(‘a/podo

¡nf/ata.

~Escher¡ch¡acali cz-DH5 (Hx’4NMt~, 1983): supE44,hsdRl7,recAí, endAl, gyrA96, thí-l.

relAl. Estirpebacterianautilizadaparael clonajeen pUC18.

Jtiícher¡chiacali JMIOI (MEsSING, 1979): supE44,thi-l(lac-proAB), F’[traD36, proAB’,

~ IacZAMI5 Estirpebacterianautilizadaparael clonajeen pUC18.

I&schcrichiacali C600 (YOuNG& DAvifis, 1983): supE44,hsdR,thi- 1, thr- 1, leuB6, lacY 1,

tonA2 1. Estirpeempleadaparala titulación y propagacióndel vector Xgtl 0. Esta estirpe
permitediferenciarhalos de lisis parentales(halosclaros)de los halosrecombinantes(halos

turbios).

Escherichiacali C600hfl (YouNo &DAvfl:s, 1983): La mutaciónlifilSO (mutaciónde alta
frecuenciadelisogenia)permiteseleccionarúnicamentefagosrecombinantesde Xgt 10 y se
emplea,por tanto, parala amplificaciónde la libreria de ADNc.

1.3.Vectoresdedonación

pUCJS(YÁNÍSCFI-PERRON et al., 1985): Seha utilizado un vectordesfosforiladodigeridocon

Sma1 (concentración50 ng/mI, Phurrsacfs).Dicho plásmidocarecedel genrop, localizado

junto al origende replicacióny queestárelacionadoconel control del númerode copias.
Comoresultadodeello dichosplásmidospresentanun alto númerodecopiaspor células(500-
700 copias),El tamañodel vectorpUCIS es 2.686pb.

‘ ~tiO (Hu’tNH eta] , 1985): Se empleóun vectordesfosforilado(imn434 b527,1 ~Sc~g
4)

digeridoconEcoRI(concentración0,5 pg/pl). Es un vectorutilizado parala construcciónde
libreríasde ADNc y libreríasgenómicas.El ADN parentalde XgtlO es deaproximadamente
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43 kb y presentaunacapacidadde donaciónde hasta7,6 Kb.

2. MEDIOS DE CULTIVO Y TAMPONES UTILIZADOS

2.1. Medio CO,25E1

Medio parael crecimientode Ca/pat/a¡nficua. El medioCO,25E1 se preparaconunasolución

acuosaal 0,25%(p/v) deCerophyll (Ágss),sometiéndosea ebullición(5 minutos)y filtrado, traslo
cual se tamponaa pH 7,9 con RNa2PO4 12 H20. Se esterilizaen autoclave(121

0C) durante20
minutos.

Se adicionaunasuspensiónbacterianadeEnterabacter acragenesal 1% (y/y) de un cultivo
previamente crecido a 28’C en Cerophyll y mantenido a 4’C. constituyendoasí un medio

monoaxéníco.

2.2. Medios de cultivo bacterianos

Todoslos mediosdescritosse hanpreparadosegúnse indicaen SAMI3ROQK et al (1989)

Medio LB (LunaBertani

)

Medio parael crecimientode las estirpesbacterianasEseherichiaca/i C600y C600

Hfl Justoantesde suutilización el medio se suplementacon maltosaal 0,2%y MgSO
4 10

mM

Cuando se cultiva la cepa C600 Hfl se añadetetraciclina ( itt;- s) a una

concentraciónfinal de 15 pg/ml. Lasplacasasípreparadassealmacenanen oscuridada4’C.
Medio SOB

Medio utilizado parael crecimientode la cepabacterianaE. cali cz-DH5. Tantoel
medio líquido comoel medio sólido sesuplementancon MgSO4 20 mTVI y ampicilina(¿:cvnl)

a unaconcentraciónfinal de50 pg/ml.

Medio IB <acarde cobertura

)

Medio parael desarrollodelos halosde lisis del fago lambda,constituidoportriptona
(1%), NaCí (0,5%)y agar (0,8%). Se esterilizaen autoclavey se suplementaantesde su

utilización con MgSO4 10 mM.

2.3. Tamponesutilizados

• Tampónde enquistamiento
El tampón utilizado para la inducción de enquistamientode Colpada in//ata fue

Tris/HCI 10 mM (pH 6,8),
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• TamponesTM y SM

Ambostamponesse empleanparala resuspensióny almacenamientodel fago lambda

y estándescritosen S¡XMBRoOK eta]., 1989.

• Tamponesde Proteinasa-K
Sehanempleadodos tamponesparaProteinasa-K(BS.ú~tLúiss< y;’ n “zj, amboscon

idénticosresultados:

- 50 mM Tris/HCI (pH 7,5); 20 mM EDTA
- 100 mM NaCí; lO mM Tris/lICI; 25 mM EDTA; 0,5%SDS; (pH 8,0)

• Tamponesparaotrasenzimas

Todaslas enzimasconlasquesehatrabajado(incluyendoenzimasde restricción)han

sido suministradaspor varias casascomerciales(Izs’r :=:

y lostamponesparacadaunadeellas fueronsuministradostambiénpor la mismacasao bien

preparadosde acuerdoa lo descritoen manualesgenerales(SAMI3ROOK et al., 1989).

3. METODOS DE AISLAMIENTO DE ARN TOTAL Y MENSAJERO

3.1. AislamientodeARN total

Paraelaislamientode ARN total de estadosvegetativos,prequistícosy quistesde resistencia

de (‘o/pat/a ¡nf/ata se partióde cultivos crecidosen medio CO,24E1 a 280Cdurante24 horas.Los
volúmenesde cultivo paracadaunadelas extraccionesse muestranenlaTabla III.

Tabla III: Volúnienesdecultivo utilizadosparalasextraccionesde ARN

AISLAMIENl’() VOHJMEN DE CULIlVO (mí) NUMERODE (IiIÁJLAS

Vegetativos 400 1.2 x lOs

1>zcquisticos 800 2,4 x it

Quistesderesistencia 800—1600 2,4 — 4.. x los

Para las extraccionesde ARN totales de células en fase vegetativalos cultivos se

centrifugarona 500g(centrífugaSelecta,Centronic)durantetresminutos,lavándosevariasvecesen
tampónde enquistamientoy las célulasfueronresuspendidasen un volumenadecuadodetampónde
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rupturade composiciónvariablesegúnelmétodoutilizado (TablaIV), manteniéndoseduranteunao

doshorasenhielo y procediendodespuésconel protocolode extraccion.

• Para las extraccionesde ARN total de célulasen fasesprequisticasse procedióde igual

manera,pero las célulasseresuspendieronen un total de 60 ml de tampónde enquistamientoy se
distribuyeronen 12 tubosestériles,manteniéndosea 280C duranteel procesode enquistamiento,A
partir de esostubosse obtuvieronmuestrasadiferentestiemposdesde12 horashastaun máximode

72 horas.

Las suspensionescelularesobtenidasde estasmuestrasse centrifugaronde nuevo y el

precipitadoseresuspendióen el tampónderuptura(TablaIV). Parala lisis de las célulasprequisticas
se utilizó un métodode rupturamecánico(homogenizadormanual),enfrío, y controlandosiempreel
gradode rupturaal microscopioóptico, alcanzándosemáximosde aproximadamenteun 60-70%.

Tabla IV: Métodosutilizadosparael aislamientodeARN total

MÉTODO L4MPONDERUPTURA REFERENCIA

Tiocianatode guanidñia
Fenoh/Clorfonno

Tiociariato deguanidina4 M
Citratosódico2.5mM (ph 7,0)
Sareosil0.5%
2-~-nercaptoetanol0.1 M

CIRAiCZYNSKI & SÁcciii. 1987

liCí

‘liocianato de guanidína5 M
EtnA ío mM
Sareosil1%
Tris/IICI 50 mM (ph 7.5)
2-13-mercaptoetanol8%(vN)

CA’rWXLA et al.. 1983

En el caso de quistesmaduros de C ¡nt/ata se combinóun tratamientoenzimáticoy otro
mecánico,controlándosede igual manerael gradoderuptura.La suspensiónquistica(mantenidaen

tampónde enquistamientoa280Cduranteal menosun mes)seresuspendióen 2-3 volúmenesde una
solución 10 mg/ml de Proteinasa-Ky se mantuvo24 horasa 50-600C, tras lo cual se añadióun
volumenigual de tampónde ruptura,homogeneizándoseen frío.

Sehanutilizado dos métodosdeaislamientodeARN total queseindicanenla Tabla IV donde
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se indicatambiénlacomposicióndel tampónde rupturacelularparacadamétodo.En. amboscasosse

empleatiocianatodeguanidinacomoagentedesnaturalizantee inhibidor deRNasas(Civm«~wmet al..

1979).

• Métododeisotiocianatode tmanidina-fenol-cloroformo

Se ha empleadoel métodode CHOMCZYNSK y SAcan(1987)con un Iúi de la casa
comercial ‘i1orÉ&Át, adaptándoloavolúmenesmáximosde 2 ml

• Métododel LiCI
Sehaseguidoel métododescritopor CATIL.XLA et al. (1983),reduciendolos tiempos

de precipitaciónen LiC] a un máximodetreshorasy adaptandoe] protocoloa tuboscon un
volumenmáximo de 5 ml. Antesde laprecipitaciónen etanolse añadióun pasode extracción
concloroformo,dosconfenol-cloroformoy un último paso,denuevo,en cloroformo.

3.2. Aislamientode la fracción poli(Af

Parallevar a cabo el aislamientoy purificación de la fracción poli(Af (ARNm) de estados
prequisticosy quistesde resistenciadeCalpoda¡nf/ata separtió de muestrasde ARN total de cadauna

de las fasesdescritas,exceptoen elcasode extracciónde ARN poli(AY de formadirecta,en elque
se utilizaroncultivos celularespreparadossegúnsedescribeen el apartado3.1. Los procedimientos

empleadosy las casascomercialesquesuministraronlos kits utilizadosse describenen la TablaV.

• Cromatot=rafiaen columnasde oli2o(d’fl-celulosa

Sehanutilizado dos Ñuscomercialesbasadosen estesistema.Las columnasolígo(dT)

preempaquetadassuministradaspor N¿ 1~t~í.,1Ñ permitenla purificación dela fracción poly(A’)
de ARN, utilizando comofuenteARN total aisladopor cualquierotro procedimiento.

El kv comercial de Súnúrní~Á estádiseñadoparala purificación directade ARN
poliadeniladoobviandoel pasointermediode purificación de ARN total. Inicialmente,las

muestrasde célulasvegetativas,prequisticaso quistesderesistenciapreparadassegúnseha

descrito(apdo.3,1.), se homogeneizaronen solucióntamponadacon altaconcentraciónde
isotiocianatode guanidina.El extractosediluyó tresvecesparareducirla concentraciónde

dicho compuestode modoquepermitaunaeficienteformacióndepuentesdehidrógenoentre
las fraccionespolí(A) de las moléculasde ARNm y las columnasoligo(dT) celulosa.

• Sistemabiotina-estreptavidina

Estesistemaempleaun cebadoroligo(dT) biotiniladoquehíbridaconaltaeficiencia,
en solución,con la región poliadeniladade los nuevostránscritosbiosintetizados.Dichos

híbridossoncapturadosempleandopartículasparamagnéticasacopladasa estreptavidina.El
ARNm seeluyede la fasesólidaporsimpleadiciónde agualibrede ribonucleasas.
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Tabla V: Métodosutilizadosparael aislamientodc ARN poli(A~

MÉTODO CASACU*IERCIAL (kd) REFERENCIA1

Directo.

ríoc;~atodeguaxndlna

Fenol-Cloroformo

ColumnasOligo-dT

HHtAfl~LAYflA Aviv & ilIDER, 1972

ColunmasOligo-dí CLCHTEt2 Aviv & LEoER. 1972

Biotiua/estreptíiidina KCt~úA

33. Medida de la concentracióny pureza

La concentracióndeARN fuemedidapor absorbanciaa260 nm, empleandola fórmula:

[ARN] = A260 x O x 40 p,tg/ml
1) factor de dilución

El gradodepurezasecalculasegúnlarelaciónentrelas absorbanciasa 260y 280nm y debe
aproximarsea 1,8 ó 2,0. Valoresinferioresalos señaladospuedenindicarcontaminaciónconproteínas,

Todas las muestras(ARN total y ARN poli(A)
t) fueron almacenadasa -70’C en etanol

absolutoconadicciónde 1/lO delvolumende acetatosódico3 M (pH 5,2) o acetatopotásico2 M (pH
5). A estatemperaturalas muestrassonestablesdurantevarios años.

4. SíNTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO

4.1.ADN complementario a poblacionesde ARN total y mensajero

ParalasíntesisdeADNc se ha utilizado ARN total y mensajeroempleandoun ¡<it comercial
de la casatkcnseg& Se ha seguidoel métododescritopor OKAYAMA y BF:RG (1982)y modificado

posteriomentepor OtJBLERy HoFFMAN (1983).
Los métodosdeobtencióny característicasdecadaunadelasmuestrasde ARN utilizadaspara

la síntesisde las poblacionesde ADNc se muestranen la TablaVI.
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Tabla VI: MétodosdeobtencióndeAUNe de diferentespoblaciones

MVESTRA (ELLt4R

MÉTODO DE

st1SL4MIENTO DE AuN
TOT4L

MÉTODODE

.4ISLIMIENTO DE
ARN.n

CANTIDAD DC ARN CANTIDAD DE,tDN

UTILI¿4D0’ SINTETIZIDO’
(pg) (Mg)

Vegcsativos

Tioc,anato dc guanidina

Fenol Cioroibnrxó No alsiado lO 5

i’requislicos i2 h
Tiocianatode guanidina

FenoiCiorofom,o Columnasoligo(dr) it) 4

Prequkt os i 8 h

liocianatodeguanidiisa

EnoiCiorofonno (.‘oiunmasoligo(dl) 3 ‘7

Prequisticos24 h

liocianatode guanidúsa

Fuití. Ciorofom~o
Coiun,r,asotigo<d’i>

lO ‘7

Quistesderesistencia
‘iiocianaio deguanidina

Fnoictorofon,,o Hiotiinestreptnvidiiia 3 4

Medidaespeclrotótométrica

Parala síntesisde la primeracadenaseha utilizado un cebadoroligo(dT) de 15 b quese une
específicamentea la región poly(A) del extremo 3’ de las moléculasde ARNm eucariotas,La
proporcióncebador/ARNse mantuvoen unarelaciónconstanteparatodaslas poblaciones(0,5 pg/pg

ARN). La síntesisde ADNc mediantetranscriptasainversa(AMV) (LS U/pg ARN) se realizaen

presenciade pirofosfatosódico(4 mM) quereducela formaciónde horquillasen el extremo3’ de la

nuevacadenade AUN sintetizada(KiMMFI. & BERGER, 1987).Se utiliza RNasinacomoinhibidorde
ribonucleasastipo A (1 U/Mí). Estepasoevita la digestiónde la horquilla monocatenariaconnucleasa
Si, necesariocuandoseutiliza el protocolotradicionaldesíntesis(se/f’primed).Estadigestiónes dificil

decontrolary puedecausarunaimportantepérdidadeinfonnacióndel extremo5’ deiAR.N mensajero.
La síntesisde la segundacadenade ADN se llevaacabodirectamentesobrelosproductosde

la primerareacciónsin necesidaddeextracciónni precipitación.Seutiliza RNasaH (8 x 1 o-~ U/pl) para
crearmellasen lacadenade ARN delhibridoformado,queproporcionacebadoresARN conextremos

3’OH parala síntesisde la segundacadenaconla AUN polimerasa1 de E. ca/i (0,23U/pl). Tras una
breveincubacióncon la AUN polimerasadel fago 14paraeliminarcualquierextremo3’ protuberante
lasmuestrasdelas diferentespoblacionesfueronextraídasmediantefenollcloroformo,precipitadasen

etanoly resuspendídasenTE, manteniéndosesin alteracióndurantelargosperiodosa -200C.
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La concentracióndel ADNc obtenidofre medida por absorbanciaa 260 nm (1 unidadde
A260 ,,~ 50 pg/ml). Los valoresobtenidossemuestranen laTablaVI.

No obstante,la utilizaciónde esteprotocolopuedeproducirtambiénla pérdidade algunos
nucleótidosdel extremo5’ del ARNm (SxvmRooKetal., 1989)durantela síntesisde la segundacadena
ya que,en ocasiones,algunasde las mellascreadaspuedenestarmuy próximasal extremo5’ de la

cadena,generandoun cebadorde ARN demasiadopequeñoparapermanecerunido a la cadenade
ADN formada,

4.2. ADN complementarioa ARN aisladode gelesdeagarosa

Parala síntesisde AUNc apartir de AiRN aisladode gelesdeagarosa,las muestrasde ARN
extraídasde las bandas(apdo.7.2)sesecaronal vacioy seresuspendieronenun pequeñovolumende
agua bidestiladaestéril. El cebadorutilizado fue tambiénun cebadoroligo(dT) de 12-18 b
(Lis’tsjsvy.)

Una vez producidala unión del cebadora la moléculade ARN (lO minutosa 65’C), se
añadieron20 U/pl detranscriptasainversa(AMV) (1 11, It), utilizando igualmenteRNasína(2 U/A)
comoinhibidor deribonucleasas.La reacciónseincubóa 37

0Cduranteunahora.No se llevó a cabo

la síntesisde la segundacadenade ADNc ni sehidrolizaronlas moléculasde ARN. Las muestras,
conteniendo[os hibridos ADNc : ARN se secaronal vacio y se resuspendieronen TE paraser
posteriormenteamplificadaspor PCR<apdo. 13.7).

5. TÉCNICA DE HIBRIDACIÓN SUSTRACTIVA

5.1. Preparación de muestras

Las muestrasde ADNc depoblacionesprequisticasde 12 y 18 horasunidasa adaptadoresEco
Rl, fueronamplificadaspor PCRempleandolos cebadoresE03(Programa1/04), y E04/E05(9:1)

(Programa1/02) respectivamente,enlas condicionesquesedescribenenel apartado13.2. Las muestras
amplificadasen amboscasosfueronpurificadasy concentradaspor extraccionesfenol/cloroformoy

precipitaciónen isopropanol(SXvÍJ3ROOKeta].,1989), El AUNc fue resuspendidoen TE y cuantificado

espectrofotométricamente(concentracionesde 0,4 gg/pl y 0,5 ng/pl para 12 y 1 8 horas
respectivamente,conun grado depurezacercanoa dosen amboscasos).

5.2. Fotobiotiniaziónde ADNc

El protocoloutilizado parala fotobiotinilizaciónesunamodificacióndel descritopor SIVE y

Jouw (1986), lO pg de cadaunade las poblacionesdeAUNc se mezclaroncon 60 pg deacetatode
fotobiotina (Zr.rthrcg~ún’) y se irradiaronconuna lámparasolar(275 W) durante20 minutosenhielo.
La fotobiotina que no se incorporóse eliminó por adición de Tris 0,1 M (pH 9) y extracciones

sucesivas(4 veces)conunasoluciónacuosasaturadade2-butanol El AUNc fotobiotinilizado (ADNc-
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Fb) se precipitóenetanoly el precipitado(decolor marrón)seresuspendióen 15 gí de aguaestéril.

5.3. Hibridación sustractiva

Las mezclasdehibridaciónseprepararonen un volumentotal de 40 pl en proporción15:5

(AUNc-Fb ADNc) querepresenta,aproximadamente,10 gg de ADNc marcadofrentea 500 ng de
ADNc no marcado,De estemodoseprepararondosmezclasde reacción:l2~ (ADNc-Pb 12 h: ADNc

18 ti) y l8i~(ADNc~Fb 18 ti . AI2Nc 12 ti). Ambasmezclasfueroncoprecipitadasseparadamentecon

etanol/acetatosódicoy, posteriomente,resuspendidasen4 pl deaguaestérilmás4 pl detampónde

hibridación<NaCí 0,9M; HEPES25 mM (pH 7,5);EDTA 5 mM, SDS 0,1%). Se desnaturalizarona
1 000C (1 minuto)y lahibridaciónse realizóa650C (40 horas).

La unión de estreptavidina(10 jtg, Ifirr-r=tkgz) se produjo en presenciade NaCí 0,38 M,
HEPES/EDTA 5 mM (incubación lO minutos a temperaturaambiente). Las extraccionescon

fenol/cloroformo(F/C) y ¡-LEPES/BUTA lO mM; NaCI 0,5 mM (1-IENa) permitieronrecogerla fase
acuosaquecontieneel A.DNc no hibridado.La adicióndeestreptavidinay las extraccionesF/C y HENa
serepitieronunavez más. Finalmenteel volumentotal obtenidode las fasesacuosasseprecipitóen
etanol/acetatosódícoen presenciade lOO pg de ARNt. Las poblacionesde ADNc no hibridadose
resuspendieronen 25 pl de TE y posteriormentefueronamplificadaspor PCRy analizadasen geles
de agarosa.

6. ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS

6i. Electroforesisde ARN

Las electroforesisde ARN totaleso mensajerosse realizaronengelesde agarosa(Y¿fr±t=K)y
agarosadebajo puntodefusión (1? :n~Iizs~) al 1-1,5%empleandoformaldehído0 66 M 0 ‘h~:t=)como

agentedesnaturalizante(SAMI3RooK et al., 1989). Se aplicaronvoltajes de 5-lO V/cm durante3-4
horas. Losgelesfueronteñidosconbromurode etidio (EtBr, 1 pg/ml).

Como marcadoresde tamaño molecularse utilizaron ARN ríbosómico(165 y 26S de
Escherichiacali Ci~z~ttz~~)y marcadoresde ARN (L<tsi~g ) de rango9,4 a0,3 Kb.

Los gelesfueronobservadosutlizandoluz ultravioletade302 nm (transiluminadorLKB 2011,

P ~aumn.1 ) y se fotografiaronempleandoun sistemaPolaroid CU-5 (películaPolaroid 667)

6.2. Electroforesisde AUN

Laselectroforesísde AUN se realizaronengelesde agarosa(1 a2%) en tampónTAE como

se describeenSAMI3ROOK etal. (1989). Los gelesse corrierona4 y/cm duranteaproximadamentetres
horas.Los gelesse tiñeron igualmenteconEtEr (1 pg/ml).

Los marcadoresdetamañomolecularempleadosfueron:M-lIy M-VI (D.t>é=li.gs)conrangos

de tamañomolecularde 23 - 0,125 Kb y 2,1 - 0,154Kb respectivamente,tambiénse utilizó otro
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marcadorcon rangode 12 - 0,154Kb (ÉÉFI Lz.). Los gelessefotografiaronsegúnse indica en el
apartadoanterior

7. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE BANDAS AISLADAS DE GELES DE AGAROSA

7.1. Aislamiento de bandasde ARN

Las bandascon el ARN quenosinteresabarecuperarfueronaisladasde gelesde agarosade
bajo puntodefusión en condicionesdesnaturalizantes,empleándoseenestecasosólo la mitad dela
concentraciónde formaldehidoconrespectoa las electroforesisde ARN quese handescrito(apdo.
6,1),ya queseha encontradoqueesteagentedesnaturalizantepuedeomitirseen estaclasedegeles
sin afectara la separaciónelectroforéticade las moléculasdeARN (YIN-CHANG & VU-CIIENO, 1990),

manteniendola cantidadindicadapreviamenteparael tampónde corrido, El ARN de las bandasse
recuperóusandoel mismo protocoloqueparala extracciónde AUN (SAMBROOK et al. (1989).

7.2. Aislamientode bandasde ADN

Paralarecuperacióndel ADN de bandasobtenidasdegelesdeagarosadebajo puntode fusión
sehaseguidoel métododescritopor SAMBROOK et al., (1989).En ocasionesse hanempleadotubos
Eppendorfcomercialesconteniendoun gel separadorde fases(PhaseLockGelL¡ght ± , kB), que

optimiza la recuperaciónde ácidosnucleicosde la fase acuosa,yaquela faseorganicay la tnterfase
sonatrapadasen dicho gel. En estecasoseempleandospasosmásconrespectoal métodoestándar:
extraccióncon fenol-cloroformo-isoamílico(25:24:1)y extraccióncloroformo-isoamilico(24:1).

8. TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS Y HALOS DE LISIS A FILTROS DE

NYLON

ti. Transferencia de ARN (Northern hlot)

Las muestrasde A.RN total fraccionadaspor electroforesisy teñidascon EtBr fueron

transferidasporcapilaridada membranasdenylon no cargadas(Hybond-N,Krner~its&É)y membranas

denylon~ (B.úeffifr~g~r) (SAMI3RooK et al., 1989).La transferenciaen amboscasosserealizó durante
un máximode 24 horasy el ARN fue fijado al filtro medianteun doblesistema:secadodel filtro a
8O’C (hastaun máximo de dos horas)y exposicióna luz ultravioleta(254nm) durante3 minutos
(SpectrolinkerXL-l0O; SpectronicsCorporation). Los filtros fueronalmacenadosen sequedada 4”C
hastasuposteriorutilización.

33



Aíinim..u.ígs’ y II/cronos

8.2. Dol hior de ARN

Todaslas preparacionesde dot blot de ARN sehanrealizadosobrefiltros de nylon segúnel

protocolodescritoporDYSÚN (1991)empleandoARN total (0,5 a 20 pg por muestra)enalícuotasde
2 pl depositadasde forma manual.Los filtros así preparadosfueronsecadosal aire y fijados por

irradiaciónconluz ultravioletaen las condicionesdescritas(apdo. Sí).

8.3.Transferencia de ADN (Southern blot)

Cadaunadelas poblacionesdeADNc unidasaadaptadoresEcoRl fue amplificadaempleando
el cebadorE03 (apartado13.3)y unaalícuotade cadaunade las muestraspurificadas(27-35,5pg)
fUe fraccionadapor electroforesisen gelesdeagarosa(1,5%)en TAE. Los gelesfueronvisualizados
por tinción conEtBr, fotografiadosy posteriormentesometidosa desnaturalizacióny neutralización
(SAMl~RooK et al.,1989). Latransferenciaafiltros de nylofr serealizó por capilaridadsegúndescriben
los mismosautoresdurante18-20horas.Los filtros fueronentoncessecadosa60-800Cdurante15-20

minutosy el ADN sefijó porluz ultravioletadurante3 minutos.Los filtros seguardaronen sequedad

a 41?.

8.4. Dot blot de ADN

Las muestraspurificadasde ADN secolocaronsobrefiltros denylon siguiendoel método
descritopor DYSÚN (1991),aplicandomanualmentedesde1,6 a 5 pg de AIIJN por muestra.Unavez
depositadaslas muestras,los filtros fueron directamentesecadosal aire y fijados por irradiación

ultravioleta,sin pasospreviosde desnaturalización.Se almacenarona41?.

8.5. Transferenciade halos de lisis

Los fagos, aisladosy mantenidosen SM/cloroformo a 41? o en SMIDMSO a -201? se

aplicarondirectamentesobrelos filtros de nylon (previamentebañadosen aguabidestíladaestéril> en

alícuotasde 2 pl hastaun volumenmáximo de 15 pl por muestra,querepresenta,como media,4-5
x 1 o~> ufp. Posteriormente,los filtros sondesnaturalizados,secadosy fijados segúnsedescribeen el
apartado8.3.

9. MARCAJE DE SONDASDE ADN

9.1. Marcaje radiactivo

El marcajeradiactivoseha llevadoacabopor extensiónde cebadores(hexanucleótidos)al
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azar,randorn prinied, (FUNBIYRG & Vol ,GELSTEIN, 1984),empleando2,8 pCi dAtP a~P(800pCi/mí)

(A rí~ ,~Lcn) y 0.1 U/pl de ADN polimerasal(fragmentoKlenow) ( =~rt tj, incubandodurante

5 horasa temperaturaambiente.Los nucleótidosno incorporadosfueroneliminadospor cromatografia
en columnaSephadex050 (SArvínRooKet al., 1989),

9.2.Marcaje no radiactivo

Se ha utilizado un métodode marcajeno radiactivo por incorporaciónde desoxiuridina

trifosfato (dUTP) marcadacon un haptenode origen vegetaldenominadodigoxigenina(DIG-l 1-
dUTP). Tras el marcajepor digoxigeninalas sondasson detectadasempleandoanticuerposanti-
digoxigemnaconjugadoscon fosfatasaalcalina.Parael procesode reveladose empleóun método
quimioluminiscente(2., “vtiSt 4

9.2.1.Marcaje no radiactivo por extensiónde hexanucleátidosal azar

Parael marcajeno radiactivode las sondasde AUN seha seguidoel protocolodescritopor

FLll4n¡~RG y VoLc1:LsTÍ~IN (1984),utilizando 0,5-3,5 pg de ADN purificado. En la Tabla VII se

describenlos componentesde las mezclasde reacciónadaptadasal empleode DIO-] 1 -dUTP.
Las reaccionesse realizarona 371?durante20 horas,empleando0,1 U/pI de polimerasa

Klenow. La cantidadde ADN marcadodependede la cantidadde ADN molde y dela duracióndel
tiempo de incubación,ya que tiempos de incubación largos (hasta una máximo de 20 horas)
incrementanla producciónde ADN marcado.En la reacciónestándarseincorporaunamoléculade
digoxigeninacada20-25nucleátidos.Posteriormenteel ADN es precipitadoen etanol, resuspendido
enTE y almacenadoa -201?,temperaturaa la que la sondamarcadacon digoxigeninaes estable,al

menos,duranteun año.

Tabla VII: Descripcióndc los componentesdc las mezclasdereacciónpara el iiíareajeno radiactivode sondasdc

ADN

Mezcla de hexanudeótidos
(lOs)

62.5A~60 IJ/rnl hexanuelcótidosdesecuencíaal azar

Tris/HCI 500 mM

MgCI, 100 mM
DTT 1 mM

liSA 2rns/nff

Mezcla de marcaje dNTP
<los)

dATP. dCfP,dGTP ImM

dTTP 0.65mM
¡)lG-l 1 -dlJTP 0.35mM
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La eficienciadel marcajese comprobómediantedeteccióndirecta,antesde llevar acabola

hibridación. Asi, 5 ji de cadaunade las muestrasmarcadasse depositarondirectamentesobrelas
membranasdenylon y seprocedióconel protocolodedeteccióndescritoposteriormente(apdo. 10.2),

91.2. Marcaje por PCR

El marcajeno radiactivode sondaspor PCRseespecíficaenla secciónMétodosbasadosen
PCR(apdo.13.8).

10. MÉTODOSDE HIBRIDACIÓN Y DETECCIÓNSOBREFILTROS DE NYLON

’

10.1. HibridacionesempleandosondasdeADN radiactivas

Las prehibridacionese hibridacionesde los filtros de nylon de muestrasde ARN total

(Northem)serealizósegúndescribeBERINFeta]. (1985). Los filtros fueronprehibridadosa 65 0C (en
ausenciade formamida)durante3 horasy las hibridacionesseprolongarondurante18-20horasa la
mismatemperatura.

Las membranasfueron lavadassecuencialmentea651?con 2 x SSC (dos lavadosde 15

minutos)y 0,1 x SSC (15 minutos).
Los filtros fueronautorradiogyafiadosa-lOTempleandopelícula/ A

7 Wxct 1, exponiéndose

duranteperiodosvariableshastaun máximode 5 días.

10.2. HibridacionesempleandosondasdeADN no radiactivas

Las prehibridacionesde los filtros de nylon serealizarona una temperaturade 421?
(Southcrn. dat blat de ADN y halosde lisis) ó 501?(Northcrn y dat blot de ARN) en tampónde
hibridación(formamidadesionizada50% (&lo¡tutcr), 5 x SSC,0,02%SDS (p/v), N-laurilsarcosina
0,1%(p/v) y 2% (p/v) de agentebloqueante(> :+L>~¿vs)en lugar de ADN de espermade salmón.

Las hibridacionesserealizarona las mismastemperaturasdurantetodala nocheempleando
el tampónanteriormentedescritomás200 ng/ml desondamarcadacon digoxigenina..Lasdiluciones

de la sondamarcadase hicieron en tampón TE con ADN de espermade salmón (50 pg/ml,

En todos los casoslos filtros selavarondosvecescon 2 x SSC, 0,1%SDSdurante5 minutos

a temperaturaambientey dosvecesmás(15 minutoscadauna)en solución0,1 x SSC,0,1%SDS a
681?

Las solucionesde hibridación conteniendolas sondasfueron reutilizadasvarias vecesy
almacenadasa -201?. Parasureutilizacióndichassolucionesfueron desnaturalizadaspor calora
1001?durantelO minutosy enfriadasrápidamenteen hielo.

Una vez finalizados los lavados, se procedió a la detección siguiendo un proceso
quimioluminiscenteen tres pasos:
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Tratamientodelas membranascon agentebloqueanteparaevitar unionesno específicasde
los anticuerposa la membrana

Incubaciónde las membranascon anticuerposanti-digoxigeninaconjugadosconfosfatasa
alcalina.

Reaccióndelas membranasconLumigenPPDy mantenimientoa 371?(aproximadamente
3 horas)paraactivarel intermediarioinestablequese produceenla reacción.

Finalmentelos filtros sonexpuestosa unapelículade rayosX (Kodak,X-Omat lOO> entre3

y 15 horas.
Unadescripciónmásdetalladadel métodose puedeencontraren el protocolosuministradoen

el ka dela casacomercial. ‘.:rsvgv (BOEImJNCER-MANNIWWI, 1993).

II. CLONACIÓN EN nUCtS

11.1. Tratamientodel AtiNe amplificado

Parallevar acaboladonaciónde los productosamplificadospor PCR(apdo. 13.4 y 13,6)se

procedióde lasiguienteforma:

La mitad de lamuestraamplificadafue digeridaconProteinasaK (4 pg/pl) a371?durante30

minutos(CRowEeta].,1991)y el ADN se extrajo conun pasode purificaciónfenol-cloroformoy un

segundopasoen cloroformo, tras lo cual la muestrase precipitó en PEG8.000 (20%) durante15
minutosa 371? Laadiciónde PEGinduce a las moléculasde AUN acondensarseen agregados,lo

que acelerala tasade unión al vector de 1 a 3 órdenesde magnitud(SAMnROoK et al., 1989). El
precipitadose lavó de nuevoen etanoly se trató con la enzimapolinucleótidoquinasa(0,3 U/pl)

incubandola reaccióna 371?durante30 minutos.
Parala reparacióndelos extremosromosde ADNc se empleóADN polimerasadel fago T4

(0,1 a 0,2 U/pl) y unamezclade desoxinucleótidos(dATP, dCTP, dTTP,dGTP; 2,5 mM cadauno,
inm.’~4 en tampónuniversalde restricción ¡Ox (Tris-acetato33 mM, acetatopotásico66 mM,

acetatomagnésico10 mM, Dli’ 0,5 mM) Semantuvo30 minutosa 370( y la reacciónse detuvopor

calentamientoa650Cdurante10 minutos,

Paraladonaciónde ADN de extremosprotuberantessele unieronadaptadoresBamHlINot

1 (JPiú un=u”oÁit constituidopor dos oligonucleótidoscomplementarios(13 y 9 b) que se unenpara
producir un extremoprotuberanteBam Rl, permitiendotambiénun sitio internode reconocimientoNot

1, comose muestraa continuación:

5’-d(GATCCGCGGCCGC)-3

3’-d(GCGCCGGCG)p-5’

La unión de adaptadorespermiteeliminar los pasosde metilacióny digestióncon laenzima

de restriccióncorrespondiente,necesarioscuandoseutilizan linkers en lugar de adaptadores.
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No obstante,las moléculasde ADNc quecontienenadaptadoresfosforiladospuedenformar

moléculascircularescovalentementecerradasqueno puedenserdonadaso moléculasquiméricasno

deseablesdurantela reacciónde unión al vector desfosforilado.Paraevitar este problema,se ha
seguidoelprotocolodescíitopor SAMIw.oOK et al. ([989), empleandoadaptadoresen los quesólo se

encuentrafosforíladoel extremo5’ máscorto dela doblecadenaquecomponeel adaptador.
Seemplearon0,02 U/pg deAUN y 13 U de lígasa.A continuaciónse fosforilaronlosextremos

5’ de las nuevas moléculascon polinucleótido quinasadel fago T4 (0,16 U4il). El excesode

adaptadoresse elimina cori unacolumnaSephacryl5-400O

11.2. Unión al vector pUCí8

Parael clonajecon AUN de extremosromos,la mitad del volumenanteriormentepreparado

se unió al vector pUCIS (digerido con Sma 1 y desfosforilado)(f¿rs~r¡’..~: r) y el AUN unido a

adaptadoresBaniHI/Not 1 se ligó al vectorpUCI8 (digeridoconRamHl y desfosfonlado)( vv:.=..

utilizando unaa]taconcentraciónde ligasa(0,06 U/ng de vector).Lasreaccionesse mantuvierona 12-

161?durantetodala noche.

11.3.Preparación y transformación de células competentes

Lapreparaciónde célulasen estadocompetente(cepasu-0H5 y iMIOI de E cal!) se realizó

siguiendoel procedimientodel CaCl~ (SAMBRooK et al., 1989).

Unaalícuotadel vectorligado (aproximadamente2-10 pl) se empleóparatransformarcélulas
competentes(volumen LOO pl), manteniéndose30 minutos en hielo y sometiéndose,acontinuación,

aun choquetérmico(421?)durante90 segundos.Se añadióentoncesmedioSORsuplementadocon

glucosa0,01 M y la mezclase vertió enplacasde medio SORqueconteníanampicilina(50 pg/ml),

IPTG(6 pM) y X-Gal (O,012%) preparadospreviamentesegúnse describeen SAMnROOK et al. (1989)

11.4. Selecciónde clonespositivos

Seseleccionaroncoloniasblancasy coloniasquepresentabandébileszonasazulescentrales,

queson tipicamenterecombinantes.Tambiénse eligieron algunascoloniascompletamenteazules,ante
laevidenciadequealgunosrecombinantessiguenproduciendo13-galactosidasaactivay aparecencomo

coloniasazulessobreX-Gal (BRoWN, 1991).
Las coloniaselegidasse crecieronen medioSOBlíquido en presenciade ampicilina(50 pg/ml)

durante12horasa371?en agitación,procediendodespuésal aislamientode AUN plasmídicopara

su análisis.

11.5. Aislamiento y digestión de ADN plasmídico

El ADN plasmidicose obtuvopor el métodode lahidrólisisalcalinadescritopor SAMBROOK
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et al, (1989). El ADN plasmidico parasecuenciaciónautomatizadafue extraido por el mismo
protocoloutilizando un kv comercial(Cuú’ ~t El ADN obtenidose resuspendióen un volumende

20 pl de aguaestéril conteniendoRNasa(50 pg/ml) y se mantuvo 10 minutos a 371?. La

concentraciónde AI=Nfue medidapor absorbanciaa 260 nm.
Posteriormente,la mitaddel ADN obtenidofue digeridoconEcoRl (0,25 U/pl) y Hind [U (0,3

U/pl) a 371? durante 3-4 horas Los fragmentos de ADN obtenidos fueron analizadospor
electroforesísen gelesde agarosaal 1,7%.

12. CONSTRUCCIÓN DE GENOTECAS DE AONc EN AstiO

12.1. Preparación de ADNc para su donación

Se procedió,en primer lugar, a la unión de adaptadoresEcoRI (7.: .x’sjt) al ADNc de
extremosromos,paradonarenel vectorAgUO digeridoconlamismaenzimaderestricción,comose
muestraa continuación:

5’-d(AATTCCGTTGCTGTCG)-3’
3’-d(GGCAACGACAGC)p-5’

La unióndeadaptadoresy fosforilacióndelas nuevasmoléculasserealizó segúnlascondiciones

descritasen el apañadoII , 1. El ADN eluido se concentrópor precipitacióny se resuspendióen TE para
su posteriordonación.

122.Unión al vector desfosforilado

Paradeterminarlas condicionesóptimasdeunión entreel ADN insertoy el ADN del vectorAgtlO

seprocedióa ~ustarla cantidadde ADN adonar,manteniendoconstantela concentraciónmolarde AUN
del fago, Paralelamentese preparóun tubo control adicional (tubo A) paracomprobarlos niveles de
reasociacióndel vector.En las TablasV[U y 15< semuestranlas relacionesmolaresempleadasparacada

unadelas dosgenotecaspreparadas(ADNc de 12 y 18 horasrespectivamente).

El AUNc ligado al vector es empaquetadoin viti-o empleandoextractosvirales (EÑi~ga)

conservadosa-700C.La reacciónde empaquetamientosellevó a caboa221?duranteaproximadamente
2 horas. Los fagos se puedenmantenerempaquetadosa 41? hastatres semanas[en presenciade

cloroformo20%(y/y)], aunquela titulación vadisminuyendoprogresivamente.
En nuestrocaso,no obstante,losfagosempaquetadossemantuvieronviablesen estascondiciones

durante,al menos,un año.
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TablaVIII: Volúmenesx relacionesmolaresutilizadasparala eonstniceiónde la geiiotccadeA.DNc-12 horas

TUBO A TUBO B 1
ADN vector(0.5 ug4il)

1 pg 0.035pmoles
2 fi

(1 ~tg)

2j11

(1 ~xg)

2i.fi
(1 4g)

2j11

(1 pg)

ADNe 12 h (024ug/til>
1 yig = 1 (>4pinoles (0.724g)

2 ¡.11

(0.48ng)

1 41

(0.24 ng)

TUBO C TUBO»

TablaIX: Volúmenesy relacionesniolaresempleadasparala construcciónde la genotecadeAI)Nc-l 8 horas

TUBO B TUBO C

ADN vector (0.5 ~g4rl)

1 gg 0035 pmo!cs

2 jil

(1 ~íg)

2 ~xl

(1 ~tg)

AI)Nc 181í (0.48 sg4rl)

1 pg 1,04pmoles

3 pl

(1.44 pg)

2 pl

(0,96pg)

12.3. Titulación y determinación de la eficiencia de donación

La titulación del bacteriófagolambda(SxvwRa)Ket al, 1989)serealizó en medioLiB (en presencia
o ausenciade tetraciclina, segúnsetrate de la cepaC600LIII ó C600) empleandodilucionesseriadasdelos
extractos de empaquetamientoen tampón de fagos ‘FM (diluciones 1/500 a 1/500<) segúnel tiempo
transcurridodesdeel empaquetamiento).Laeficienciade donaciónparacadaunadelas genotecasaparece

en la Tabla5<
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Latitulación mediadehalosclarosmostrabaun rangode5 x 1 0~ - 6 x 1 0~ ufp/ml.

12.5. Amplificac¡onesdelos clonesseleccionados

Los cloneselegidostras la hibridacióndirectade los halosde lisis conla sondaespecífica,fueron
amplificadosporel métododel usadoen placa(SAÁV¶BRoOK etal.1989)reduciendoal máximoel volumen

detampónSM quese añadea las placasy manteniendoéstasa4’C durante6 ó 7 horas.La titulación de
los amplificadosfue io~ -í0’~ ufp/ml.

12.6. Aislamiento y digestión de ADN v¡ral

El métodoutilizado parala extracciónde AflN delas paniculasvíricas sebasaen el descritopor

SAMEROOK et al, (1989), empleandoun volumen aproximadode 1 ml de los clonesamplificadosy
resuspendidosen SM.

En las digestionesinicialescon DNasa1 y RNasapancreáticase incrementaronlas concentraciones

a 8 y 2 ~rg/mlrespectivamente,prolongándoseladigestióndurantetodalanochea 371?.
Unaalícuotadel AUN extraídosedigirió conEcoRl (0,66U/pl) enpresenciade RNasa(20~.tgInd)

y semantuvotodalanochea371?.Esteprocedimiento,descritopor los mismosautores,se empleacuando

el ADN del vectorno puedeserdigeridopor enzimasde restricción.Tantoel AUN no digeridocomolos
fragmentosde restricciónse analizaronen gelesde agarosa(1-1,5%)

Parala extracciónde ADN de los clonesde lambdatambiénse hanutilizado tubosEppendorf

conteniendoun gelseparadordefases(PhaseLockCeOqueincrementala recuperacióndeácidosnucleicos

(apdo. 7.2), El métodoutilizado es básicamenteigual al descrito,exceptoque la lisis de las particulas
víricas seproduceen presenciade SDS (0,5%)y Proteinasa-K(100pg/ml).

13. METODOS BASADOS EN PCR

13.1. Reaccionesde amplificación

Las reaccionesde PCRse desarrollaronen tubos Eppendorfsiliconizadosde 0,5 ml con un
volumentota] dereacciónde 50 pl conteniendoMgCI2 (0,7 mM), desoxinucleátidostrifosfato (dAT?,

dli’?, dGTP, dCTP;0,2 mM cadauno,Perl~ai~’ ‘t ~2t> ), cebadoresen concentraciónmolar lO, 200
ó400pM,segúnel cebadorutilizado (TablaDQy 1,25 unidadesdeTaqpolimerasa(P s~rzL ~

~ge:,£4. t4r ~r ¿~t’~) El tampónestándarparatasreaccionesde PCRfue suministradoporcada

unadelas casascomercialescitadas.La evaporaciónen el interiorde los tubosseredujoañadiendo40 pl
de aceitemineral estéril (P&rir=JS tr ThttlL, LÁg0nntsj. Las amplificacionesse llevaron a caboen un

termocicladorPrecision Sc¡entífic CT>ú’-2
Paratodaslas amplificacionesseutilizaron5 pl dediferentesdilucionesdel ADN a amplificar en

TE (diluciones lO’ a [0~~),a excepciónde las amplificacionesdirectasde halosdelisis de Xgtlo (apdo.
13.5).
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13.2. Cebadoresy programas utilizados

En laTablaXl semuestraunarelacióndetodoslos cebadoresy losprogramasutilizadosen cada

caso.Lascondicionesde amplificaciónparacadaprogramasedescribenen la TablaXII.
Lastemperaturasóptimasde reasociaciónparacadatipo de cebadorfuerondeducidasapartirde

la secuencianucleotidica.decadauno deellos, utilizando elprogramadeordenadorREXNNEAL (cedido

amablementepor su autor,Dr. E. Orias).

Tabla XII Condicionesdc amplificaciónde los progi’aníasutilizados

PR(XiIt\NIA “01 1’R(XÁRA,\IA :4>3 PRQ<iltkNiá 204

CON’DJCJONI.tSDE
,XNWi .WiCACi(>N

icn!,a,tíara ]ia4,o .
CC) (mitfl

Tenqnatiira fiei1!~o
(U) (mio)

‘fenrcraiííra tiecwo

(‘U> (mio)

i cn~,aaI~írj T,aql,o
(‘U) (mm)

Prima dcio ¡

Donaturaiit,eié~
Rcw~Waci(w,

Poiin,ai,nci&i ¡

R~o de eicios ¡
i)e~a1uraiiza&&,

Ilaísociacku
Polinienaicié.,

IÁtuisi&ii’n,ai

94 5
54 1
72 2

94 1
54 1
72 2

72 5

94 5
52 1
72 2

94 1
52 1
72 2

72 5

3
37 1
72 i

94 <lS
37 1
72 1

72 5

40
72 2

94
40 1
72 2

72 5

\‘ iCYY,\1.Dhj

CiClOS

25 45 30 45

13.3. Amplificaciones de poblacionesde ADNc

Las poblacionesde AflNc obtenidas(fasevegetativa,fasesprequisticas(12, 18 y 24 horas)y

quistesderesistenciade(‘olpoda ¡nf/ata), unidasabsadaptadoresEcoRiI fuerondiluidasenTE [0,6-1,2

pg de ADNc (dilución 1:1) y t20-240ng de ADNc (dilución 10.1)1. Como cebadorse utilizó E03
<secuenciacomplementanaa] adaptadorEcoR!) a una concentraciónfina] 400 pM. Alícuotasde las
muestrasdereacciónamplificadasse analizaronen electroforesisde agarosa(1,5%). Posteriormentelas

muestrasfueron purificadas(apdo. 13.9) y cuantificadasespectrofotométricamente.Como media se
obtuvieron,dependiendode la población,de 4 a LI gg de AUN por amplificación. Parasiguientes
amplificacionesseutilizarondilucionesdelaspoblacionesya amplificadasy purificadas.
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13.4. Estudio de los polimorfismos de las poblacionesde ADNc <RAPeD)

Parael estudiodelos polimorfismosseemplearoncebadoresdesecuenciaal azar(E03, E04, SAI,
SAl y el parSAl/SM) con los programasindicadosenel apartado13.2., empleándosediluciones10’ (120
a 240 ng)de poblacionesnativasde ADNc, sin adaptadoresEco Rl, de estadosvegetativos,prequisticos
(12, 18 y 24 horas)y quistesde resistencia.Alícuotas de las muestrasde reacciónse analizaronen
electroforesisde agarosaestándaro agarosade bajo puntode fusión (1,5%).

Algunas bandasfueron cortadas,aisladasy purificadas (apdo. 7.2.) y posteriomentefueron
marcadascondigoxigeninaporPCR(apdo. 13.8)utilizando el mjsmoo los mismoscebadorescon las que

fueronobtenidas.

13.5.Amplificación de insertosdonadosen pUCiS y en AgliO

En ocasiones,el AUN plasnildico puedeserresistentea la digestióncon enzimasde restriccióna
la horade recuperarel msertodel vector plasmidico(S~wnRooKetal., 1989),porlo que los insertosde
ADNc donadosen pUCI 8 seobtuvieronporPCRempleandoparaello cebadoresespecificosdelvector
(pUC/M 13 /brward y reverse),situadosSí pb a la izquierda(upstream)y lO ph hacia la derecha
(downstrcam)del lugar derestricciónEco RL respectivamente(Tabla5<1).

Paradeterminarel tamañodelos insertos,seamplificarondiluciones 10.1 y 102 de AUN plasmídico

aisladoy digeridocon RNasa(apdo. 11,5), analizándoseposteriormenteen gelesde agarosa(1,5 y 2%).
Una segundaamplificación(utilizandounadilución 101 del primeramplificado)permitió la obtención
directadel inserto,incrementandonotablementela proporcióndel mismo Dichosfragmentosamplificados
fueronentoncespurificados(apdo. 13.9),cuantificadosespectrofotométricamentey, en su caso,marcados
condigoxigeninaporPCRempleandolos cebadoresespecificosyadescritos.Igualmente,el vectorRgtl O
puedepresentarproblemasde digestióncon Eco Rl paralaliberacióndel inserto(Gour±m& Ar IMF:D, 199!),
porlo quelos insertosdonadosen dicho vectorfueronobtenidosporPCR apartir de dosfuentesdistintas:

Amplificación directadeclonesrecombinantesdeXgtl O
Los halosde lisis conteniendofagosrecombinantesmantenidosen S~M en presenciade

cloroformoo DMSO (apdo. 12.4)fueronamplificadospor PCRutilizando cebadoresespecíficos

del vector(XgtlO/órwardy reverse), que soncomplementariosa regionessituadas35 ph a la
izquierday 41 pb a la derechadel sitio derestricciónEco Rl, respectivamente(TablaXI).

Parala amplificaciónseutilizaron5 pl de la suspensióndefagosen SM o dilucionesen

TE, amplificandosedirectamenteo bien en presenciade detergentescomoNonidetP40al 0,3%
(y/y) (HENKEI. et a]., 1993)0DM50 al 6% (y/y).

Amplificación de AUN aisladode clonesrecombinantesde Xgt10
El AUN msladode los clonesde Agtl0 (apanado11.5)sediluyó en TE (diluciones10i

y lO~) y seamplificó empleandolos cebadoresespecíficosdescritos(TablaXI).
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13.6.Amplificación rápida de extremosde ADNc (¡lACE)

Para la amplificación de ADNc de los híbridos AUNcAEN, obtenidoscomosedescribeen el

apartado4.2, seañadióunacoladehomopolímeros(residuosdA) en el extremo3 de la cadenasintetizada
deAUN, utilizandotransferasatermina](0,6U/pl) y dATP (1 mM) en tampón5x (cacodilatosádico1 M;
MgCI2 20 mM; 2-»-mercaptoetanol5 mM). La mezclade reacciónse incubó 15 minutos a 371?.
Aproximadamente1/4 del volumen total (5 pl) se utilizó para la amplificaciónpor PCE. empleando
oligo(dT) de 12 a 18 b comocebador(TablaXI}

13.7. Amplificación de un fragmento del ADN ribosómico 18S

Se empleó ADN genómico de (7 ¡ql/ata (estado vegetativo) extraído por el método
fenol/clorofonno/alcoholisoamilico (SAMBizOoK et al., 1989). Se amplificó porPCRun fragmentodel gen
ADN ribosórnico175/1SSutilizando cebadoresuniversales(NS 1 /NS2,TablaXI) queamplifican unaregión
de 515 pb. Se obtuvo así un fragmentoamplificadode 555 pb (regiónamplificadamáscebadores)quese
utilizó comosondatras su marcajepor PCRcon digoxigenina.

13.8. Marcaje no radiactivo por PCR

Parael marcajeno radiactivo(marcajecondigoxigenina)de fragmentosde ADN (procedentesde
previasamplificacionesyapurificadaso directamentede bandasaisladasen gelesde agarosadebajo punto
de fusión),las muestrasfuerondilmdasenTE (lO”) y amplificadasutilizando unamezclade nucleótidos
(dAT?.dGTP dCTP dITP DIG-dIJTP; 1 1:1: 0,66: 3,3)incrementandoaproximadamente10 veces
la proporcióndeDIG-dUTPrespectoalamezclaempleadaparael marcajeporextensióndehexanuclótidos
al azar(apdo.9.2 1). La molaridadfinal delos nucleátidosdATP, dCiTP, dCTP seaproxiniaa la utilizada
en lasreaccionesestándardePCR(0,19mM), perosemodificala molandadfinal de dTT’P (0,13 mM) y
[adedUTP-131G(66 pM) (LlON & HAAS, 1990).

El restode los componentesde la mezclade reacciónsonigualesa los descritosen el apartado
13.1. EncadaamplificaciónserealizaunasegundareaccióndePCR(sin digoxigenina),quesirve de control

del procesode marcaje.La eficienciadel marcajese determinapor comparaciónde la movilidad del
fragmentomarcadocon el control, enunaelectroforesisdeagarosa,yaque la incorporaciónde digoxigenina

en la moléculade AUN retardasu movilidadelectroforética.

13». Purificaciónde las muestras amplificadas por PCR

Las muestrasamplificadas(marcadasy no marcadas)han sido purificadas utilizando un Ial

comercial ( erlú~~vúSiírjnerCetuz)que permite separar el AUN amplificado de todos los nucleátidosy
cebadoresno incorporados,pudiendoserutilizadoparaun amplio rangodefragmentosde AUN (200pb
a25Kb).

La purificacióndelamuestrase lleva acabosegúnel métododeVOGELSTEIN y GILI,ESPIE(1979)

empleandounamatriz paniculadaque, en presenciade Nal, retieneel AUN mientraslas proteínas
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permanecenen solución. La eluciónde AUN seconsiguecon adiciónde aguadestilada.Las muestras
purificadassecuantificaronespectrofotométricamente(entodos los casosseobtuvo unapurezainferiora
1,3),procediendoluegoaprepararlas dilucionesadecuadasbien parael marcajede dichosfragmentoso
bien parasu posteriorutilización como sondas,en el casode fragmentosde AUN ya marcadoscon
digoxigenma.

13.10. Secuenciacióny análisis de la secuenciaobtenida

La secuenciacióndel fragmentoB4/QA sellevó acabopor el métododideoxiy serealizóen el
Servicio de SecuenciaciónAutomatizadade AUN (Departamentode Microbiologia-il, Facultad de
Farmacia,13CM).

El análisis de la secuenciaserealizó en el Serviciode Modeladode Proteinaspertenecienteal

CentrodeInvestigacionesBiológicas(CSIC). La baseinformáticautilizadaparael estudiode la secuencia
fue el programaGCG.
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RESuLTADOS

1. ANÁLISIS CUALITATIVO DE ARN TOTAL Y Poli<M~ DURANTE EL
ENOUISTAMIENTO DE Coinodainflata

Como ya se ha indicado en el apartado 3.1 de Materiales y Métodos, para llevar a cabo los
aislamientosde ARN total, o bien de las fraccionespoli(A)’ directamente,duranteel procesode
enquistamientode Colpodaini/ata, seha partidodevolúmenesdiferentesde cultivo, El volumende
cultivo de célulasen etapasprequisticasfue el dobledel utilizado paralos aislamientosde estados
vegetativos,mientrasqueparalosaislamientosde quistesmadurosseempleóhasta4 vecesel volumen

utilizado paraextraccionesde célulasdeetapasvegetativas.
Estasdiferenciasen los volúmenesde cultivo, y portanto,en el númerode células,sedebea

la dificultad de extracciónde ARN tanto de estadosprequisticoscomo de quistesde resistencia
maduros. En ambos casos se debe procedera una ruptura celular mecánica, realizada por
homogenizaciónenfrío en el tampónde lisis indicadoparacadatipo de extracción(TablaIV).

Las muestrasde quistesmaduros(con una edadsuperiora un mes), son particularmente
resistentesa la rupturamecánica,lo queexigeun previo tratamientoenzimáticocon Proteinasa-K(lO
mg/mi) durante24 horas(50-600C)antesde la homogenización.Tanto paramuestrasprequisticas
como paramuestrasde quistesmaduros,el porcentajede rupturaquisticaesbastantevariable(50 a

80%)utilizandohomogenizaciónmanual.Estaes la razóndetrabajarcon muestrasquecontenganun
mayor númerode células prequisticasy quisticas,con respectoa muestrasde células en estado

vegetativo,queno requierenrupturamecánicaya queseusanpor los componentesde! tampónde
ruptura.

A pesarde quesabemosque la sonicaciónes un buenmétodode rupturamecánicaparalos
quistesde resistenciadeciliados (GuTlÉPmlzet al., 1984;MArsusAKA& HONGo, 1984),en nuestro
caso,noshemos visto obligadosa utilizar la homogenizaciónmanual,ya que Los detergentesque
contienenlos tamponesde lisis (TablaIV) provocanla apariciónde espumadurantela sonicación,
disminuyendoel nivel de rupturasobrelos quistes.Por otro lado, la potencialeliminaciónde los

componentesresponsablesde la apariciónde espumadel tampónde lisis, afectaríalaintegridaddelas
macromoléculasquese deseanaislar.

El aislamientode ARN total se ha llevado a caboempleandodos métodosdiferentesde

extracción:tiocianatodeguanidina/fenol/cloroformo(CHOMCZYNSKI& SACCm, 1987)y precipitación

conclorurode litio (CAnJAIA etal., 1983).El rendimientoy purezade ARN obtenidocon cadauno
de los métodossemuestranenla TablaXIII.

La figura 3 muestrael análisis electroforéfico de las muestrasde ARN total de células

vegetativasextraídasconcadauno delos dos métodosanteriormenteindicados,en dondedestacanlas
bandasde ARNr (subunidadmayor y menor). Aunquela cantidadde ARN de cadaunade las
muestrasdepositadasen el gel fue la misma(80 pg), en la muestraobtenidapor el métodotiocianato
deguanidina/fenol/cloroformo(Figura3, carril 1) seapreciaun mayorarrastredurantela electroforesis,
probablementedebidoa unamayor contaminaciónproteica.Estasobservacionescoincidencon los
valoresmediosde purezaobtenidosen ambosmétodosde aislamiento(TablaXIII).
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Figura 3: Muestrasdc ARN total de célulasvcgctatí~as<agarosa1%) Carril 1: Extíaccióncon el método
dc tiocianatode guanídína/fenol/cloroformoCarril 2: Extracc¡ó¡i con el método del. Li(il. Las [lechas
indican las bandasdc ARNr
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Tabla XIII; Resultadoscomparativosobtenidoscon los métodosde aislamientodeARE total

MÉTODO REFERENCIA

RENí)IIvtIENTO1

(

PUREZA

1 tociaflato(le
guan,dinalienol/cloroloiino

CiioMCzyNsKí& S,xccHi. 1987 1 00-61)1> 1.3

1<1 CXiiIALACi iii.. 983 30-250 It

Cantidadesobtenidasdecullivos de400 a 1.60<) ml.

Probablemente,la menorpureza(y por tantomayor contaminacióncon proteínas)que se

obtieneen las extraccionesdeARN conelmétodode Ci IOMCZYSKI y SACCJ-il (1987) (valor medio 1,3),
puededebersealaexistenciade un único pasode purificaciónfenol/cloroformo,queademásse lleva

acaboen la primerapartedel protocolo.En cambio, en el métodode extracciónbasadoen el LiC!,

existencuatropasosde purificación(dos enfenol/cloroformoy dosen cloroformo)en la penúltima
etapadel proceso,lo que permiteobtenerunarelación A

26/A21«, más próximaa 2, aunquepor el
contrario existetambiénunamayorpérdidade muestrao menorrendimiento(TablaXIII).

El aislamientodeARN total porel métododelLiC! permitela recuperaciónde ARNm intactos,

e incluso de precursoresde hasta10 Kb de longitud, aunqueen ocasionespuedenperderseARN de
pequeñotamaño(CATIIALA et al., 1983). En nuestrocasoestaspérdidasrio resultaronsignificativas

yaqueel interésse centrabaen tránscritosde mayor tamaño,por lo queel análisisde los patronesde

A.RN total duranteelenquistamientode (7. ¡nf/ata se realizó utilizandoambostipos de extracción.
Duranteel enquistamientodel ciliado seaislóARN total adiferentestiemposdel procesode

diferenciación,y los resultadosobtenidoscon cadauno de los dosmétodosde extracciónsemuestran
en la figura 4. Las bandasde ARNr 17S/18S y 265/285 aparecenclaramentetanto en células
vegetativascomo en prequisticosy quistesde resistencia,

Yadesdelas primerasetapasdel enquistamientoen las queseobtuvieronmuestras(ARN de
15 horas) e incluso en quistes maduros,se apreciala presenciade dos bandas,inusualmente
abundantes,situadasdebajode los ARNr correspondientesa las subunidadesgrandey pequeña
respectivamente,apreciándoseen muestrasobtenidascon ambosmétodosde aislamiento(Figura4A
y 4B). Estasbandasno aparecenen muestrasaisladasde célulasvegetativas(Figura 3 y Figura 4,

carriles lAy IB).
Paratratardeaveriguaralgomásacercade lanaturalezade estasbandassehibridó con una

sondaribosómicahomóloga,obtenidapor PCR(apdos. 13,7 y 13,8 deMaterialesy Métodos),sobre

un filtro conteniendomuestrasde ARN total de vegetativosy de diferentesetapasprequisticas(Figura

4C).
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Paratratarde averiguaralgo másacercade la naturalezade estasbandassehibridó con una
sondaribosómicahomóloga,obtenidapor PCR(apdos. 13,7 y 13.8 deMaterialesy Métodos),sobre
un filtro conteniendomuestrasde ARN total de vegetativosy dediferentesetapasprequisticas(Figura

4C). La sondaribosómica,formadapor un fragmentode 555 pb del extremo5’ de la subunidad
ribosómicamenorde (‘olpoda inflata, fue marcadacon digoxigeninapor PCR e hibridadasobreel
filtro de ARN en condiciones restrictivas (ver apdo. 10.2 de Materiales y Métodos). El

quimiolumigramaobtenidosemuestraen la figura4C
Los resultadosfueronsimilarescuandoseutilizóunasondaribosómica(heteróloga)procedente

del ciliado Jiuplotescrassus,formadapor el extremo3’ del ARNr lBS y la secuenciacompletadel
ARNr 28S. En estecaso,la hibridaciónde dichasondasobreun filtro conteniendounamuestrade
ARN total deun prequisticode 15 horas(extraídopor el métododeLiCI), selocalizaen las bandas
correspondientesa ambos ARNr (subunidadgrandey pequeña).De nuevo, las dos bandasque
aparecenen la electroforesis(detamañoinferior acadauno de los dosribosómicos)no hibridaroncon

la sorída(Figura5).

1.1. Aislamiento de la fracción ARN poli(A)~

Parallevar a caboel aislamientode la fracciónde ARN poliadeniladade diferentesmuestras

a lo largodel enquistamientode (7 ¡ql/ata seemplearontresmétodosdiferentes,aunquebasadostodos
ellos en la capturade la cola poliA de los tránseritosde nuevasintesis.En dos de los métodos

empleados(k¡ts comercialesde .2ksat~9~hyÉ’rta~.a),el aislamientode la fracciónpoli(A) selleva a
caboa partirde ARN tota]aisladopreviamente.El protocolode la terceracasacomercial(%.&ts~&)

permiteel aislamientode la fracciónpoli(A) directamenteapartir del cultivo celula.r

Lapurificaciónde la fracciónde ARN poliadeniladasebasaen el empleode cromatografias
en columnasoligo(dT) celulosa(Aviv & LEDER, 1972),sistemautilizado por ¿i

1nÉttsy Lt
4 ¡

Se ha empleadotambién un sistemamagnéticode capturade ARN poli(A) basadoen el sistema
biotina-estreptavidina(apdo.3.2. de Materialesy Métodos).

La tablaXIV reúneel rangode valoresobtenidosen diferentesaislamientosde ARN poli(A)
(tanto de vegetativoscomo de prequisticoso quistesde resistencia),con cadauno de losprotocolos

antesmencionados.
Lascantidadesde ARN recuperadascon los métodosbasadosen cromatografiasencolumnas

oligo(dT) sonsemejantes.En cambio,la relaciónde absorbanciaA260..,seesligeramentemásaltaen el
aislamientodirectodelafracciónpoli(A) UIt nrs~i~í), dondesealcanzanvalorespróximosa 2. Esta
mayorpurezapuededebersea ladilución del extractocelular quese realizaenesteprotocolo,antes

de la adicióndela muestraa la columna, El extractocelular sediluye a la tercerapartecon tampón
Tris/EDTA, lo queprovocalaprecipitacióndenumerosasproteinase impide queéstasinterfieranen
la retenciónde ARN por la columna.
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Las cantidadesdeARN recuperadascon los métodosbasadosen cromatografiasen columnas

oligo(dT) sonsemejantes.En cambio,la relacióndeabsorbanciaA,60.~8» esligeramentemásaltaen el
aislamientodirectodela fracciónpoli(A) (Phanrrrtaitta),dondesealcanzanvalorespróximosa2. Esta
mayorpurezapuededeberseala dilución del extractocelular quese realizaen esteprotocolo,antes
de la adiciónde la muestraa la columna.El extractocelular sediluye a la tercerapartecon tampón
Tris/EDTA, lo queprovocala precipitacióndenumerosasproteínase impide queéstasinterfieranen

laretenciónde ARN por la columna.
En cambio,la cantidadde AR.N poIi(A)~ obtenidacon el sistemabiotinalestreptavidinafue

bastanteinferior a lade los otros dos(5-10pg), con unarelaciónde absorbanciaA’60.9g0 relativamente
baja(1,3) e igual a la obtenidaen aislamientoscromatográflcosen oligo(dT) celulosade la casa
comercialZI;r$s.á

El análisiselectroforéticode algunasdeestasmuestrasde ARN poliadeniladomuestracasi
siemprecontaminacióncon ARN ribosómico (ambassubunidades),contaminaciónque resulta
relativamentemayorcuandoel aislamientode la fracciónpoli(A) se lleva a cabodirectamentea partir
del cultivo celular,sin unapreviaextracciónde ARN total.

En la figura 6 se observandosmuestrasde ARN poliadeniladasobtenidasen amboscasosa

partirdecultivos decélulasvegetativas,unapurificadacon un métodoindirecto(columnasoligo(dT)
de ~‘SbsÚs 1.), y otraobtenidadirectamenteapartir de un extractocelular (325= nLók.) Aunque en

ambaspurificacionesesposibleobservarAR.Nr, éstosresultanbastantemásabundantesenla muestra
purificadadirectamente

Peroademás,resultaparticularmenteimportanteseñalarla apariciónde dosbandasde ARN
(Figura6, carriles 1 y 2), semejantesa las descritasen el apartadoanterior,queaparecenjusto por
debajode los dosARNr. El hechode suaislamientoa travésde unacolumnaoligo(dT) no implica que
las moléculasseencuentrenpoliadeniladasya que,comohemosindicado,existeunafracciónde ARN
ribosómico,y por tantocarentesde unacolapoli(AY, queestambiénretenido.

2. CONSTRUCCIÓN DE GENOTECAS DE ADNc PREOUÍSTICOS

Las genotecasde ADNc de estadoso fasesprequisticasseconstruyeronapartir de ARNm
procedentesdemuestrasprequisticastempranas(12y 18 horasdesdela induccióndel. enquistamiento),
ya que pensamos,basándonosen ciertasevidenciasindirectas(Bi?Ninv et al., 1994; GuTIÉíuwz&
MARTÍN-GONZÁLEZ, 1990; GuTIÉRREZeta!., 1990)que,al menos,algunostránseritosespecificosde
enquistamientopodríansurgiren etapastempranas.

El ADNc de doble cadenade ambasmuestras(12 y 18 horas)sepreparóa partir de ARN

poliadenilado obtenido de ARN total, por paso a través de columnasde oligo(dT), como se
esquematizaen la figura7. Posteriormente,seañadieronadaptadoresEcoRI, preparandode estemodo
dichaspoblacionesparasu donaciónen el vector XgtlO, digerido tambiéncon EcoRí. Una vez
determinadala eficienciade donaciónparacadauno de las dospoblacionesde ADNc donadas(apdo.
12,3 de Materialesy Métodos),seaislarontodoslos halosclaros(constituidospor particulasviricas
recombinantes),obteniéndoseun total de 1 .485 clonesde ADNc- 1 2h y 543 clonesde ADNc- 1 Eh.
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— — PREQUísrCoS -

12HORAS

Aislamientode ARN total
(Tiocianatode guanidina; Fenol/Cloroformo)

APN total-12h

4.

API’] total-] 8 h
Aislamiento de ARNm

[Columnasde Oligo(dT)]

APNm-12 h APNm-18 h

Sintesisde ADNc

ADNc-18 h

Unión al adaptador EcoRí

y
ADNc-EcoRl-1 8 hADNc-EcoRl-12 h

Clonaciónen ÁgtlO-EcoRl

ADNc-1 2 h-Agtl O ADNc-1 Sh- Agt] O

4-

1.485 clones

Aislamiento de clones recombinantes

543 clones

Figura 7: Diagramade flujo que muestralasetapasseguidaspara laconstrucción
de las genotecasde ADNc deprequisticosdc 12 y 18 horasenAgtlo.
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3. ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCIÓN DE SONDAS ESPECiFICAS DE
ENOUISTAMIENTO

3.1. Sondasprocedentesde bandasde ARN aisladasa partir de gelesde agarosa

La estrategiaseguidaparala obtenciónde sondasprocedentesde las bandasde ARN aisladas

ISA y 15B se describeen la figura 8

FiguraS: Estrategia seguida parala obtenciónde sondasprocedentesdelasbandasde ARN ISA y 15W mostradas

enla electroforesisde agarosadela figura9.

Separtió de muestrasde ARN total aisladodecélulasen estadovegetativoy prequisticosde

15 y 65 horas.En la figura9 seobservaunaelectroforesisde agarosacon unamuestradeprequisticos
de 15 horasen la queseindican las bandasaisladas.Estasbandas(detamañoaproximado3,1 y 1,8

AiSLAMIENTO DE ARN TOTAL

43?
ELECTROFORE5iS

‘1
[LUCiÓN DE BANDAS i iSA / i 5B]

Ql
SINTESS DE HÍBRIDOS ADNc ARN

<37
UNiÓN DE COLA POLEA)t

Ql
AMPLiFiCACiÓN POR [‘GR

I1
y

CLONACIÓN EN pUC iR

43
AISLAMIENTO DE CLONES TRANSFORMANTES

11.
y

OBTENCiÓN DE LOS FRAGMENTOS CLONADOS

MARCAIE NO RADIACTIVO DL FRAGMENTOS

57



RFSÉÍmíDos

Kb) fueroneluidasdel gel y purificadas

Posteriormente,apartir de esteARN se procedióa sintetizarla primeracadenade ADNc,

obteniéndoseloshibridos ADNcARN paracadaunade las dosbandasindicadas.La adición posterior

deunacola poli(A) enel extremo3’ dela cadenade ADN sintetizadapermitió la amplificaciónpor
PCRdelos extremos3 de ambaspoblacionesde ADNc, empleandoun cebadoroligo(dT)12.15(Tabla

XI y XII de Materialesy Métodos),
En la electroforesisdelas muestrasde AONc (ADNc-l5Ay ADNc-15B) amplificadaspor

PCR(Figura 10), se puedeobservarqueambasmuestrasestánformadasporun conjuntoheterogéneo

de fragmentosde A.DN con un amplio rango de tamañomolecular muy similar para ambas

poblaciones.
La donaciónde ambaspoblacionesamplificadasde ADNc se realizó en el vectorpUC18

empleandoADNc con extremosromos. Estesistematienedosinconvenientesprincipales:produceun
altonúmerodeclonesno transformantesy, en ocasiones,sepuedenperderlas secuenciasde restricción

en las unionesentreel ADN heterólogoy el plásmidovector(SAMBRoOK et al., 1989>. Fnnu~lwcaso

seprodujeronambosefectos,En primer lugar, laeficienciadedonaciónfue bajaen los doscasos.Para
la poblaciónde A.DNc-15A se analizaron52 colonias,obteniéndosetansólo 3 coloniascon inserto

(pCIAlB, pCIA35 y pCIA3B) querepresentacasi un 6% de las analizadas(TablaXV). Los insertos
de los clones pCA] 8 y pCIA35 presentabanun tamañode aproximadamente300 pb y 1.230 pb

respectivamente(Figura12). El clon pCIA3B se descartópor presentarun tamañomuy pequeño(‘<¿

154 pb), y el clon pCIA35 también, ya queexistian evidenciasde que se tratabade un “clon

ribosómico”.En laotrapoblaciónde ADNc donada(ADNc-l SR)seanalizaron84 coloniasy sólo se
encontróunaquecontuvierainserto(pCIIB9), lo querepresentael 1,2%del total de transformantes
analizados(TablaXV). El tamañodel insertodonadoenestecasofue de 360-370pb (Figura11).

TablaXV: PI&smidoseinsertosseleccionadosen las genotecasAI)Nc- 1 SA y ADNc- 158, El plásmidopCIA24 carece
dc inscrlo.

AUNc Plasmido/clon inserto/sonda

AI)Nc-1 SA

pCL41S

pCIAI35

pCIA3S

pCIA24

AIS

MS

A38

-

ADNc-i5B pC1I39 B9
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Y en segundolugar, la baja eficienciaen la detecciónde clonespositivos(con inserto)en

amboscasospudo estarrelacionadacon la resistenciaa la digestiónpor las enzimasde restricción
EcoRI+HindIU de muchosde estosclones,lo que, posiblemente,no permitió la liberaciónde los

fragmentosdonados.De hecho,en algunosclonespositivos(reconocidospor restricción),el inserto
donadono se pudo recuperarposteriormente,posiblementepor pérdidadelasecuenciaderestricción

paraEcoRíy/o HindlII.
Por estemotivo, los fragmentosdonadosserecuperaronpor amplificacióndel insertocon

cebadoresespecíficosde pUCI8 (apdo. 13.5. de Materialesy Métodos),en lugar de la digestión
enzimáticacon EcoRI+HindIIl. De estemodo seobtuvieronlos fragmentosde los clonespositivos

(pCIAI By pCIIB9) conun mayortamañomolecular,comoresultadode la presenciade 122 pb más,
queesla distanciadelos cebadoresal sitio Smalde ¡nserción. Por lo tanto, el tamañofinal del inserto
parael clon pCJB9fuede 450-460pb y 400 pb parael insertodel clon pCIATS (Figura 12).

Posteriormentese marcaronambosinsertos(A 18 y 89) por PCR con digoxigenina.La
eficienciadel marcajeparael insertoB9 se observaen lafigura 13,ya quelos fragmentosmarcados

migranen el gel a unavelocidadmenortras la incorporacióndel nucleótidocon digoxigenina(LION

&H~s, 1990),quese incorporacada20-25 residuos(Kv~ssri:í~, 1992). Lasmuestrasamplificadasy
marcadasfueronpurificadas,utilizándosedirectamentecomo sondassobrefiltros de ARN (dol Nol),

Las hibridacionesdel inserto B9, obtenido por PCR (y conteniendo,por tanto, 122 pb
homólogosdel vectorpUC18), sobrelas poblacionesde ARN, semuestranenel quimiolumigramade
la figura 14. La sonda89 hibridó con igual intensidadtantosobreADN plasmidicodel clon pCIB9
(Figura 14, Al) como sobreADN plasmidicodel clon pCLAI8 (Figura 14, A2). La hibridación
homólogacon el insertoaisladoB9 (Figura 14, A3) esmásintensaquela hibridacióncruzadasobre
el insertoAl E (Figura14, A4). No existió hibridacióncruzadacon el inserto A35 (Figura 14, AS).

Tampocoseobtuvohibridacióncuandoseutilizaron, comosustratos,ARN totalesvegetativos

y prequisticosobtenidospor el métododel LiCí (Figura14, B 1 y B2), ni con el métododetiocianato
de guanidina’fenol/cloroformo(Figura14, Cl, C2 y C3).

Las hibridacionessobreun filtro de las mismascaracterísticas,utilizando el inserto Al 8
marcadocon digoxígenina,se muestranen el quimiolumigramade la figura 15. En este caso, la
hibridaciónfUe igualmentepositivasobremuestrasde ADN plasmídicodelos clonespCJB9(Figura
15, Al) y pCIAI 8 (Figura 15, A2). En cambio,no seobtuvohibridacióncruzadacon ningunode los
otrosdosinsertosutilizados:B9 (Figura 15, A3) y A35 (Figura 15, AS). La hibridaciónfuepositiva

sólo enlamuestraAlE (Figura 15, A4). De igual formaquela sonda89, la sondaAlE no reconocio
ningunade Las muestrasde ARN total vegetativasy/o prequisticas(15 ó 33 horas)obtenidaspor el
métododel Lid (Figura 15, BI y B2) ni por el métododetiocianatode guanidina/fenol/cloroformo
(Figura15, Cl, C2y C3).

Segúnestosresultados,esposibleque la intensaseñalobtenidaen ambasmuestrasde ADN
plasmidicocuandoseutilizaronambassondasse debaa la presenciadesecuenciascomunes(122pb)
entredichassondasy el vectorpUC18 (Figura16), puestoquela hibridacióncruzadaentreambos
insertos(89 y Al E) sólose obtuvoen uno de los filtros (Figura 14, A4), con unaseñalmuy débil.
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Figura 16: l/squeniadel plásiiíidopCIAlS El segmentono sonibreadorepresentael fíaginentodonadoA18 Las

flechas ( indican la posición(le los cebadoresespecilicosde pI.JC18 (pt.JC18/Nl 1 $,,.,,,~, yptJCI S/M 1 ~,c~er’e)

iltili/.adoS parala ieeu;~eraeioi~de los insertos

Por tanto,ningunodelos dos fragmentos(A18 yB9) utilizadoscomo sondasdio hibridación

positivaconmuestrasde ARN totalesobtenidastanto de vegetativoscomodediferentesmomentosdel
procesodeenquistamientode (1 ¡nf/ala.

Paracomprobarsi estosresultadosnegativospudierandebersea lacantidadde sustratopara

hibridar,se incrementóla cantidadde ARN total, vegetativoo prequistico(15 y 33 horas)queservia

comosustrato.Se utilizarondiferentescantidadesde ARN, aisladotanto por el métododel LiCI, como

porel detiocianatode guanidinalfenol/cloroformo,hastaun máximode 20 pg/muestra(Figuras17 y
18). Comocontrolespositivos se utilizaron muestrasde los plásmídospCTB9 (Figura 17, Al) y

pCIAlE (Figura IB, Al).
El filtro de la figura 17 fue hibridadocon el inserto89. Las muestrasde ARN total de

prequisticosde 15 horas,muestraapartirde laquefue obtenidalasonda,purificadascon elmétodo

del LiCI, no fueronreconocidospor dichasonda[Figura 17, A3 (20 ~.ig),A4 (10 pg) y AS (0,5 pg)].
Dichasonda,en cambio,hibridó, conunadébil señal,en algunasde las muestrasde ARN obtenidas

por el métododeisotiocianatodeguanidina/fenol/cloroformo:ARN vegetativo(20 ig) (Figura17, 81)
y prequisticosde 1 5 horas(20 i’g y 10 gg) (Figura 17, B2 y 83 respectivamente).
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Resultadosmuy semejantesse obtuvieroncuandoseutilizó la sondaAl E sobreun filtro delas

mismascaracteristicas(Figura lE).

No se obtuvohibndacióncuandoseutilizaron comosustratosmuestrasde ARN totalaisladas
por el método del LiCI (Figura lE, A2, A3, A4 y AS). Las señalespositivasde hibridaciónse

obtuvieron con muestras de ARN total aisladas por el método de tiocianato de
guanidina¡fenol/cloroformo,tanto devegetativos[Figura lE, 81(20 ¡tg)], comode prequisticosde 15

horas[Figura lE, 83 (20 ~ig)y B4 (10 pg)].
En resumen,ambassondas(89 y Al 8) hibridaroncon muestrasde ARN procedentesde

vegetativos y prequisticos de 15 horas obtenidas con el método tiocianato de

guanidina/fenol/cloroformo.No hubo,en cambio,hibridaciónpositiva sobremuestrasdeARN aisladas
por el métododel LiC!, aúncuandolas cantidadesde ARN usadascomosustratofueronlas mismas.

Ante estosresultados,pensamosqueel fragmentoAl 8 podríaserutilizado comosondamás

específicade enquistamiento,yaqueerael quemanifestabaunamenorintensidaddehibridaciónsobre
ARN de estadosvegetativos.Pero antesde comenzara analizar las genotecasya construidas,se

preparó un do! 6/of de los diferentesADNc obtenidoshastael momentoparacomprobarsi los

tránscrítosa partir de los que se obtuvo dicha sonda (Al E) estabanpresentesen las diferentes

poblacionesde ADNc, al igual que para comprobarsu posible especificidadcomo sondade

enquistamiento(Figuras, 19 y 20).
La única señalde hibridación detectablefue la del control positivo (la sondaAlE consigo

misma) y no seobservóseñalpositiva sobreningunade las poblacionesde ADNc previamente
amplificadas(vegetativos,prequisticosy quistesde resistencia)(Figura 19). Tampocose obtuvoseñal
cuandolacantidadde ADN pormuestrase incrementódesde1,6 a5 pg (Figura20).

Unaposibleinterpretaciónde estosresultadospodríaser elque se hubieradonadoen pUC 1 8
fragmentosribosómicos,contaminantesdela muestraduranteel procesode escisióny extracciónde
las bandasde ARN (ISA y 158)y quehubieranpodido transcribirseposteriormentea ADNc por

homologíainternaconsecuenciasricasen adenina.Paradilucidar estaposibilidadse preparóun dci

bici de los insertos89 y Al E y el plásmidopCIA24, consideradocomo negativopor la ausenciade

fragmento(Figura21). El filtro, constituidopordichasmuestras,fue hibridadoconla sondaribosómica

homólogade Ci’ ¡n/lwa, constituidapor un fragmentode 555 pb del ARNr 175/lES marcadocon
digoxigenina.

El resultadofue negativoen todoslos casos(Figura21), y únicamentesedetectóhibridación
enel controlpositivo, la sondaribosómicano marcada(Figura21, A). Estaúltima hibridaciónindicó
que no existia contaminaciónribosómica(al menosde la partedel ARNr que forma la sonda)en
ningunodelosclonesseleccionados,aunqueno nos permitió sabersi existíacontaminaciónconalguna

de las otrassubunidadeso conel restodel ARNr 175/lESno presenteenla sonda.
Todosestosresultadosnosllevaron adescartarinicialmenteel fragmentodonado(Al E) como

sondaespecíficade enquistamientoparautilizarlaen la posteriorbúsquedadel genenlas genotecas
de ADNc de prequisticos(12 y 18 horas)ya preparadas.
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Figura 19: Quííníolumígrama(dcl bici) obtenidode la híbrídaciondediferentespoblacionesdc ADNc con
la sondaAIS Cadamuestrarepresenta([6 ¡mg deADN. exceptoel plásmidocontrol Al: Plásmido p(’IAIS
(4 pg>: A2: ADNc-vegetatívos A3: ADNc-prequistieosl 2h: lii: ADNc-prequisticos 1 Eh. 112: ADNc-
pregnístícos24h 113: ADNc-quistes
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Figura20: Qtnnnoltimigrama(do/bici) obtenidodc la hibridación de d,hbjeníes poblaciones de ADNc con
la sonda AlE Cadamuestrarepresenta5 ~g dc ADN Al: Plásmido pClAlE. A2: ADNcxegetativos. A3:
ADNc-prequisticos 12h: BI: ADNc-prequistieos lEV 112: AI)Nc-prequislícos 2* 113: ADNc-qmíistes
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3.2. Experimentos de sustracción

Parallevar a cabolos experimentosde sustracciónse eligieronlos ADNc obtenidosde dos
etapastempranas(12 y 18 horas)del procesode enquistamientode (‘. inflata,

Estaspoblacionesde ADNc conteníanel adaptadorde la endonucleasaEcoRI (ver apartado
12.1 dc Materialesy Métodos)paraserdonadosenXgtlO, vectorquese utilizó parala elaboración
de lagenotecas.Aprovechandoestacircunstancia,se sintetizóun cebador(£03)cuyaseduencia(12
ph) espartedel adaptadorparaEcoRI, presenteen ambosexternosdetodaslas moléculasde ADNc.

Para los experimentosde sustracciónes necesariotenersuficiente cantidadde ADN para
hibridar,porlo queambaspoblacionesdeADNc (12y 18 horas)fueronamplificadaspor PCRusando
el cebador£03 (apdo. 13.3 deMaterialesy Métodos>. Se amplificaroncincoalícuotasde cadaunade
lasdospoblacionesde ADNc, las cualesse sumaronposteriormente,las cinco de 12 horasy las cinco
de 1 8 horas. Estas poblacionesmostraron,tras una electroforesisen agarosa(Figura 22), estar
constituidasporunapoblacióncontinuademoléculasconun rango detamañosbastantesimilar para
ambas(desdeun mínimo de aproximadamente400 ph, hastaun máximo inusualmentealto paralas
dosmuestras).

Posteriormente,y comosemuestraen el esquemadela figura 23, ambasmuestras(ADNc 12h

y 1gb>fueronnuevamenteamplificadasporPCE,pero unadeellas(ADNc 1 Sh) seamplificó utilizando
una mezcla 9:) de los cebadoresE04:E05.La finalidad de esta operaciónera incrementarJa
heterogeneidadde unade las poblacionesde ADNc.

La amplificación del ADNc 1 8h con la mezclaE04:E05permitida,por una parte, la
amplificacióndetodaslasmoléculasde ADNc lSh conel adaptadorEcoRI puestoqueel cebador£05
lleva ensu extremo3 Jasecuenciadel £03 y eJrestoesla mismasecuenciadel £04, esdecir£05 =

E04+E03(TablaXl). El cebador£04,mayoritarioen la mezclade cebadores,presentaunasecuencia
construidaal azar,y amplificarásecuenciasinternasen algunaspocasmoléculasdela poblaciónADNc
1 8h endondeseencuentrenregionescomplementariasadichasecuencia.Estodaorigen aunamayor
heterogeneidadinternade la poblaciónamplificadaADNc 1 Sh.

Despuésde estasamplificaciones,ambasmuestrasfueron purificadasy se procedióa la
fotobiotinilizacióndeambaspoblaciones.Cadaunade las muestrasfotobiotinilizadas(ADNc-Fb 12
y 18 horas)sehibndócon unaalícuotademuestrasde ADNc no fotobiotinilizadas,realizandomezclas
cruzadas(Figura23)enunaproporción15:5 (ADNc-?Fb ADNc). Estasmezclasdehibridaciónfueron
denominadasl2~ (ADNcFb-12h : ADNc-lBh) y

18B (ADNcFb-lSh ADNc-12h).
Finalmente,trasla adiciónde estreptavidina,los complejosestreptavidina-biotina-ADNcse

eliminaronpor sucesivasextraccionesconfenol/cloroformoy HEPES/EDTAINaCI,recogiéndosela
fase acuosade cadauna de las dos mezclasde hibridación que conteníanlos ADN sustraidos
(secuenciaspresentessólamenteen unade las poblacionesde ADNc, 12 6 18 horas).Diluciones
seriadas(10.1 a 10~) deambasmuestrassustraídas(ADNc-18 s y ADNc-12 s) fueron amplificadaspor
PCRcon los cebadores£04y E05 separadamente.Los resultadossemuestranen la figura24.
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Figura23: Esquemadel procesodc sustracciónllevadoacabo entrepoblacionesde ADNc de etapas
prequisticas(12 y 24 horas).ADNc-Fb: poblaciónfotobiotinilizada:Mezcla xz~: mezcladehibridaciónde
lapoblaciónAIJNc de 12horasfotobiotinilizada(ADNc-Fb-12h)conlapoblaciónde A.DNc de 18horasno
fotobiotinilizada: Mezcla 1SB: mezcla de hibridación de la población de AONc de 18 horas
fotobiotinilizada (ADNc-Fb-lSh) con la población de ADNc de 12 horas no fotobiotinilizada: F/C.
fenol/cloroformo: llENa: HEPESIEDTA/NaCI;ADNc-lSs: poblaciónde AúNe de prequisticosde 18
horassustraida:ADNc-12s: poblaciónde ADNc deprequisticosde 12 horassustraida.
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El análisiselectroforéticode la poblaciónamplificada ADNc-12 s mostró dos resultados
diferentesdependiendodel cebadorutilizado. En el caso del cebadorFOS todas las diluciones

utilizadaspresentaronun patróncontinuode bandas(Figura24A, carriles5, 6, 7 y 8).
Cuandola poblaciónADNc-12 s se amplificó con el cebadorE04 se observóun patrón

continuoenlastresprimerasdiluciones(Figura24B, carriles5, 6 y 7), pero ,encambio,sedetectaron
bandasdiscretasenla dilución másalta (10-a), con unabandamayoritariade aproximadamente1,600
pb (Figura24B, carril 8).

En cuantoa la poblaciónADNc-18 s, los resultadosde la amplificaciónconel cebadorE05
semuestranen la figura 24B (carriles 1, 2, 3 y 4). Seaprecia,denuevo, un patróncontinuo en todas
las diluciones,con un rangode tamañosdesde2,5 Kb a150 pb aproximadamente.

Los resultadosdela amplificacióndedichapoblaciónsustraída(ADNc- 18 s) conel cebador
E04aparecenen lafigura 24A (carriles 1, 2, 3 y 4). En las dilucionesmásbajasseobservaun patrón
continuodesdeel inicio delgelhastaaproximadamente500 pb, peroal aumentarla dilución aparecen

algunasbandasdiscretas(unabandamayoritariade420 pb y tresbandasmásde 330, 420y 610 pb).

3.3. Polimorfismosde ADNc

Otra estrategiaparatratar de encontrarheterogeneidadentrepoblacionesde ADNc es la
detecciónde polimorfismos enellas.Parael estudiodepolimorfismos en las diferentespoblacionesde
ADNc se empleóel métodode amplificaciónpor PCRempleandocebadoresde secuenciasal azar
(métododenominadoRAPeD). Los cebadoresutilizados fueron (E03, E04, SAI, SA2 y el par
SAI/SA2) cuyas secuenciasy condicionesde amplificación se describenen el apartado 13 de
Materialesy Métodos. Los ADNc utilizados paradetectarpolímorfismos fueronlos derivadosde
muestrasde poblacionesde vegetativos,varios prequisticosy quistesde resistenciamadurosde
(‘o/podoinflo/a. Comomuestrasaser amplificadasseemplearondosdilucionesde estosADNc (10>
y 1 Q2), EstosADNc no presentabanel adaptadorparaEcoRI o modificaciónalgunaparaunaposterior
donación,sino quese tratabade los obtenidosde las transcripcionesinversasde las poblacionesde
ARNm delos diferentesestadosantesindicados,

El estudiodelos polimorfismosdelasdiferentespoblacionesde ADNc nos permitiríaconocer
el gradodehomologiaentrelas diferentespoblaciones,ya que el empleode la técnicaRAPcD no
requiereun conocimientoprevio del genomao de la secuenciaque va a ser analizada,y podría
constituirunaterceraestrategiaparala obtenciónde unasondaespecíficaa partir de algunade las
poblacionesde ADNc.

Entodos los casoslos cebadoresutilizadosmostraronunabuenaeficienciaen la obtenciónde
patronescon múltiplesbandas.El patrónobtenidocon el cebadorE04presentóun grannúmerode
bandas,comoseobservaenla figura25 El ADNc deetapasprequisticas(18 y 24 horas)aparececon
un patróncasicontinuodebandasqueseextiendedesde1,5 Kb hastaunos400 pb (Figura25, carriles

3y4).
El patrónobtenidocuandolas poblacionesde ADNc seamplificaroncon el par decebadores

SAI/SM (1:1) semuestraen la figura26. Algunasde estasbandassoncoincidentesen la mayoriade
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las poblaciones,peroademássepuedeapreciarquelos patronesprocedentesdecélulasvegetativas

y prequisticosde 12 horaspresentanmayor homologíaentresí (tresbandasde un total de cuatro),igual

quesucedeconlas otrasdospoblacionesde prequisticos(18y 24 horas)conrespectoalapoblación
de quistes(Figura26). Cabedestacartambiénla presenciade algunasbandas,indicadasconflechas

(Figura 26), que sólo se observanen las poblacionesseñaladas.Estas bandasfueron aisladas
posteriormenteparaserutilizadascomo potencialessondas.

Tambiénseutilizó el cebadorE03,secuenciacomplementariaal adaptadorEco Rl, peroque,
enestecaso,actúacomocebadorcon secuenciaal azar,al no estarlas poblacionesde ADNc unidas
adicho adaptador,comoanteriormenteseindicó. Igualmente,seobservanmuchasbandascoincidentes
en casi todas las muestras(Figura27). Se observaronalgunasbandasen la población de ADNc
procedentedequistesmaduros(señaladascon flechasenla figura27), queno aparecieronen el resto
delaspoblaciones,y quefueronaisladasposteriormenteparasu posibleutilizacióncomosondas.Hay
quehacernotartambiénqueel patrónobtenidocuandola poblaciónseamplificó cori el cebadorE03
presentaun mayortamañomolecularcon respectoal observadocon la mezcladecebadoresSAI/SA2.

En el primerode los casos(amplificacióncon el cebadorE03, figura 27) la poblaciónde
bandasamplificadasseextiendedesdeaproximadamente2 Kb hasta350 pb, mientrasquecon el par
SAI/SA2 (Figura 26) la bandademayortamañoamplificaday detectablecon bromurode etidio es
sólo de 800 pb, apareciendoinclusobandasmenoresde 200 pb.

Se emplearon,asi mismo,los cebadoresSAI y SAl porseparado(Figura28). En amboscasos
seobservaquela amplificación,empleandolos mismoscebadorespor separado,generaun patrón
diferenteal obtenidocon la mezclaSAI/SA2, rindiendoun mayornúmerode bandaspormuestrade

ADNc.

Unavez analizadoslos patronesdelos polimorfismosde ADNc, seprocedióaaislar aquellas
bandasque aparecianen una determinadaetapaprequistica,queno aparecíanen el resto de las
poblacionesanalizadas,y queestabanlo suficientementeseparadasunasdeotrascomoparapermitir
una fácil escisióndel gel, minimizando así la posible contaminacióncon ftagmentosde ADN
procedentesde bandasmuy próximas.

Se eligierondosbandasa partirdel patrónobtenidodela amplificaciónconel parde cebadores
SAI/5A2: unabandadeaproximadamente250 pb (Figura26, carril 3), aisladade la poblaciónde
prequisticosde 18 horas,quedenominaremosBiliS, y unabandade tamañomolecularinferior (< 200
pb), obtenidade la amplificacióndeADNc quistico quedenominaremosB2IQ (Figura26, carril 5).
Se aislaronotrasdosbandasa partirde los polimorfismoscon el cebadorE03,denominadasbandas
B3/Q y B4/Q de 320y 1 600pb respectivamente,aisladasen amboscasosa partirdela poblaciónde
ADNc dequistes(Figura27, carril 5). EstosADNs fueronrecuperadosde los gelesde agarosasegún
sedescribeenel apartado7.2 deMaterialesy Métodos,y los ADNs purificadosfueronamplificados

denuevoutilizando los mismoscebadores.De las bandasaisladas81/18y B2/Q (Figura27, carriles
3 y 5 respectivamente)no se pudoobtenerunanuevaamplificación,quizápor rupturao degradación

de la moléculade ADN original duranteel procesode extraccióno por la presenciade algún
contaminantequeinhibió la amplíficacion
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La amplificaciónporPCRdelabandaB4IQ, empleandoel cebadorE03, rindió ochobandas

detamañoinferioral dela bandaoriginal extraídadel gel, con unabandamayoritariade unos500 pb
(Figura29). La amplificaciónde labandaB3¡Q, empleandoel mismocebadorE03, tambiénprodujo
unaseriedeproductosque, en estecaso,fueronde tamañosuperioral de la bandaoriginal extraida,
porlo queseprocedióaaislarla bandade menortamañomolecular(220pb), denominándosebanda
R3/Q!B (Figura30),

La apariciónde bandasde menortamaño,respectode la bandaoriginal extraída,despuésde
una amplificaciónpor PCR. empleandolos mismoscebadores,se podríadebera la rupturade la
moléculaonginal durantela extraccióndel gel de agarosay su posteriorpurificación.Porel contrario,
lasbandasdetamañosuperioral dela bandaoriginal extraida,sólo sepuedenatribuir acontaminación

de la muestra,ya con ADN procedentedel mismogel o contaminaciónexógenadurantela reacción
de amplificaciónpropiamentedicha.

En el esquemade lafigura31 seresumenlas diferentesbandasaisladasapartirdel estudiode

los polimorfismosde las poblacionesde ADNc.

ADATe

VEG/P12/P18/P24¡Q

4 4
B310 B4¡Q <Bandas Aisladas~> Bi/iS B2/Q

4 ~J’<R (IzO!) 4 IX 1? <su ¡ ¶

B3/QIB B410 X X

IJibrhIacián
X POWNCIALSONDA

Figura 31: Fu el esquema se resumen las bandas que sehan aislado a partir del estudio de polimorfismos de las
poblaciones de ADNc y las posteriores amplificaciones de dichas bandas (VEG: Vegetativos; PU, NS y P24:
Prequisticos de 12. lSy 24 horas respeetivameníe; Q: Quiste de resistencia>.El símbolo 3< indica aquellas bandas que
no pudieron ser aníplificadas (Rl/lS y B2/Q), o bien que no fueron específicas de una determinada población (133/Qñ3).
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Las bandasB4/Q y B3/Q/B fUeronmarcadascon digoxigenmnaporPCR con la finalidad de

comprobarsuespecificidadcomo sondasdel estadoquistico.Paraello sepreparóun dol li/of conlas
distintaspoblacionesde ADNc (Figuras32 y 33). En la figura 32 se muestrael quimiolumigrama
obtenido de un dor de las poblacionesde ADNc (vegetativos,prequisticosy quistesmaduros),
hibridadoscon la sondaB4/Q. Dichasondahibridó de formamásintensaconla muestrade ADNc de
quistes(comocabriaesperar),peroademásse apreciahibridaciónsobretodaslas muestrasde ADNc.
En la figura 33 seobservael qurmiolumigramaobtenidode un do? con las mismaspoblacionesde
ADNc, hibridadascon la sondaB3/Q/B que,por el contrario,mostróunaseñalsemejanteentodaslas
muestras,exceptoen lamuestrade 18 horas,dondela señalfuemásdébil.

SepreparóunahibridaciónSoudwrnconlas poblacionesde ADNc (vegetativos,prequisticos

y quistesderesistencia),empleandodesde27 a 35 pg de AUN por muestra(Figura34A) y utilizando
el fragmentoB4/Q como sonda.

En el quimiotumigramade la figura 348 seapreciaqueel fragmentoB4/Q híbridacon una
bandadetamañomolecularaproximadode 550pb en vegetativos<Figura34B, carril i) y prequisticos
de 12 horas(Figura34B, carril 2), aunqueen estaúltima muestrano se apreciacon muchaclaridad,
mientras en las muestrasde ADNc de prequisticosde lSh y 24h (Figura 34B, carriles 3 y 4
respectivamente),la hibridaciónselocalizaen unabandade menortamaño(400pb) Perola mayor
señalde hibridaciónseobtiene,como cabríaesperar,con la poblaciónquistica,dondeaparecendos
bandasmayoritariasde 300y 400 pb (Figura34B, carril 5). La bandasuperior(400pb) coincidecon
la deprequisticosde [8 y 24 horas.

Este fragmento84/Q, al hibridar mayoritariamenteen ADNc de quistesde resistenciay

también en prequisticos,se consideró inicialmente útil como sonda de enquistamientopara,
posteriormente,detectarel gen completo sobrelas genotecasprequisticasde ADNc previamente
construidas.

4. ANÁLISIS DE LAS GEt’4OThCAS DE ADNc PREQUISTICOSCON LA SONDA B4/O

Unavez reaLzadala hibridaciónde lasondaB4/Q sobrediferentesmuestrasde ADNc (Figura
34), se aprecióque la señaldehibridaciónpositiva en prequisticosfuemásintensasobrela muestra
de ADNc de 18 horasquesobrela de 12 horas.ÉstafUe la razónde quese eligierala genotecade
ADNc de 18 horasparautilizar el fragmentoB4/Q como sonda,con la finalidad de buscarel gen
completoo un fragmentomayordel mismo. El análisisde la genotecaADNc-lSh serealizó a partir
delos clonesaislados(halosclaros)delasplacasdeagar(un total de 543 clones).La estrategiaseguida

enel análisisde lagenotecaADNc-1 8h seesquematizaenla figura35.
Lamayorpartedelos clonesrecombinantesseanalizaronporhibridacióndirectasobrefiltros

denylon conteniendoalícuotasde 15 pl de los clonesaislados.Estevolumenrepresenta,pormancha
o muestrade ADN sobreel filtro, unacantidadquepodríaoscilarentrelO~ y ío~ ufp.

Deestemodose analizaron447 clones,delos que84 seconsideraroncon respuestapositiva
(fuerteseñaldehibridación) frentea la sondaB4/Q, lo querepresentael 19%del total de población
analizada(Figura35-1).
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Aunquela hibridaciónde la sondaB4/Q con la poblaciónde ADNc- 1 8h (Figura34) indicaque el
fragmentode ADNc quehibildacon la sondaesbastanteabundanteen dichapoblación,el porcentaje
inicial de clonespositivos resultóanormalmentealto. Ante la posibilidadde quesetrataradefalsos
positivos[seha estimadoqueen EMBL3 la proporciónde falsospositivosvariaentreel 10 y el 50%
(PoRTlzus, 1986)] se procedióaaislar el ADN virico, con la finalidadde hibridar directamenteel
ínsert<>con la sondaB4/Q, una vez liberadodel vector

El aislamientodel ADN de las partículasviricasserealizó por dosmétodosdiferentes(apdo.
12 6 de Materialesy Métodos)con objeto de imnimizar los frecuentesproblemasde digestióncon

enzimasde restricción(Goui;íi & AHMED, 1991),peroen amboscasosel AiDN aisladodelos clones
positivosfue resistentea ladigestiónconla enzimade restricciónEcoR!,por lo queel fragmentode
ADN heterólogono sepudo recuperaraislado(Figura35-111).

El fragmentodonadoseintentóaislarentoncesporPCRempleandocebadoresuniversalespara

Xgtio (apdo. 13.5. de Materialesy Métodos).La amplificaciónse realizódirectamentea partir de los
halos de lisis aislados(halos claros) y mantenidosen tampón SM (Figura 35-VI) o de clones
consideradoscomo positivosdespuésde la hibridacióncon 84/Q (Figura35-y).

Los resultadosde la amplificaciónfueronsimilares(Figura36) tantocuandoéstaserealizó
directamentecon virus intactoscomocuandoseemplearonalgunosagentesdesnaturalizantes(DMSO

oNonidetP4O),parafacilitar la rupturadela cápsidas,comosugierenalgunosautores(HENKF.L et al.,
1993).En la figura 36 semuestrala bandaamplificada(700 pb) (en presenciay ausenciadedichos
agentesdesnaturalizantes)correspondienteal fragmentode ADN heterólogodel clon recombinante
12D10.

En ocasiones,la recuperacióndel inserto por PCR directo a partir de paniculasviricas

completasno rendíanningúnproducto.Ante la sospechade queexistiesealgúnelementopresenteen
la suspensiónde fagosquepudierainterferir enla amplificación,éstaserealizóentoncesa partir del
ADN aisladode los clonespositivosde lambda(Figura35-y). Perolos resultadosfueronsiempre

idénticosalos queseobteniana partirde las amplificacionesusandolas partículasvíricascompletas;
cuandola amplificacióndirectano rendíaningúnfragmentoen un clon determinado,tampocose
obtenianadasi serealizabaa partirde A.DN aisladode esemismoclon.

Seintentócomprobarla ausenciao presenciadel insertomediantedigestionesenzimáticascon
EcoR! de los clonesen los queno ocurríaamplificación,perocomohemosindicadoanteriormente,

el ADN aisladoporcualquierade los dosmétodosutilizadosfuesiempreresistentea la digestión.
La recuperaciónde los fragmentosdonados,por amplificacióndirecta,sólo seconsiguióen

9 delos 84 clonesseleccionadospreviamentecomopositivos,lo querepresentael 10,7%.En el resto
delos clonesaislados(89,3%)la amplificación(directao apartirde ADN viral aislado)no dio origen
a ningúnfragmento.

El análisisdelos 96 clonesrestantes(unavezanalizados447 por hibridacióndirectasobrelos

filtros denylon,de un total de 543 clones)serealizóúnicamenteporPCRdirectoa partir delos halos
de lisis. En estecasosólo se obtuvieron4 clonescon inserto,querepresentaun porcentajeaúnmás
bajo (4%).
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Fi2ura 35: Estrategiaempleadaen el análisis de la genotecade ADNc-l8 h en lgtlO con la sonda
B4/Q.

(I): Cribadopor hibridaciónconla sondaB4/Qde los halosde lisis aislados.

(II): Aislamientodel ADN de losclonesreconibinantespositivosobtenidoscon lasondaB4IQ

(111): Recuperaciónpor digestiónenziniáticadelos insertosde clonesrecombinantespositnos
obtenidosenel cribadocon lasenda34/Q.

(IV): Obtenciónpor PCRdc los insertosde losclonesrecombinantespositivosobtenidosdel cribado
con la sondaB4/Q

(y): Obtenciónpor PCRde los insertosa partirdeADN aisladode los clonesrecombinantespositivos
obtenidosdel cribadocon lasondaB4/Q.

(VI): Obtenciónpor PCRde los insertos,a partirde los clonesrecombinantes.

(VI)
PCI?
Amplificación
directa

82





RESULTADOS

De estemodofueron 13 los clonescon fragmentode AUN heterólogorecuperable:9 clones

quepreviamentemostraronhibridaciónpositiva(12C1, 12D1, 12Db, 12D1 1, 12F10,12011, 13(25,

13F6 y 16H2), y 4 clones(15A2, 15D7, 15F7 y 1505) que fueronelegidos,únicamente,por la

presenciade inserto,puestade manifiestocon la amplificación,aunqueno habíansido hibridados

previamentecon la sondaB4/Q.

La hibridaciónde estos 13 fragmentosaisladosconlasondaB4/Q no mostróningúntipo de

señalpositiva(Figura37). Por tanto,almenosen el casode los clonespreviamentehibridados(19%

consideradospositivos),setratabadefalsospositivos,fenómenofrecuenteen el análisisdegenotecas

de lambda

5. CLONACIÓN. SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE UN FRAGMENTO (B4/OA’ DE
LA SONDA B4/O

Ante los resultadosnegativosobtenidostrasel análisis departede la genotecade ADNc-l Sh

conlasondaB4/Qy yaquedichasonda,compuestapor variosfragmentos,constituíapartedel genque

nos interesabaestudiar,decidimosanalizarsusecuencia.La poblaciónde fragmentossepreparópara

su donaciónen el vectorpUCI 8, segúnsedescribeen el apartadoII de Materialesy Métodos La

donaciónenestecasoserealizóconadaptadoresBamHl/NotI, quemejoranla eficienciade donación
respectoaladonaciónde AUN conextremosromos.

El análisisde las coloniasblancasse realizótantopor digestiónenzimáticaconBamHI como

porPCR, empleandocebadoresuniversalesde pUC/M13 (apdo 13.5 deMaterialesy Métodos).Se

seleccionóunodelos clonesqueconteniaun fragmentodeaproximadamente550 pb, coincidiendocon
el tamañodel fragmentomayoritariode la sondaB4/Q. El inserto(quedenominaremosB4/QA) fue
recuperadotanto por digestiónenzimáticaconBamHI(Figura38A, carril 1) comopor amplificación,

aunqueen estecasoel insertopresentabaun tamañoligeramentesuperior(650 pb) (Figura38A, carril
2) al incluir partedelvector,comoconsecuenciade los cebadoresutilizadosparasu amplificación.En
la partesuperiordelgel seobservatantovectorno digeridocomoproductosde digestionesparciales.
En el quimiolumigramade la figura 38B semuestranlos resultadosde la hibridación(Sou¿thern)del
gel dela figura 38A conlasonda84/Q,demostrándosequeel insertodonadoen pUC 18 esreconocido

por la sonda.
El AUN plasmidicodel clon seleccionadofue extraídoutilizandoel kacomercial ¡QjT

obteniéndosede2 a4 pg deAUN pormililitro decultivo, conunapurezade 1,5. El fragmentodonado

fue secuenciadopor elmétododelos dideoxinucleótidostrifosfatos(ddNTP),empleandocebadores

universalesdesecuenciaciónen pUCI 8 (SAMHROOK et al., 1989).
La secuenciaciónse realizó en ambascadenasdel inserto,obteniéndose430 b y 220 b en la

cadenacomplementariaAmbassecuenciasfUeron alineadas,encontrándosenumerososhuecosogops
en uno de los extremosdel inserto,lo quehizo bastantedudosalasecuenciaresultantede estaparte

extremadel fragmento,obteniéndosefinalmenteunasecuenciafiable de sólo 381 pb (Figura39).
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Figura39: Secuenciadcl fragmentoB4/QA dc 381 pb. procedentedc la sondaB4/Q

El mapa de restricción teórico del fragmentoB4/QA, deducidoa partir de la secuencia

nucleotidicase muestraen la figura 40. Dicho fragmento es reconocido por un total de 37
endonucleasasde restricción,de las quesóloserepresentanendichafigura aquellasquecortanmás

frecuentementeel fragmentoB4/QA: SfaNI (dosveces),Maelil (dosveces)y Msel (cuatro veces),

mientrasel resto(Taqí,EcoRily Sau96l)cortanunasolavez.

Mcielll EcoRíl MoNI Toqí
1 ~AI 1 MoNI sel Maelll Msel Sau9ól

B4/QA Esrí ¡viS& 1 Msel
0 100 200 300 381 ob

Figura 40: Mapa de restricción del fragmento134/QA.deducidoa partirdela secuenciainíclcotidica

Dadoqueel análisisde la secuenciamostróun porcentajede A-4-T del 62,2%, elhechodeque

laenzimaMseI cortecuatrovecesel ftagmentosecuenciado,ratifica igualmentelaabundanciadepares

AT puestoquedichaenzimareconocelasecuencia5’-TTAA-3’.

El análisisdelasecuencia,igualmente,nosproporcionólos posiblesmarcosdelecturaquese

puedenestablecerenla misma:tres posiblesen el sentido5-3 de unadelas cadenasy otrostres en

el sentido5-3’ de la cadenacomplementaria,ya queel fragmentodonadopodríaestarinsertoenel

5’- CCGYIGCTGT CGGACGACA.A GAATATGAAG GYI’ACCAACC ATCATGATGT

AAACCAGrn GTAAAGAGAG AGCACCCTGA AGGTWFTAAA TYGCAACCCC

TGGCGTAAAA CAATTTAGAG YI1TFGGAAA CAAGCATCTG TYFTACATAG

CATCATCGTT GCTACGCTCA GTTCAGGTrT TAGTTCAAYI TIGGGGCTFT

TAACCTGYIG CTAAAAGGGA AGTAGCGATG TAACAAAATA GGTATATAAT

CAATCGAGGT CGTPAGATAA GAA1T1§ATrF AAACPUáCATC AATJYfAAAA

TCTACATACA TOACCOTACA GAAGCTGTAC AAACCATI?GC CTTGTTATTA

GCGGGACCAI’ CGrGGTAGT TCTGCAI1CAT -3’
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vector en cualquierade los dos sentidos.De estosseis posiblesmarcosde lecturade la secuencia

nucleotidica,se eligierondoscomolos másplausibles,en función de la aparicióndetripletesde final

delectura,encontrándoseambosen lamismacadenade ADNc (Figura41). El primer marcode lectura
aconsiderarcomienzaen el segundonucleótido,siendoel primer codónde lasecuenciael triplete CGT

(Figura4lA), mientrasqueel segundomarcode lecturaviable comienzaen el primer nucleótido,

siendoel primer codóndela secuenciael triplete CCG (Figura41 B).

Con respectoalprimer marcode lecturaposible(Figura41 A), encontramosdos tripletesTOA
definal delectura,ya quelosseistripletesrestantes(dosTAO y cuatroTAA), quepodrianigualmente

serfinal de lectura,los consideramoscodificantesparaglutamina,comosucedeen lamayoriade los

ciliadosestudiados(PkLsCoTT, 1994). La secuenciacodificantede 273 pb, conun porcentajeAtT de

66,3%,seextenderíadesdeel nucleátido41 hastael 330, dondeapareceel segundotriplete TGA de
final delectura(Figura42). En lasecuenciaexisteun primertriplete TGA dentrodel mismomarcode

lectura, localizado 1 5 basesantesdel primer codónde inicio (ATO de la secuenciacodificante).
Igualmente,destacamosla secuencia5’-CCAACCATGA-3’, al ser bastantesimilar a la secuencia

consensopropuestaparael inicio detraducciónen eucariotas(KoÍAK, 1986) El polipéptido resultante

de la secuenciacodificante(Figura42) presentatresdominioso motivosdestacaUes:unaregión de

posiblefosforilaciónpor quinasa-C,localizadaa partir del residuoaminoacídico12 y constituidapor

tresaminoácidos(TLK), un motivo deN-miristilación apartir del residuo52 (GLLTCC) y un dominio

deposibleN-glucosilación,constituidoporcuatroaminoácidos(NQSR)localizadoa partirdel residuo
70 de la secuenciaaminoacidica.Por último, hay quedestacarigualmente,quesegúnestemarco

abiertode lecturael polipéptidopodríacomenzarpor tres, doso un residuosde metionina.

Respectoal segundomarcode lectura(Figura41 B), en el queno seha encontradoningún

triplete TGA definal de lectura,se puedenconsiderardosposibilidades:

a) Quetodo el marcode lecturaseacodificante,y quelas dossecuenciasATO detectadascodifiquen

parametioninasinternasdela secuenciapolipeptídica(Figura41-BI).

b) Quelasecuenciacodificantecomienceenel codónATO de la posición310 de la secuencia,y por

lo tanto la secuenciacodificanteseade72 pb (Figura41 -B2).

La primeraposibilidadrendidaun polipéptidode 127 aminoácidos,cuyasecuenciase muestra

enlafigura43. Lo único destacableen estasecuenciaaminoacidicaes laexistenciadeunaregión de

posiblefosfonlaciónpor la casein-quinasa11, constituidaporcuatroaminoácidos(TNHD).
La segundaposibilidad(Figura44)presentaríaunaregiónno codificante(a partir del extremo

5) de309 pb, conun porcentajeA±Tde 64%.La regióncodificantede estefragmentopresentaríaun

marcoabiertode lecturade 72 pb, quecodificaríaparaun polipéptidode 24 aminoácidos,conun

porcentajeAtT de 54,2%. Enla regiónconsideradacomono codificantese observantresrepeticiones
invertidaslocalizadasenlas posiciones-230 a-192 (con unarepeticiónde 6 b), -187 a -160 (con una

repeticióndeSb) y -117 a-SO(con unarepeticiónde 6 b). Un esquemade estashorquillasse muestra
enla figura 45. La mayorpartedela secuenciaquese autoapareaen las horquillasestáconstituidapor

paresAT.
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Iii II
TGA TM TAA TAS PA TAO TAA TGA

(*1 (Ql (Ql (~í (O) (O) (~l 1*)

5’ AIG ATO 3’

II 1 1 II
IAA TAO TAO TAO PA TAA PA TAS TAO

5 ATO (~l (~) ~ ~ ~ ~ ATO (~) (01 ~¡

Figura 41: Esquemaque representalos dos marcosde lecturaconsiderados(Ay 53> junto con las dos
posiblesinterpretacionesde uno de ellos (53, y B~). La figura A muestraunaregión codificantede 273 pb que
connenzaenelprimer ATG, conteniendocuatro codonesTAA y dos TAG quelos consideramoscodificantes
paraglutamina(Q). La figura R constituyeun segundomarcode lecturacondos posiblesinterpretaciones.
Bh- toda la secuenciaconstituyeunaregión codificante(381 pb) sinningúncodónde fin de lectum(TGA).
82= la secuencíaconstadade unazona5 no codificantede 309 pb, y unasecuenciacodificantede 72 pb que
comienzaenel segundoATG y quecontienedoscodonesTAU
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Figura 42: Secuencianucleotidicay antnoaeídicadel primermarcode lecturaconsiderado,que
contieneunasecuenciacodificantede 273 pb y 90 aminoácidos, En la región 5’ no codificanteexiste
un triplete TGA en el mismomareode lectura (subrayadocon unabanda negra) y una secuencia
semejantea la secuenciaconsensodescrita por Kozak (1986). corno inicio de traducción en
cucariotas(subrayadacon unabandablanca).El símbolo (*) localizael codón de final de lectura
(TGA). Los aminoácidosenmarcadosrepresentanposibles dominoso motivos TLK. motivo de
fosforilación por quinasa-C; GLLTCC. motivo dc N-miristilación. ~ NQSR. motivo de
N-glucosilación.

.6 20
5 1 CCGrroCTGrCGGACGACAAGAATA~AGGTTAgg~4~4FGATGTAAACCAGT

M PA PA O T 5
—4: *4¡¡ ¡-~ — ¡70

59 TrGTAAAGAGAGAGCACCCTGAAGGT1TTAAATFGCAACCCCTGGCGTAAAACAATTF
LO 1? E 8 rL ~V L NON P W E it T 1

>0 73C¡ +00 +770 —¡2¡¡ ¡30

117 AGAGYrYFTGGAAACAAGCATCTGYI’TFACATAGCATCATCOYFGCTACGCTCAGYTCA
O 8 F W 1< 0 AS V L H 8 i 1 Y A T L 5 5

¡4 ¡33 + 60 <0 4 -

i 76 GGTFTrAGYYCA.XVPTYGGGGCYFHAACCTGTrGCTAAAAGGGAAGTAGCGATGTAAC
Gb 8 8 L GLÉ T ¿O K O 8 1: DV T

.2< +1.77 +220 -2’

234 AAAATAGGTATATAATCAATCGAGGTCGTTAGATAAGAATrrAITTAAACAACATCAATT
A’ O VV NQSR,~ 5 L O A’ NL E A’ Oíl QE

-2.13 —~74, 2%
295 rFAJXAATCTACATACATGACCGTACAGAAGCTGTACAAAGCArFGCCTTG’ITATTAGGG

O U H T *
72, . 330 idI

354 GGACCATCGTTGGTAGTTCTGCATFCAT Y
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Figura 43: Secuencianucleotidicay aminoacídicadel segundomareodc lectura (El), que
consideraquetodala secuenciaes codificante.Los aminoácidosenmarcados(TNI-JD) representan
un posiblemotivo de fosforilaciónporcasein-quinasa-Il.

5 1 CCGrFGCTGTCGGACGACAAGAATATGAAGGYI’ACCAACCATGATGATG1AAACCAGT
PL 1 5 E> O K NM K Y INHD DV U O

59 TTGTAAAGAGAGAGCACCCTGAAGGTTfTAAATrGCAACCCCTGGCGTNXAACAATrF
E y K 1? E 1-1 1’ E OF KL O PL A O N NL

117 AGAGTTTTTGGXAACAAGCATCTG’rrFtACATAGCATCATCGrFGCTACGCTCAGTTCA
5 F E T 8 1 0 E Y O H H 1? 0 Y A O F

176 GGTITLAGTTCAAfVFTGGGGCTF’ITAACCTGYLGCTAAAAGGGAAGTAGCGATGTXAC
1? E O F N E O A E N L 1 1 K O Y 0 1? 0 U

234 AAAATAGGTATATAATCAATCGAGGTCGTTAGATAAGAATrrAThFAAACAACATCAATT
A’ 1 0 i 08 1 E V Vi? 0FF i O T Y 8 1

295 TVAAAATCTACATACATGACCGTACAGAAGCTGTACAAAGCATTGCC1RGITATTAGGG
1 Y 8 Y Y PA Y Y O K E Y Y A 1. P O Y O O

354 GGACCAICGYIGGTAGYTCTGCA1TCAT Y
Li [9 1? W O E 0 ¡ [9
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333; ¿3. -23333 2333 .¡‘ -

511 CCGTUGCTGTCGGACGACAAGAATATGAAGGTTACCAACCATGATGATGTAAACCAGT

2~33 >330 2+0 220 233; >00

59 TTGTAAAGAGAGAGCACCCTGAAGG’rITrAAATFGCAACCCCTGGCGTAAAACAATTI?
—

¡3 +0 ¡31 ¡~+ ¼¡ 33>

117 AGAGTITI7TGGAAACAAGCATCTGYITrACMAGCATCATCGTTGCTACGCTCAGVTCA

4-
¡ >0 -33> 330 U 3+.

176 GGnTrAGYTCAATITTGGGGCrITfAACCTGTTGCTAAAAGGGAAGTAC4CGATGTAAC

¡ -.1; 3.63 .10 00 20

234 AAAATAGGTATATAATCAATCGAGGTCGrrAGATAAc~~flT~~flflACAACATCAArr

—3. —333 ¡.3. —

295 TrAAAATUIACATACATGACCGTACAGAAGCTGTACAAAGCATTGCCTTCiTTATTAGGQ
M T y Q K L Y K AL PC Y Q G

3.33 .‘— — ‘33

354 GGACCATCGVIGGTAGTTCTGCA7I?CAT 3

D H R W £2 F 0 ¡ H 1111*

Figura44: Secuencianueleotidicay aminoacidicadel segundomarcode lectura (interpretación
B2) queconsideranunaregióncodificantede 72 pb y 24 aminoácidos.En la región5’ no codificante
(309 pb) se distinguen siete secuenciasT17TT (ver texto). sombreadasen gris, una secuencia
palindrómica (enmarcada)y seis repeticionesinvertidas (indicadascon flechas), que podríandar
lugar a la apariciónde tres horquillas. El triplete ATG dc inicio sc encuentrasubrayadocon una
bandanegra
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Figura 45: Detallede las horquillas encontradasen la región5’ no codificante del fragmento B4/QA
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1. INTRODUCCIÓN

Estetrabajorepresentadiferentesaproximacionesmolecularesparalabúsquedadeunasonda
especificadel procesode enquistamientoenel ciliado Co/podoinflata.

Comoyase ha expresadoen la introducciónde estaTesis,en ciliados no se ha identificado
hasta ahora ningún gen relacionado con este proceso de diferenciación celular denominado

enquistamiento.Si sehanidentificado,en cambio,algunosgenesrelacionadosconprocesossimilares
de diferenciacióncelular,tantoen microorganismoseucariotascomoprocariotas,tales comoel proceso

de esferulación en Phvsarum (BERNIER et al., 1987), genes específicosde esporulación en

Diciyoswliumdiscoideum(DOWDS & LooMrs, 1984; JULUIN et al,, 1982;1984;SINGLETON et al-,

1988),así comomuchosgenesestructuralesy/o reguladoresde laexpresióngénícaen la esporulación

deBacillus si-ib/jhs (ERRIIMOTON, 1993)

En ciliados el grandesconocimientosobreeste temaes reflejo, probablemente,del escaso
númerodetrabajosqueexistensobreidentificacióny caracterizacióndc proteínasrelacionadasconel

procesodeenquistamientoPorello, nos pareceútil comentar,acontinuación,el contenidode los más

relevantes.

MATSLISAKA y HoNG-o (1984) han identificado, por análisis electroforético,dos bandas

polipeptidicasde alto pesomolecular[140 y 190 KO, estaúltima PAS(Periodic Acid Shiff) positiva]
especificasde paredquistica de H¡strwu/usmuscorum,aunquese handescritoademásotras seis

bandasdebajo pesomolecularquepodríantambiénformarpartede laparedde estosquistes.

En otro ciliadohipotrico,Paraurosty/asp. (Ríoset al., 1989), se hanidentificadoal menos15

proteínasdiferentes<algunasglucosiladas)especificasde paredquistica,aunquesólo cuatrode estos

polipéptidos de bajo peso molecular representanel 70% de las proteinas de la pared quistica.

Posteriormente,el empleodeun antisueropoliclonal contraalgunasde estasbandaspolipeptidicasha

permitido su localizaciónenel ectoquistey endoquistepor inmunocitoquimicaa microscopiaóptica

(Ríoset al., 1992).
En (‘o/podo inflota (MARTt4-GONZÁLEZ et al., 1991b) el empleode un antisueropoliclonal

contraparedesquisticascompletasaisladaspermitió identificartresprincipalesbandaspolipeptidicas

de 61, 66 y 70 KO. El análisis inmunocitoquimicoa microscopiaelectrónicade transmisión,
empleandodicho antisuero,indicó lapresenciade proteínasquereaccionanconesteantisueroen las

dosenvueltas(ectoquistey endoquiste>delaparedquisticade esteciliado.
Por el contrario,no existenaúndatosmolecularessobrela apariciónde nuevostránscritos

duranteel procesode enquistamientoenciliados o sobrela expresióngénicainvolucradaen elmismo,

y los escasosdatosde quedisponemossobreactividadestranscripcionalesen el enquistamientose

basanen estudiosfisiológicos. En ciliados,en general,sesabequeel procesode enquistamientoes

dependientede síntesisde ARN y proteínas(TablaII), ya que el empleode inhibidoresde ambos

procesos,aplicadosdurantelasprimerashorasdelprocesode enquistamiento,conduceala muertede
las células,al impedir laformacióndelestadodiferenciadoo quistede resistencia.

Una de las posiblesrazonesquepodríaexplicar la faltade datosmolecularesen protozoos,

puedeser la ausenciade un método generalizadode inducción sincrónicadel enquistamiento.A
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diferenciade la esporulaciónen microorganismoseucariotascomoAspergí/tus(TIMI3I?LAKE, 1980),

l’hysarurn (SAUER etal-, 1969),Blas/oUcd/e/la(JAWORSKI, 1976)o Dictyostelium(RAMAGOPM. &
ENNIS. 198])dondeesteprocesoesbastanterápidoy sincrónico,enamebas,y sobretodo en ciliados,

el enquistamientoes generalmentebastanteasincrónico. A pesarde ello se ha logrado inducir

enquistamientosincrónicoenalgunosciliadoshipotricos (DALLAI, 1987;N rsijs»cA., 1977;Ríos et
al., 1989; YONEZAWA, 1 985a)y en algunasamebas(CHAGUA & GRIIITFHS, 1978; LASMAN & SHAVRAN,

1978) sin que ello hayasupuestoun avanceen la resolución de los aspectosmolecularesdel

enquistamiento.
Otro problemaquedificulta, la realizacióndeunaposiblegenéticainversa,especialmenteen

Colpódidos,esla diflcii solubilizacióndeloscomponentesmolecularesde las paredesquisticas(TIBEs,

1982). Estacuestiónse comentaráposteriormente,enrelaciónconla obtenciónde unasondaespecífica

de enquistamiento.

Por tanto,segúnlo expuestohastaahora,podemosdecirquela ausenciade datosmoleculares
sobreel enquistamiento.junto conlos problemasantescitados,dificulta la obtenciónde unasonda

adecuaday específicadeenquistamientoen Colpódidos.Por ello, el trabajoquese presentaaquíha

constituidouna búsquedade posibles estrategiasparala obtenciónde sondasgénicasespecíficas,

involucradas en el enquistamiento.El esquemade la figura 46 se simplifican las diferentes

aproximacionesmolecularesque hemos empleadoen la búsquedade dichas sondaso genes

involucradosen elenquistamientode Co/podofr/lota.

Figura 47: Esquemasimplificado de las estrategiasmolecularesutilizadasen la búsquedadc sondas
especificasde enquistamiento

VEGETATIVOS 1 L’REQUIS11COS ¡ QUISTES DE RESISTENCIA
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2. ANÁLISIS DE ARN TOTAL Y POLIADENILADO DURANTE EL

ENOUISTAMIENTO

Las etapaselegidasparalos aislamientos,tanto de las muestrasde ARN total comode ARN

poliadenilado,frieron dos estadosdiferenciadosdel ciclo (célulasvegetativasy quistesde resistencia),
y cuatroetapasprequisticasdiferentes(prequisticosde 12h, 1 8h, 24h y 72h). Estostiemposfueron
elegidos en función de la cinética de enquistamiento de Ci ni/lota, estudiadapor técnicasde
inmunofluorescencia(B¡=NITFZet al., 1994). La estimaciónde La duracióntotal del procesode
enquistamientoes de aproximadamente200 horas,por lo que paraaseguramosde la obtenciónde
muestrasdeARN dequistesmaduros,hemosutilizado cultivos de aproximadamenteun mes desdela
induccióndeenquistamiento

Comoyasehadescrito,seemplearondosmétodosdiferentesparael aislamientode ARN total:
método de tiocianato de guanidina/fenollcloroformo(CIIOMC/YNSKI & SACCJ-u, 1987) y el de

precipitacióncon clorurode litio (CAlI JALA et al., 1983).Las muestrasobtenidasen las extracciones
deARN conel métodode CuoMcz’xtAsMy SAcclII presentaronmenorpureza(valor medio 1,3, Tabla
XIII), lo que indica unamayorcontaminacióncon proteinasquepodríadebersea la existenciade un
único pasode purificación fenol/cloroformo,queademásselleva a caboúnicamenteen la primera
partedelprotocolo,y queno serepiteposteriormente.En cambio,en el métodode extracciónbasado
en el LiCI, existencuatropasosde purificación(dosenfenol/cloroformoy dosen cloroformo)en la
penúltimaetapadel proceso,lo quepermiteobtenerunarelación A-,6>/A280 máspróximaa2, aunque,
por el contrario, representatambiénuna mayorpérdidade muestray por consiguienteun menor
rendimiento.

El aislamientodeARN total porel métododel Lid permitela recuperaciónde ARNm intactos,
e incluso de precursoresdehasta10 Kb de longitud, aunqueenocasionespuedenperderseARN de
pequeñotamaño (CAiHixL.A et al., 1983). En nuestrocaso estasposiblespérdidasno resultaban
importantes,yaquenuestrointeréssecentrabaentránseritosde mayortamaño,por lo queel análisis
de los patronesde ARN total duranteel enquistamientode (1 inI/ato serealizóutilizandoambostipos
de extracciones.

El patrónelectroforéticode las diferentesmuestrasde ARN total mostróla presenciade das
bandasde ARN muy intensas,situadasdebajode las bandasde ARNr que aparecenentodas las
muestrasprequistícasasícomo en los quistesde resistencia(Figura4). Peroel patrónobservadoen
la muestrasde A.RN poli(A)~ procedentede etapasvegetativas(Figura6) indica queambasbandas
estánpresentestambiénen célulasque seencuentranen el ciclo crecimiento-división,aunquesu
abundanciaesmuchomenor,yaquesólo sonvisibles,con bromurode etidio, en muestraspurificadas
y enriquecidasen ARNm Podemosconsiderardosposiblesinterpretacionesacercade la naturaleza
de estasbandasde ARN tanabundantes:

a)podríatratarsede ARN ribosómico,procesado,degradadoo alteradoduranteel procesode
enquistamiento.
b) podríansermoléculasde ARNm involucradasen el procesode enquistamiento.
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En relación con la primera de las hipótesis, se puede interpretar como una degradación

selectivade ARNr duranteel procesode enquistamiento,quepodríarelacionarsecon la disminución
de los nivelescelularesnetosde ARN quehasido detectadaen algunosciliados como1-Ji striculus
muscorum (SENDo&MATSUSAKA, 1982)yColpodaste¡nii (TWBS&MARSHALL, 1970),así comoen
Aeanthamoeba(STEVBNS & PAcIIIÍR, 1973).

A pesarde queduranteel enquistamientode (‘olpoda inflata puedeexistir un mecanismode

degradaciónselectivaparael ARNr 265/285,los resultadosobtenidoscuandose utilizó la sonda
ribosómicaheterólogaprocedentede Euplotescrassus(sondaquecontieneel extremo3’ del ARNr
17S/185 y la secuenciacompletadel ARNr 265/285)parecendescartarestaposibilidad.La sonda
utilizada, aunqueheteróloga,hibrida con las dos bandasde ARNr (FiguraSE), pero no se detecta
hibridaciónenningunade las dosbandasindicadas(ISA y ISE),porlo queresultadificil pensarque
dichasbandasrepresentenproductosdedegradacióndel ARNr 265/285.La hibridaciónconla sonda
homólogade ARNr (fragmentode 555 pb del extremo5’ del ARNr 175/1SS) tampocohibridacon las
bandasde A.RN antescitadas(Figura 4C), confirmandoigualmenteque, al menos,la banda15B
(situadadebajode la subunidadribosómicamenor)no estampocoun productodedegradación.

En estasegundahibridación(Figura4C), sepuedeapreciarqueel marcajeaparecesobretodo

en la subunidadmenordel ARN ribosómico,aunquese apreciatambiénhibridacióncon la banda
ARNr 265/285.Puestoquela sondaribosómicautilizadacontienesólo un fragmentodel extremo3t

delARNr 175/185,resultasorprendentela hibridacióncon la subunidadgrandedel A.RN ribosómico.
Estosresultadospodríaninterpretarsecomola consecuenciadel arrastrede ARNr 17S/lSS durantela
electroforesis,ya que la hibridación aparecemás como un patrón continuo que como una señal

especificaa la alturadel 265/285.Estahipótesisresultamásplausibleque la posibleexistenciade
zonasdehomologíainternaentrela sondaribosómicautilizaday la subunídadgrande,o inclusoque
la existenciadealgúnprecursorqueaparezcaduranteel procesamientodel ARN ribosómicoy quese

sitúea nivel de ARNr 26S/28S.
Se ha detectadotambién(Figura4C, carril 1) una bandasituadaencimadel ARNr de la

subunidadmayor, presentesóloen muestrasde ARN total procedentesde célulasvegetativas.Esta
bandano seha detectadoen el resto de las muestrasdeARN prequistico(Figura4C carriles2 y 3) y
pensamosque podríatratarsede un precursorde ARN ribosómico, quizáARNr 35S que podría
contenerlos tres ARNr de mayortamaño,comosucedeen Tetrohymena(dEcir, 1986),aunquela
carenciadeestudiossemejantesenColpodano nospermiteaúncaracterizarestamolécula.

En resumen,la ausenciade hibridaciónde ambasbandas(ISA y ISB) concualquierade las

dos sondasribosómicasutilizadas(sondahomólogaprocedentede U inflata y sondaheteróloga
procedentedeLI crossus>parecedescartarla primerade las hipótesis,yaque parecemásprobableque

setratede ARN no ribosómico
Segúnla segundahipótesispropuesta,es posiblequesetratede tránscritospoliadenilados,

aunqueelhechodesu aislamientoatravésdeunacolumnaoligo(dT)no garantizaquelas moléculas
seencuentrenpoliadeniladas,yaqueexisteunafracciónde ARN ribosómico,y portantocarentede
unacolapoli(A)j queestambiénretenido(Figura6, carril 1). Dehechoexistenreferenciasen ciliados
(MARTINDALF & BRIJNS, 1983; SciíMJnret al., 199])quemuestranunionesinespecificasdemoléculas
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de ARN a lamatrizdelas columnasdeoligo(dT) causadapor la presenciadezonasricasen paresA-T,

en lugar de suunión a la colapoliadeniladadelos ARNm, lo queconfirmaelalto contenidoMT en
el ADN micro y macronucleardeciliados (PREscorT,1994).

La aparicióndenuevostránscritosduranteel enquistamientoestaríaen consonanciacon los

estudios realizados con inhibidores de transcripción, que han puesto de manifiesto que el
enquistamientoesdependientedenuevasintesisde ARN tanto enCo/podo(BENÍTEz, 1990),comoen
el restode ciliadosestudiados(GuisE, 1973;GUTUÉRREZ, 1981; MATSIJSAKA, 1979;MATSUSAKA &
KIMIJRA, 1981; RIJIITMAN & KUCK, 1985;YONEZAWA, 1985b).

La presenciade las bandas15 A y 1 SE en extraccionespurificadasy enriquecidasen ARNm
procedentesde célulasvegetativas(Figura6) podríaindicar quedichasmoléculasde AiRN representan
tránscritosque, aunqueestánmayoritariamentepresentesduranteel procesode enquistamiento,se
sintetizantambiénduranteel ciclo crecimiento-divisióndel ciliado. Sepuedeespecular,portanto,sobre
la existenciade un mecanismode regulaciónde la actividadtranscripcional,o bien mecanismosde
regulaciónpostranscrípcionaiesque favorezcanla acumulacióndeestostránseritos,comopor ejemplo,
alteracionesensu tasade degradación,o mecanismosde estabilizacióndeARNm.

Así, porejemplo,durantela diferenciaciónde1)iútyos/e/ium (Rowrik~v¶P& FDuEL, 1980>se
ha descritoun mecanismode regulaciónde la actividadtranscripcional.En estemicroorganismosehan
localizadotránseritospresentesen unacopiapor céluladuranteel crecimientovegetativo,detectándose,
encambio,varios cientosdecopiasdedichasmoléculasdurantela fasede preagregación.Pero,como
han sugeridoKíu.ícK & WRJGIYr (1974),aúnno se conocesi estoscambiosson consecuenciadel
incrementode la actividadtranscripcionalo de la disminuciónde la tasade degradacióndebidaa
mecanismosde estabilizaciónde ARNm.

Estasbandasde ARN (1 SA y 1 SE) encontradasen (1 in/lata (probablementeARNm como
ya sehaindicado)aparecentambiénen el quistede resistenciamaduro(Figura4B, carril 4). Segúnse
ha expuestoen la introducción(Tabla1) existennumerosasespeciesde hongos,amebasy algunos
ciliados cuyasformasde resistencia(esporaso quistes)contienenalgunosARNm necesariosparala
germinacióno exquistamiento,quehansido biosintetizadospor la céluladurantela formaciónde la
esporao quiste-Enprocariotasocurrealgosimilardurantela esporulación,yaquela -esporabacteriana
de Bacillus (MeIR el al., 1 994)contienetambiénARNm queutilizará durantesu germinacion.

Los escasosdatos de que disponemoshastaahora (ya que en Colpoda inflata no se ha
realizadoaúnningúnestudiocon inhibidoresmetabólicosduranteel exquistamiento)no nos permiten
afirmar sí estasmoléculasde ARN (posiblestránscritos)contieneninformaciónnecesariaparael

enquistamientoo parael procesoopuesto(exquistamiento),y si estosARNm detectadosduranteel
enquistamientosonlos mismosqueseacumulantambiénen el quistede resistencia.

El estudiodela cinéticadel enquistamientoporinmunofluorescencia(BENÍTEZ etal., 1994),
empleandoun antisuerocontraelementosde paredde los quistesde <2. inflata (MARTÍN-GONZÁLEZ

etal., 1991b), indicanqueal comienzodelprocesodeenquistamiento(entre6 y 10horasdespuésde
la induccióndel proceso)la célulaadquierela formaesférica,peroaúnno hacomenzadoa secretarlos
precursoresde pared.Por otra parte, el estudio ultraestructuraldel enquistamientoen este ciliado
(MARTÍN-GONZÁLEZ et al., 1994)ha puestodemanifiestoquelos precursoresde la. capamásexterna
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o ectoquiste(enformadepaquetesfibrilares)surgenencélulasprequisticasde 8 horas.Posteriormente,

estosprecursoresson secretadosparaformar el ectoquiste(procesorápidoy uniforme en toda la

superficiecelularprequistica),y laformacióndeestacapaexternaculminaentre20 y 30 horasdespués

dela induccióndel enquistanénto.La secrecióndeprecursoresde lacapainternao endoquistees más

tardía,observándoseentre20 y 30 horasdespuésde la inducción(IvL4RríN-GONzÁISZ et al., 1994),
Deacuerdocontodosestosresultados,es posiblequelaaparicióndenuevostránscritosen la

célula prequistica(al menos los que codifican para elementosde pared) sea muy temprana,
probablementeantesde las 8 primerashorasdesdela inducción,aunqueno se descartalaaparición

posteriorde otros ARÑm necesariosduranteel procesodediferenciación.De hecho,seha sugerido
(GUT]ÉRRF.Zel al, 1990)quela apariciónsucesivadeprecursoresen elcitoplasmaprequisticopodría

estardeterminadapor unaexpresióngénicaigualmentesecuencial.
Segúntodo lo expuestoanteriormente,pareceprobablequelas bandas1 SAy 158, presentes

principalmenteen muestrasprocedentesde etapasprequisticas,representenmoléculasde ARN

poliademíadas,especialmenteabundantesduranteetapastempranasdelprocesode diferenciación.Es
posibleque estos primerostránscritossean inestables,como sucededurantela diferenciaciónde
I)ietyostelium(Bínvn3nRci&Louisii, 1980;MANGIAROTTI et al., 1985;NltVll.Js, 1983V

De nuestro trabajo no se han desprendidodatos suficientes paraconocersí estos ARN
procedentesde las bandasISA y 158sonlos mismosqueseacumulanen los quistesde resistencia,
graciasa algúnmecanismodeestabilizaciónpostranscripcional.Tampococonocemoshastacuándo
la célulaprequisticaestranscripcionalmenteactiva, aunqueparecelógico pensarquedicho proceso
disminuyapaulatinamentea lo largo delenquistamientodebidoa la progresivadeshidrataciónque sufre
la célulay queprobablementeinactivael metabolismocelular(GuTlÉmwzet al-, 1990).

3. ESTRATEGIAS EMPLEADAS EN LA BÚSOLEDA DE SONDAS ESPECÍFICAS DE

ENOUISTAMIENTO EN U inflan

,

Como ya se ha señalado,el principal problemaparala búsquedade genesespecíficosde
enquistamientoesla ausenciadeunasondaadecuada,lo queesconsecuenciaasu vez de unaseriede
dificultadesquecomentaremosacontinuación.

En primer lugar, los problemasparalasolubilizacióndecomponentesmacromolecularesde

paredquisticade ciliados hansido ya descritosen labibliografla(GUTIÉRREZ et al-, 1984;Los et al.,
1989; TmBs, 1966; 1982) Por ello laposibilidad de elaboración de sondasoligonucleotídicasa partir

de la secuenciaaminoacídicade algunasde las proteínasconstitutivasde pared, resultabastante
compleja,a diferenciade lo quesucedecon proteínassolublesquese liberanal medio, como por
ejemplo,las feromonas(MTCEIí etal., 1989). Igualmente,sepodríautilizar unaproteínasolublede
carácterenzimáticoinvolucradaespecíficamenteenel enquistamiento,peroel escasísimoconocimiento
actualdel metabolismoligado al enquistamientohace,de momento,inviableestaaproximación.No
obstante,no descartamosaún la posibilidadfuturade utilizar unaproteínade paredquisticacomo
herramientaparallevar a cabounagenéticainversa,cuandoselogreunaadecuadasolubilizacióny
liberaciónde algunaproteínade paredquisticaen Co/podain/lata.
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Ladificultad de utilizar marcajeradiactivo(por falta de permisoseinstalacionesadecuadas)

nos impidió tambiénrealizarexperimentosde marcajein vivo quenospermitieran,posteriormente,

utilizar sondasde ARN aisladasdurantediferentesfasesdel enquistamiento,estrategiaempleada

frecuentementeen algunosde los genescaracterizadosen procesosde diferenciaciónen hongos
(BERNIER et al., 1986a;DOWDS & LOoMIS, 1984; JACQUET et al., 1981; MANCIIAROTTI et al,, 1985;
PAILOTA et al., 1986; ROWEKAMI> & PIRTEL, 1980;Wn.r.LAMs & LLOYD, 1979). Teniendoen cuenta

estaseriede limitacionesy problemas,nospropusimosla búsquedade algunasondaespecíficade
enquistamientoutilizando tres diferentes estrategias,esquematizadasen la figura 46 y cuyos

resultados,quese presentanagrupadosen lafigura47, sediscutirána continuación.

3.1. Sondasderivadasde bandasde ARN

Estaestrategiafue desarrolladabasándonosen la inusualintensidaddelas dosbandasde ARN

anteriormentecitadas(ISA y 158), visibles enelectroforesisdeagarosaa partirde muestrasde ARN

total obtenidasde etapasprequisticas(Figura9).
UnavezaisladasambasbandasdeARN (lSAy 158),se sintetizaronlos híbridosADNc:ARN

paracadaunade las muestras.El pasosiguientefue suamplificaciónpor PCRy sudonaciónen el

vectorpUC18. Estadonaciónse realizó sinadaptadores,es decir,donaciónde ADNc conextremos
romos. Porestarazón,probablemente,el porcentajedetransformantesfue en amboscasosmuy bajo
(1,2%y 6% respectivamente).

Despuésdeseleccionarlos clonesqueconteníaninsertode ADNc (clonespC[B9 y pCIAI 8),

se marcaronpor PCR con digoxigenínapararealizarhibridacionessobremuestrasde ARN total

aisladasadiferentestiemposdel procesode enquistamiento.

Estashibridaciones(empleandocomo sondaslos insertosB9 y AlE marcados)sobrelas
muestrasdeARN tota], extraídascon tiocianatode guanidinalfenol/cloroformo,mostraronseñalesde
hibridaciónmuy débilesen amboscasos(Figuras14 a 18). Los resultadosde las hibridaciones
utilizandomuestrasde ARN total obtenidaspor LíCI fueronnegativas,aún cuandolascantidadesde

ARN depositadassobrelos filtros fueronlas mismasenambosmétodos,
La extracciónde bandasde ARN, presumiblementeespecíficasde estadosdiferenciándose,y

suposteriordonación,no es un métodoutilizadofrecuentementeya que,generalmente,resultadificil

la visualización clara de bandasde ARNm tras tinción con EtBr, por lo que la identificaciónde

tránscritosespecíficossuelerealizarseempleandoun marcajeradiactivoin vivo conposteriordetección

en un autorradiogramaa partir de muestraspurificadasy enriquecidasen ARNm. Además,otro

problemaasociadoaestametodologíaes el escasorendimientoquese obtienedel aislamientodirecto

de ARNm a partir de gelesde agarosa,así comola obtenciónde ARNm frecuentementedegradado
(WALLACE et al., 1987)

Unaposibleexplicaciónparala faltadereconocimientode los fragmentosdonados,utilizados

comosondas(B9 y AlE), sobremuestrasde ARN totalpodríaserla contaminación‘con algunasde las

bandasde ARNr próximasa las aisladas1 SAy 1SB, queposteriormentepodríanhabersido donadas
en el vector,alpresentarhomologíasentresecuenciasinternasricasen adeninay elcebadoroligo(dT)
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utilizadoparala síntesisde ADNc. De hecho,seha descritola existenciadealgunosclonesde ADNc
“ribosoma]” resultantesdela transcipcióninversade ARR ribosomalempleandocebadoresoligo(dT),
a partir de poblacionesde ARN total utilizadasparala donación(WILLIAMS & LLOYI), 1979), Sin

embargo,lahibridaciónnegativadeestosfragmentasdonados(B9, AIS y MS) (Figura21) con parte
del fragmentodel ADNr 175/185utilizado comosonda,parecedescartarla posiblecontaminación
ribosómica,al menoscon partede la subunidad175/1SS del ARNr, que hubierasido másprobable
parael clon B9, yaquederivadela bandadeARN máscercanaa dichasubunidadde ARNr (banda
1 5B). No obstante,aúncabela posibilidadde contaminacióncon la subunidadmayorde ARNr,

cercanaalabandasuperiorde ARN quese ha donado(ISA), aunqueno tenemos<latossuficientes

paracomprobarestahipótesis
La dificultad de interpretarestos resultadosjunto con la falta de hibridac¡ón sobrefiltros

conteniendolas poblacionesde A.DNc donadas(Figuras19 y 20), nosllevó a descartarestosinsertos

(B9 y Al 8) comopotencialessondasde enquistamiento

3.2. Experimentos de sustracción

La segundaestrategiasebasóen experimentosde hibridaciónsustractivaentre los ADNc
sintetizadosa partir de poblacionesde ARR poli(A)* de célulasprequisticasde 12 y 18 horas,El

objetivode estosexperimentoserala comparaciónde la homologíadeambaspoblacionesde ADNc,
obtenidasen etapasrelativamentetempranasdel proceso,dondepensamosque podíanencontrarse

mayoresdiferenciasentrelas poblacionesde AR.Nm. De estemodopodríamosseleccionarmoléculas
de ADNc especificasde algunasde estaspoblacionesprequisticas,eliminandoel restode moléculas
homólogasde ambaspoblaciones.

Pararealizarestos experimentosse partió de poblacionesde ADNc unidasa adaptadores

EcoRI, quepermitesuamplificaciónpor PCRcon un cebadorespecifico(E03)quehibridacon dicho
adaptador.Con objeto de obtenersuficiente cantidad de ADNc para realizarla sustracciónse
amplificaron,utilizando el cebadorantescitado,cinco alícuotasde cadaunadelas poblaciones,que

despuésseunieron,
La electroforesísde estasmuestrasde ADNc amplificadas(Figura22)presentabaun conjunto

de moléculasconun tamañomáximo inusualmentealto en ambasmuestras(12 y 18). Una posible

interpretaciónparaestehechopodríaserla formaciónde concatémerosentrelas moléculasde ADNc
amplificadas(debidoa la presenciade extremosprotuberantesEco Rl),

Con la finalidad de incrementarla potencialheterogeneidadde unade las poblacionesde
ADNc (18h), serealizóunPCRasimétrico(Figura23) empleandounamezcladesigualdecebadores
(E04 = 9 1) El cebadorE05 (5’-E04+E03-3’) permitiría la amplificaciónde todaslas
moléculasdeADNc de dichapoblación(18 horas),mientraselcebadorE04(desecuenciaarbitraria

paraestaspoblaciones)permitiríala amplificacióndealgunosfragmentosde dichasmoléculaspor
homologíainterna(Figura48).
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Figura48: Esquemadc amplificacióncon loscebadoresE04 xTO5

Tambiénsepodríacontemplarla posibilidadde queel fragmento£03 del£05, quehibrida
con el adaptadorEcoRI,pudieraencontraralgunaregiónhomólogainterna,comose muestraen el
esquemaanterior(Figura48), lo queincrementaríaigualmentela heterogeneidaddela población.Esta

posibilidad se pudo dilucidar posteriormenteal utilizar estos mismos cebadoresen el estudio de
polimorfismos de las poblacionesde ADNc (sin adaptadoresEcoRl). Los resultados,que serán
discutidosen el siguienteapanado,indicanqueambaspoblacionesdeADNc (1 2h y 1 8h)presentan
zonasde homologíainternaparaamboscebadores(£04 y £03), siendoespecialmenteabundanteslas

secuenciascomplementariasal cebadorE04 (Figura25) dadala apariciónde un grannúmerode

bandas
Es importanteindicarqueel patrónde polimorfismosconestecebadorno generafragmentos

mayoresde2,2 kb o, a] menos,no lo hacecon el suficienterendimientocomoparaserdetectadoscon
EtEr,yaquecomoalgunosautoresseñalan(BrouRsoNetal., 1992),el empleodegrandesfragmentos

de ADN (generalmentedetamañosuperiora 2 kb) puedeincrementarel riesgodeperderregionesno
homólogasdurantela sustracción.En nuestrocaso,la amplificaciónde las moléculascompletasde

ADNc se generaría,teóricamente,sólo conlos cebedoresE03y £05, mientrasel empleodel cebador
£04 (y tambiéndel cebador£03), podríanoriginar fragmentosde tamañoinferior ala longitud

completadelas moléculasde ADNc en ambaspoblaciones(12h y 18h). No se descartatampocola

presenciade secuenciasinternascomplementariasal cebador£05 (E03±E04),pero dadala longitud

de dicho cebador(33 pb), resultamásimprobable.

La posterioramplificaciónpor PCR decadaunade las poblacionessustraídas(ADNc-18sy

ADNc- 1 2s) empleandoel cebadorFOS dio origena un patrón continuode bandas(Figuras24A y

24B). Comoya hemosindicado,el cebadorE05 permitiríala amplificacióncompletade todaslas

moléculasde ADNc quepresentaranextremosEcoRI. Portanto,estosresultadospodríanindicar, en
principio, unamáximaheterogeneidadentreambaspoblaciones,

El empleode dilucionesen las amplificacionesnos permitió amplificar selectivamentelas
moléculasmásabundantespresentesen lapoblación En cualquieradelas dilucionesempleadas,el

cebador£05 siempremostróun patrón continuode bandas,mientrasqueel E04 originó bandas

3’ 5’

5. 3’

4 E034 }EOS

~ ji. LOS
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discretasen ambaspoblacionessustraídas(enel casode ADNc-lSsapartir de la segundadilución

utilizaday paraADNc- 1 2s en las dosúltimasdiluciones),
Ambaspoblacionessustraidasresultarontenerun grannúmerode moléculasde muy diferente

tamaño,todasellas amplificadaspor el £05.Estosresultadosadmitendosposiblesinterpretaciones:
lasustracciónno seharealizadoconsuficienteefectividad,o ambaspoblaciones(1 2h y 1 Eh)sonmuy

diferentes,existiendomuypocao ningunahomologíaentreellas,

Las amplificacionescon el cebadorE04, de secuenciaarbitrariaparaambaspoblaciones,
originó bandasdiscretas,másevidentesen lasdilucionesmásaltas.Estosresultadosindicarían,por una

parte, la existenciade unaamplificaciónselectivadadala abundanciade estas moléculasen las

poblacionesy, porotra,ciertaheterogeneidadentreambaspoblacionessustraídas,yaquelos patrones

de bandasamplificadassonbastantediferentes(Figuras24A y 24B).
Aunqueexistencasosen losquelahibridaciónsustractivase ha aplicadoconéxito (BrouísoN

et al., 1992; Luv et al., 1991; YANCOPGMJLUS et al,, [990), tambiénes cierto que la sustracciónno

siemprees efectiva,o el rendimientono es demasiadoalto, Nos inclinamosapensarqueel punto

critico delametodologíaes la fotobiotinilización del ADN, másquela unión conla estreptavidina,la

cual presentaunaespecificidadmuy altapor labiotina. si bienla etapadehibridaciónpuederesultar

igualmentecritica.

Creemosque, probablemente,la sustracciónse ha realizadoparcialmenteo con un bajo
rendimiento,ya queresultapocofiable queambaspoblaciones,tan cercanasen el tiemposegúnla

cinética de enquistamientode O. inflata (BENÍTEZ et al., 1994), presentenunaheterogeneidadtan

elevada,Porotro lado, tambiénlos resultadosdel estudiodelos polimorfismosde las poblacionesde
ADNc, nos indican, como ya discutiremosen el siguienteapartado,la existenciade una elevada
homologíaentreestasdospoblaciones,

Sinembargo,laamplificaciónconelcebador£04 noshamostradociertaheterogeneidadentre

las poblaciones,presentandopatronesdebandasdiferentes.No descartamosla posibilidadde utilizar

estaprobableheterogeneidaden un futuro próximo, trasaislarlas bandasdiferencivaies,marcaríasy
dilucidar por hibridación cruzadasupresencia/ausenciaen las muestras12h y 18k Dichasbandas
podríanserutilizadascomosondasespecificasde etapasprequisticas,siemprey cuandono estuvieran

presentesen ambaspoblaciones.

3.3. Polimorfismos de poblaciones de ADNc

Comoconsecuenciadela deficientesustracciónobtenidaentrelas poblacionesdeADNc (12h

y 1 Eh), intentamosuna segundaestrategiaparabuscar unamayor heterogeneidadentre dichas

poblaciones.Estaestrategiasebasóen el estudiode los patronespolimórficosobtenidospor PCR,
empleandocebadoresdesecuenciaarbritariaparalos ADNc deestadosprequisticos(12h, 18hy 24h)

y los procedentesde estadosdefinitivos (vegetativosy quistesmaduros).De estaforma, apartir de
estosperfilespolimórficos,sepodríanobtenerbandasúnicaso especificasde algúnestadoprequistico

o diferenciadoen unapoblaciónconcretade ADNc.
Todos los cebadoresutilizados(£03, £04, SAl y SA2) se comportabancomocebadores
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arbitrarioso marcadorespolimórficos paratodaslas poblacionesde A.DNc, yaquedichaspoblaciones

carecíandel adaptadorEcoRl. Como se observaen las figuras 25 a28, todas las amplificaciones
mostraronpatronesconun altonúmerodebandas(especialmenteconel cebadorE04)..encontrándose

en algunoscasosbandasde alto tamañomolecular(hasta2 Kb).

A partir de los patronesde polimorfismosde las diferentesetapasprequisticas,podemos
deducir la existenciade un elevadonivel de homología entretodas las poblaciones,destacando

especialmentelas poblacionesde ADNc de prequisticosde 12 y 18 h, En general,no apreciamos
grandesdiferenciasentreestasetapasprequisticasy los dosestadosdiferenciadosdel ciclo (vegetativos

y quistes).En todosLos casos,se detectannumerosasbandascomunesa todaslas poblaciones(ver
especialmentelos polimorfismos con cebadoresSAI/SA2, SAI y 5A2 de las figuras 26 y 28
respectivamente).No obstante,tambiénse observanbandasúnicas,presentessóloen algúnestadodel

proceso de enquistamiento,o bien en los estadosdiferenciados,con cualquierade los cebadores

utilizados, El aislamientodetodasestasbandasresultabaavecesproblemático,debidoasucercanía
conotrasbandascomunes,por lo quesólofueronescindidasdel gel aquellasbandasque,ademásde
ser intensas, estuvieran suficientementeseparadasde otras, para minimizar al máximo las

contaminacionescon bandascercanas.

A pesardequelabandaconlaquefinalmentetrabajamos(B4/Q) no fue visible por tinción con

EtBr en laelectroforesisde las distintasmuestrasde ADNc (a excepcióndelamuestrasde ADNc de

quistesde laquefUe aislada),seconfirmó supresenciaenlas muestrasdel restode las poblacionesde

ADNc, con similar intensidadde hibridación paratodasellas (Jal de la figura 32). Una posterior

hibridación(Southern)deestasmismasmuestrasde ADNc conel fragmento-sondaB4/Q (Figura34)
mostróresultadosmásinteresantes

En primer lugar, y como se confirmó con tas hibridacionesen dat, todas las muestras
presentaronalgunaseñalde hibridaciónpositiva,perola intensidaddela señalno fue la mismapara

todasellas.Es posiblequelapresenciadesigualde estamoléculaespecíficade ADNc en los diferentes

estadosestudiados,se tradujeraen unaamplificaciónpor PCR tambiéndesigual,obteniéndosela

máximapresenciaen los quistesde resistenciade 1’. fn/Jata. En segundolugar, tambiénapreciamos

que la hibridaciónpositivaconla sondaB4/Q se localizaen fragmentosde la poblaciónde AUNe

situados en diferentes niveles. Las poblacionesde vegetativosy prequisticostempranos(12 h)
presentanunabandadehibridaciónala mismaaltura,mientrasenel restode prequisticos(18 y 24 h)

la señal selocaliza en bandasde menor tamañomolecular.En las muestrasde ADNc de quistes
aparecendosbandasdehibridación,unadelas cualescoincidecon lade los prequisticosde 1 8 y 24
h, mientrasquela otrabandaselocalizajusto debajode la anterior.

Unaprimerainterpretaciónposibledel patróndehibridación obtenidode los diferentesADNc

de distintas fasesdel enquistamientode U fn/la/a, podria ser la consecuenciade la incompleta
transcripciónrealizadain vitro por la transcriptasainversa.En el pasode ARN poli(A) a ADNc se
puedenoriginardiferenteslongitudeso extensionesde moléculasde ADNc paracadaespeciede
AR.Nni, detal formaqueen unadeterminadapoblaciónde ADNc podemosencontrarunamezclade
moléculasdeADNc de diferenteslongitudesderivadasdelmismotránscrito.Y no sólamentepueden

existir diferenciascualitativassino tambiéncuantitativasparacadacopiade AiDNc, por lo queexiste
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heterogeneidadcualitativay cuantitativaen lapoblacióndemoléculasde ADNc derivadasdeun mismo
ARNm. Así por ejemplo,en los quistesmaduroshay dosfragmentosmayoritarios,derivadosdel
mismotránscritoquesonreconocidospor la soridaB4/Q. En las muestrasde prequisticosde 1 Shy
24h, el fragmentomayoritariocoincidecon el de menortamañoreconocidopor la sondaen quistes.
Y en vegetativosy prequisticosde 1 2h la sondaR4IQ reconoceun fragmento(de los posibles
derivadosdel mismo ARNm) de igual tamañoque el mayor obtenidoen la muestrade quistesde
resistencia,

Una segundainterpretacióndel patrónde bandeoobservadoen la figura 34, podríaser un
posibleprocesamientode tránscritoprimario o precursor,dandoorigenaformasmas pequeñasque
surgirianenla mayorpartedel procesode enquistamiento,acumulándoseambasformasen los quistes
maduros.Deestemodo,podríanexistir diferenciascuantitativasentreambasformas(procesadasy no
procesadas)en las diferentespoblaciones, lo cual explicaríala detecciónde sólo unade ellas en
algunasmuestras-Estasegundahipótesisnospareceimprobable,sobretodo teniendoen cuentaque
la sonda84/Q es un subproductode PCR derivadode un fragmento aislado de ADNc de

aproximadamente1.600pb, longitud queparecemás próximaala mediaquepresentanlos ARNm
eucanotas.

Segúntodos los datosexpuestos,nosinclinamoshaciala primeraposibilidad,esdecir, quela
sondaB4/Q hahibridadopreferentementecon fragmentosmenoreso incompletosdel mismotráiscrito
original, másabundantesenlas muestrasde ADNc.

Existeotro puntoimportantequemerecediscusiónya que,como acabamosdedecir, la sonda
B4/Q procedede una moléculade mayor tamañoobtenidaen uno de los polimorfismos,pero,en

cambio,lahibridaciónde dichasondacon la poblaciónde ADNc de quistesseobservaen dosbandas
(Figura34), lamayorde las cualespresentaun tamañode 400 pb.

Probablemente,la explicación más inmediata a estaobservaciónseala pérdidade esta

moléculade ADNc degrantamaño(y probablementede otras)durantela transferencia,pero podemos
pensarquizáenotra explicaciónadicional,derivadade la metodologiautilizada, No hay queolvidar
que esta hibridaciónseha realizado sobrepoblacionesde ADNc unidas al adaptadorEcoRí y
amplificadascon el cebador£03, queal ser complementarioa la secuenciade dicho adaptador,
permite aplificar todala población, obteniendoasí cantidadsuficientede ADNc pararealizar las
hibridaciones,Evidentemente,larealizacióndeamplificacionesconsecutivassobreunapoblaciónde
moléculaspuedeconllevar un efecto no deseado,como es la selecciónde las moléculasmás

abundantesendichapoblación.Deestemodo,podriaserposiblequelamoléculaoriginal de 1 .600 pb

estuvierainfimamenterepresentadaen la poblaciónamplificada,ya quela amplificaciónpor PCR
incrementaríala poblaciónde moléculasmásabundantesque, comoseobservaen la figura 34, se
sitúanenun rangoinferior de tamaños,perdiendopaulatinamentelas moléculasmenosabundantes.

Por último, otracuestióna discutir es la intensidadde hibridación,es decir, la cantidadde

copiaspresentesen cadamuestra.El incrementopaulatinoenla intensidaddela hibridación(débil en
vegetativosy prequisticostempranosy más intensoa medidaqueavanzael enquistamiento,hasta
alcanzarel máximo en la muestrade quistes de resistencia>,podría interpretarsebien como
consecuenciadel aumentoen los nivelesde transcripcióndedicho gen,o bien debidoaunasucesiva
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acumulaciónen el citoplasmaprequistico sin que dichos trAnscritos sean degradados,con el
consiguienteaumentode longevidad.Además,ambasposibilidadesno sonexeluyentes,por lo quese
podríandar simultáneamenteduranteel enquistamiento.

Porconsiguiente,tendríamosun fragmento-sonda(64/Q)que corresponderíaa un tránscrito

queaparecepreferentementeduranteel enquistamiento(aunquetambiénsedetectaen vegetativos),
y que se acumulaen los quistesde resistenciadefinitivos. Estos resultados,tomadosen conjunto,
coinciden con algunos datos descritos en otros sistemasvivos eucariotasy procariotas que
experimentamprocesosde diferenciación,en algunoscasossemejantesa la criptobiosisde ciliados.
Así por ejemplo,RUri-WRFORD y colaboradores(1985) distinguendos clasesde ARNm presentes
duranteel procesode diferenciación(formación del cuerpofructífero y esporas)en Dicfyostelium:

ARNm constitutivos(presentestantoduranteel crecimientodelas formas vegetativascomodurante
el procesodediferenciación,aunqueennúmerovariablede copias)y ARNm específicosdecadaetapa
del procesode diferenciación(agregación,post-agregacióny formaciónde esporasy tallo en el cuerpo
fructífero)

Segúnestaposibleclasificaciónde tránscritospresentesduranteprocesosde diferenciación
microbiana, se podria pensarque el tránscrito que reconoce la sonda B4/Q se comporta

constitutivamente,ya queaparecetanto envegetativoscomo enestadiosde diferenciación,Porotra
parte,el incrementode su presenciaen etapasprequistícasavanzadasy quistesmaduros,nos podría
hacerpensarquedicho ARNm esimportanteo necesarioparael enquistamientode (7. inflata, Sin
embargo,cabenotras interpretaciones,como por ejemploque este ARNm, aunquebiosintetizado
duranteel enquistamientono setraduzcahastael exquistamíento,siendomantenidoo guardadoen el
estadoquistehastasu utilización en los primerosmomentosdel exquistamiento.Estostránscritosse
puedenmantenersin degradación,biendebidoa la deshidrataciónqueha sufridoel citoplasmaquistico
duranteel procesodeenquistamiento,o biendebidoamecanismosde estabilizaciónpostranscripcional
paramoléculasde ARNm. En estesentidose podriapensaren ciertasestructurassecundariasque
regulen su estabilidad o en la asociación con proteínasespecificasformando complejos de

ribonucleoproteina,que mantienenestable, y potencialmentetraducible, al tránscrito durante
prolongadosperiodosde tiempo, como sucedeparaciertosAR.Nm en oocitosde Xenapuslaevis

(SiáM»xl<r & JACKSON, 1994), El almacenamientode moléculas de ARNm específicasde
diferenciaciónesun hechocomprobadotantoen eucariotas[diferenciacióndeDiciyostc/iwn (DowDS
& LooMis, 1984)] comoen procariotas[situacionesdeestrésinducido porhambreen el géneroVibria

(AU3ERTSON, 1990)].
Igualmente,existencasosdescritosen la bibliografiamicrobianaen los que determinados

trAnscritosbiosintetizadosduranteciertasfasesde un procesode diferenciaciónseutilizan en otras
etapasposteriores;así por ejemploenla esporulaciónde hongoscomoMucor (O1u.owsM, 1991)y
D/astoc/adie//a<SiLvAeta],,1987),al igual queenla esporulaciónbacteriana(Mom. et al., 1994).En

ciliados[Tefrahymenapyr¡farmis(SOARESet al., 1984)] sehadescritola utilizaciónde ARN poli(A)
preexistente,no asociadoa ribosomas,en célulasque sufrenunasituación de estrésinducido por
hambre.

En Dictyasteliumd¡sco¡deumsehaobtenidoADNc a partir de unode los ARN poliadenilados
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acumuladosenlas esporasde estehongo (CAMONIS etal,, 1982),utilizándosecomo sondasobreuna
genotecade A.DN genómico, lo que condujo al aislamientodel gen codificante parael ARNm
almacenadoen el estadoespora(JUiJEN et al., 1982).La hibridaciónde dicho fragmentogénicocon
ARN poliadeniladoprocedentede células vegetativas,célulasen diferentesfasesdel procesode
diferenciacióny esporas,resultósimilara la quehemosencontradoen (1 fn/Jatacon la sondaB4/Q,
es decir, bajos nivelesde hibridaciónen vegetativosy célulasdiferenciándose,mientrasla señalde
hibridaciónseincrementóunasquincevecesen la muestrade ARN procedentede esporas.Estos
autoressugierenquela acumulaciónde esteARNm (específicode espora)estaríasometidoacierto
control duranteel procesode diferenciación,sin queexistaunaaperturagénicaespecíficaligadaa
dicho proceso.

Haciendoun resumenen este punto de la discusión,tendríamos,por tanto, un tránscrito
presenteen bajacantidaden el estadovegetativode (1 inflata, quepaulatinamenteincrementasu
presenciaamedidaqueavanzael enquistamiento,hastaalcanzarel máximonivel en el quistemaduro.
En estepuntocabendosposiblesinterpretaciones:

~ Queseaun ARN específicode enquistamiento,y portanto, necesarioparadicho proceso,
que se acumula en el quiste, manteniéndosefuncional o no, como consecuenciatanto de la
deshidratacióncomo de la inactivaciónmetabólicaque conlíevadichadeshidratación.

~Queseaun ARNm queha de sertraducidoduranteel exquistamiento,aunquesebiosintetice
en el enquistamiento,paralo cualsealmacenaen el quistederesistencia.

Con respectoa laprimeradelas hipótesis,ladeteccióndehibridación en célulasvegetativas
no tienepor quéser un hechoquedescarteestaposibilidad,ya queen variosciliados (Gu’riÉuRÑ’. et

al., 1983b;MARTÍN-GONZ,ÁLnZ et al., 1994; WALKER et al., 1980) se handetectadoprecursoresde
pared(ectoquiste)en estadosmuy tempranos,incluyendocélulasvegetativas.Por tanto, la expresión
de ciertosgenesespecíficosde enquistamientopodríadarse, igualmente,en estadosvegetativos,

existiendoun mayor nivel de transcripciónduranteel enquistamiento,o bien algúnmecanismode
regulaciónpostranscripcionalparalos tránscritosya existentes.En cualquiercaso,sehandetectado

transcripcionesmuy tempranasrespectodel inicio deprocesosde diferenciacióntantoenprocariotas
[esporulaciónbacteriana(ERRINGION, 1993)]comoen eucariotas[diferenciaciónen J)ieiyasteliwn
(LooMls. 1990)].

Sabemosque durante el procesode enquistamientoen ciliados existe una autofagia
relativamenteelevadaen el citoplasmaprequistico (GUTIÉRREZ. et al., 1990), lo que conlíeva

degradaciónmacromolecular.Porello, los tránscritosespecíficosde enquistamiento(ya seantránscritos
tempranao tardíamentesintetizados)deberíanpresentarcaracterísticasestructuralesque les hicieran
establesfrentea estadegradación.Así mismo,existeunadisminuciónglobal del contenidode ARiN
citoplasmáticoduranteel enquistamiento(PIGON & EDSTRÓM, 1961) por lo que, esposiblequeun gran
númerodetránscritosseandegradados.Estonoshacepensarque los ARNm queprevalecendurante
el enquistamientoy seacumulanenel estadoquistico,debenpresentarcaracterísticasestructuralesque
les haganlongevosy estables,Los mecanismosde estabilizacióndetránscritosconstituyenun modo
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deregulacióngénicapostranscripcionalrealmenteimportanteen sistemaseucariotas(AFWAíER et al.,

1990;CLEVEI.AtD, 1989).
En definitiva, carecemosdedatosexperimentalessuficientesparainclinamospor algunadelas

hipótesisquesehanexpuestoy queresumimosacontinuaclon:

a)Queseaun tránscritoconstitutivo,utilizablepor la célulatantoenestadovegetativocomo
prequistico,aunqueelnúmerode copiasvaríedeun estadoaotro y que,por lo tanto,no sea
específicode enquistamiento.

b) Queseaun tránseritoespecíficodelprocesode enquistamiento,aunquede apariciónmuy
temprana,y cuyo número de copias se incrementedurantedicho procesoacumulándose
finaimenteen el quistemaduroporefecto,prmcipalmente,de la deshidratacióncitoplasmática.

c) Que sea un tránscritode síntesistempranaque se acumuleo almaceneen el quistede
resistencia,peroque no seatraducidohastael exquistamiento,por lo que setrataríade un
tránscritoespecíficode exquistamiento.

4. ANALISIS DE LA GENOTECADE ADNc 18 HORAS

Unavez elegidala sondaB4/Q comoespecíficadel enquistamientode Calpodainflo/a, yaque
presentabaun patróndehibridacióncuantitativamentediferenteen las poblacionesde ADNc sobrelas
que serealizó la hibridación,se tratóde buscarla secuenciacompletadel genen algunadelas dos
genotecasque se habíanconstruido previamente:ADNc de prequisticosde 12 horasy ADNc de
prequisticosde 18 horas,

La sondaelegida(B4/Q) constituyesóloun fragmentode un ADNc de mayorlongitud. Este
subfragmentoes productode unaamplificaciónpor PCRde un fragmentode ADNc de 1.600 pb

generadodelpolimorfismo conel cebadorE03 a partir de la poblaciónde ADNc de quistes(Figura
27, carril 5).

A pesardequeel fragmento84/Q utilizado como sondapresentabaunamayorabundanciaen

la muestrade ADNc dequistes(Figura34), tambiénsedetectóhibridaciónpositivaen la muestrade
ADNc de 18 horas.Por estarazón,y dadoquedichagenotecaseencontrabayapreparada,seoptó por
comenzarla búsquedade un fragmentode mayorlongitud queconstituyerapartedel gen implicado
o queincluyerael gencompleto.

La estrategiageneralparadetectarun gendeterminadoapartir de unagenoteca,no requiere
el aislamientoprevio declonesrecombinantes,yaqueel clon o clonesquellevan dichogense detectan
directamentesobreplacasPetri conteniendotodotipo dehalos, trasunahibridacióncon la sondadel
genquesebuscasobreun filtro-copia de laplacaPetri (OYsON, 1991;SAMPRoOKet aL, 1989). Esta

técnicafacilita el escrutiniode un grannúmerode clonesen un cortoespaciode tiempo. A pesarde
estaclara ventaja, el aislamiento directo y previo de los halos recombinantespuede obviar el
inconvenientede posiblescontaminacionesdebidasa ladifusión entrehalos vecinos(POR1EIJs, 1986).
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Comoyahemosindicado, la genotecade ADNc de prequisticosde 18h en XgtlO seobtuvo
antesde contarcon algunasondaespecíficade enquistamiento,motivo porel queseutilizaron los

clonesrecombinantesyaaisladosy porlo quela muestraaanalizarfuebastantereducida(543clones).
Estas limitacionesno constituyen,inicialmente, un problema,ya que existendiversosestudiosde

difenciación en los que se han analizadoun númeroreducidode clonesen genotecasde ADNc
(BERNIER et al., 1 986a;DOWDS& LoOMIS, 1984;MARTINDALE & BRIJNS, 1983).

Portanto,pararealizarlas hibridacionesseutilizaronalícuotasdel tampónSM (conteniendo
DMSO como crioprotector)enque seencontrabanresuspendídaslas particulasvíricasque habían

difundido de los bloquesdeagar.El tratamientoposteriorde los filtros fue el mismo quese utiliza para
los filtros-copiaobtenidosdirectamentede las placasPetrí.

El volumendelas alícuotasde los diferentesclonesquese depositabanen los filtros fue el
mismo (15 jil), querepresentaunacantidadde 1(1 a l0~ ufp. Sin embargo,la cantidaddefagosque

conteníacadaalícuotadependía,tanto del tamañodel halo aisladode la placade agarcomo de la
cantidadde paniculasvírícas quese desprendenen el tampónSM, lo que indica que las alícuotas
empleadasenla hibridaciónno conteníanel mismo númerode partículasviricas, aunqueunacantidad
mínima de ío~ ufp es suficiente paraobteneruna señal positiva de hibridación, como pudimos

comprobaren experimentospreviosutilizandounasondadeXgt 10 marcadacon digoxigenína.
Existíaademásotro problemaadicional,ya quecomohemosindicadola genotecade ADNc-

18h sepreparóantesde disponerde unasondaadecuadaparaLlevar acabosu análisis,porlo quelos
halosaisladossemantuvieronduranteaproximadamenteun añoa -200C en SM con adiciónde 7%
(y/y) de DMSO. A pesarde queexistealgunareferenciabibliográficaenla queel mantenimientode
genotecasse realizaa -lOT tras congelaciónrápidaen nitrógeno liquido (BAIt~níurxw, 1991), en
nuestrocasolacongelacióna-200Cno afectóa la viabilidadde los fagosalmacenados,comose pudo
comprobaral realizarla amplificaciónposteriordealgunosdedichos clones,

Los resultadosqueobtuvimosen cuantoal númerode clonesquepresentabaninserto(el 10,7%
de los clones consideradoscomo positivos en unahibridaciónprevia y el 4,2% de los analizados
únicamentepor PCR) podríanindicar la pérdidade los fragmentosdonados,puestoque todos los
clones que se analizaron eran halos claros y, por tanto, constituidos por partículas viricas

recombinantes.No hemosencontradoreferenciasen la bibliografiasobrela obtencióndeun porcentaje
tan alto de clonesinestables,y ciertamenteresultadificil conocersi estosclones han perdidosus
insertosde ADN duranteel largo tiempo de almacenamientoo si, en su origen,setratabadehalos o
placasconstituidospor partículasvíricasque carecíande ADN heterólogo.Estasegundahipótesis
parecemenosprobable,puestoquelos aislamientosserealizaronutilizandocomohospedadorla cepa
deE. cali C600hfl quepermiteseleccionarúnicamentefagosrecombinantes,no llegandoa observarse
en ningúnmomentoplacaso halosturbios.

Si nosinclinamosa pensarque estoscloneshabíanperdidosus insertosde ADN, cabepensar

si la pérdidaeradel ADN heterólogodonadoo quizásólo de ciertaszonas de ADN de lambda,
necesariasparala unión de los cebadoresenla reacciónde amplificaciónpor PCRpararecuperarel

mserto.Paraabordarel problemasellevaronacabodostipos deexperimentos:
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a) RealizarunaamplificaciónporPCRapartir deADN aisladode los clones,evitandoasídos
posibles problemas: la diferente cantidad de partículas viricas que existen cuando la
amplificación por PCR selleva acabodirectamentey evitar la presenciade algún tipo de
elementoquepudierainterferiren la reacciónde amplificación.

b) Intentarliberar los posiblesinsertospordigestiónenzimáticaa partir de ADN viral aislado
decadaclon. Las digestionesse realizaroncon la enzimaEcoRLquereconocelas secuencias
queflanqueandirectamenteal ADN heterólogo.

Contrariamentea lo esperado,ninguno de los dosprocedimientosofreciómásinformación.
Enel primerodeellos, los resultadosde la amplificaciónporPCRfueronlos mismos,tantoa

partir de ADN aisladode un determinadocloncomo directamentea partir dela suspensiónde fagos
de esemismo clon. Por tanto, en estecasose demuestraquela efectividad de la amplificaciónno
dependede la purezadel ADN a seramplificado.Pareceprobable,por tanto, que estoscloneshayan
perdidoel insertoo bien, las zonasde reconocimientoparalos cebadores.

En el segundotipo de experimentación,todos los clonesanalizadosfueron resistentesa la
digestión con EcoRl, tanto aquellosque presentabanun inserto como los que carecíande él,
Probablemente,los problemasasociadoscon la digestión enzimáticade los clones podrían ser
consecuenciadesucrecimientoenplacasdeagar(enlugar de agarosa)quepuedeconstituir un posible
inhibidor de la actividadendonucleásica(H,xINBRIIxW, 199!; SAMBROOK et al., 1989).

En resumen,sólo el 7,2%de los 180 clonesanalizadospor PCR,paracomprobarla presencia
de ADN heterólogodonado,presentabaninserto,Esun porcentajerealmentebajo,sobretodoteniendo
en cuentaquetodoslos clonesseleccionadosprocedían,comoyahemosseñalado,de halosclaros,

Los datosque acabamosde exponerparecenindicar que en un grannúmerode clonesde la
genotecasehabíaproducidola pérdidadelos ftagmentosdonados,o bien de algunasde las secuencias
de ADN vírico necesariaspara la recuperaciónde los insertos, qiuzá como consecuenciadel
almacenamientoprolongadodelos clonesquecomponíanla genoteca.

Por último, es destacableel alto porcentajede falsospositivosqueseobtuvo al realizarel
primeranálisisdela genotecaconla sondaB4/Q: 84 clonesdieronrespuestapositiva deun total de 447
clonesanalizadosporestatécnica.Estaprimeracribade la genotecasellevó acabosin prepararfiltros
por duplicado,queesla formahabitualparadiscriminarlos posiblesclonespositivos(SAMI3RooK et
al., 1989). Ennuestrocaso,las réplicasde los filtros suponíandobletrabajoy exigíanmuchotiempo,
ya que dichos filtros se preparabana mano, depositandolas alícuotasdirectamentecon una
micropipeta.En sulugar, sedecidiórealizarunasegundacribautilizando los fragmentosdonadosque

pudieronserrecuperadosporPCR(sólo 9 clones).Ninguno delos insertosfue reconocidopor la sonda
B4/Q indicandoigualmentequesetratabade falsospositivos.

La apancióndeun grannúmerodefalsospositivoses un fenómenofrecuenteen el análisisde

genotecasde lambdaparahibridacionesrealizadascon marcajeradiactivo(CLANCY et al., 1983;
PORTIHIS, 1986;TAGI;, 1993).El marcajeno radiactivoquehemosutilizado en nuestrocasopodría
estarrelacionadotambiéncon la apariciónde los numerososfalsospositivos,ya queincorporauna
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etapaque no se utiliza en el marcajecon radiactividad,basadaen el empleode anticuerposanti-
digoxigenina.En estaetapapodríaproducirseun reconocimientoinespecíficocon el vectorlambdaque
condujeraa la apariciónde señalesfalsamentepositivas,dificultando la detecciónde losauténticos

clonespositivos.
Entendemosasimismoqueelnúmerode clonesanalizadoshasido realmentebajo,sobretodo

teniendoen cuentael grannúmerodefalsospositivosquesuelenapareceren genotecasde lambda.
Ante la imposibilidad,demomento,de aislarun fragmentomayor(o el gencompleto)a partir

de la genoteca,decidimos, fundamentalmentepor motivos de tiempo, conoceralgo más sobrelas
característicasdel fragmentoB4/Q que se utilizó como sonda, por lo que procedimosa su
secuencíaclon.

5. ANALISIS DE LA SECUENCIA DEL FRAGMENTO 84/GA

Ante los resultadosnegativosenlos intentosde obtenerelgendonadoen la genotecade ADNc
(lSh), decidimossecuenciaralgunodelos fragmentosqueconstituyenla sondaB4/Q.

La donaciónserealizóen el vectorpUC 18, etapanecesariaparallevar a cabo lasecuenciación
automatizada.Tras la donacióndelconjuntode fragmentoscontenidosenla sondaB4/Q, seobtuvo
un clon positivoqueconteníaun insertode550pb, quedenominamosfragmentoB4/QA (Figura38).

Ai seruno delos clonesconmayorinserto,sedecidiósecuenciarlo,aunquetras la secuenciaciónsólo

obtuvounasecuenciafiable de 381 pb, despuésde obtenerlas secuenciasde ambascadenasy repetir
porduplicadola secuenciacióndeunade ellas,

El reducidotamañode la secuenciaobtenida(sólo381 pb),nosdelimita extraordinariamente

cualquierconsideraciónrelativamentefiable sobreelgenal quepertenece.Sin embargo,nosparece

de interés, sobre todo teniendo en cuenta el futuro de este trabajo, discutir algunas de sus
caracteristícas,así como posibles marcos de lectura que podríamosestableceren la misma.
Previamente,debemostenerencuentaalgunasconsideraciones:

a) El fragmentodonadoderivadeunapoblaciónde ADNc, esdecir, tránscritospoliadenilados

convertidosen ADNc in vi/ro, por lo que el genen si es básicamentecodificantey se encuentra
procesado(en el casode la existenciadeintrones).Portanto, setrataríade un gende claseII.

En el géneroCalpadano seconoceaún secuenciaalgunasobregenesde claseII, ya quela

únicasecuenciapublicadahastaahoraserefiereal ARNr dela subunidadpequeña(GREENWOOD et
al., 1991),esdecir,un gen declase1.

Ante estaausenciadeinformaciónsobregenesdeCo/podo,hemosaplicadolos conocimientos
ya existentessobreel código genéticoque utilizan la mayoríade los ciliados estudiadoshastael
momento (PRESaWF, 1 994). Tetrahymena.Parameciwn.Paraurastyla, Oxyi’richa y Srylonychia

utilizan el triplete TGA como único codón de fin de lectura,mientras que los otros dos posibles
tripletes(TAA y TAG) codificanparaglutamina,aexcepcióndeLuplotes,queutiliza los tripletesTAA
y TAG como fin de lectura,mientrasel codónTEJA codifica paracisteina(PRESCOTT, 1994). Los

ciliados delgéneroCo/podaseencuentranmáscercanosaTetrahymenay Pararneciurnqueatuplotes,
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por lo quehemosutilizado el tripleteTGA como únicocodón defin de lectura.
Por otra parte,y considerandocualquieradelos posiblesmarcosdelecwrade la secuencía

obtenida,no tendríasentidoconsiderarlos codonesTAA y TAG comofin delecturaen ningunade
ellas,, ya que seencuentranen numerosasocasionesa lo largo de las mismas(Figura 41), lo que

careceríade sentidoen un ADNc,

¡9 La secuencíaobtenidapresentaun contenidomoderadamenteelevadoen A+T (62,2%),que
no sealejademasiadodel valor promedio(74%) quepresentael ADN macroy micronuclearde un
ciliado estándarcomo iétrahvmena(PREscoTr,1994).Sin embargo,resultaimportantediferenciar
regionescodificantesdelas queno lo son. Así, en Tetrahymenalas regionescodificantespresentanun
54%de MT, mientrasen las no codificantes,el porcentajeessuperioral 76%.En ciliadoshipotricos
el promediode A+T en secuenciascodificantesesde 50-60%y en secuenciasno codificantesde un
69-75% (PRI:scoi[T, 1994).

Ennuestrocaso,lasecuenciadel fragmentoB4/QA estáincompleta,por lo queconstituyeuna

pequeñapartede lo que puedeser el gencompleto,de modo queno representael valorcompletoy
correctode A±Tde la secuenciacodificante.A pesarde todo ello, el porcentajede A-4-T obtenidose

aproximamása losvalorespromediopresentadosen generalen ciliados.

En la secuendíaobtenida,podemosestablecerdosposiblesmarcosde lecturadiferentesque

se muestranenla figura 41, dependiendode los codonesde fin delecturaquehemosconsideradocomo

reales.A continuacióndiscutiremoscadauno de ellos.
El primer marcodelectura(Figura41A) muestraunaposiblesecuenciacodificantede 273 pb

(Figura42). Sin embargo,y teniendosiemprepresentequelasecuenciaes incompleta,existenunaserie

de razonesqueparecendescartarestaprimeraalternativa:

En primer lugar, debemosrecordarquese tratade unamoléculade ADNc derivadadeun

tránscritopoliademíadoy. porconsiguiente,procesado.Se podríapensaren un tránscritopolicistróníco,
pero resultaun hechoextrañoeneucariotas,No obstante,carecedesentidoencontrarunasecuencia
codificantetan cortaconrespectoal restoqueaúnquedapor secuenciar,quees muchomayor,dado

que la secuenciaB4/QA(381pb) esunapartedel fragmentoB4/Q de 550 pb, derivadoa su vez de una
bandade un patrónpolimórfico de la poblaciónde ADNc quistico de 1.600pb. Por tanto, la región
secuenciadarepresentasólamenteun 23% del total de la secuenciay nuestrapotencial región
codificante (273 pb) representaríaúnicamenteun 17%del total de la moléculade ADNc de la cual

derivaTodosestosdatossoncorrectossiemprequeseconsidereque la bandade 1.600 pb representa
el ADNc completo,lo queno sabemossi es cierto. Segúnestaprimerainterpretación,el resto dela
molécula(83%) podríaserunasecuenciano codificante,o bienunasecuencíacodificanteinterrumpida
por zonasno codificantes,es decir, por intrones,lo que resultamuy improbableal tratarsede un
tránscritoprocesado.Al mismo tiempo,el porcentajeen A+T de las zonasno codificantes(108pb),

posiblessecuenciasintrónicasen estemarcodelectura,esmuy inferior al descritoen ciliados (>85%),
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. En segundolugar, la secuenciacodificantepresentaun contenidoen A±Trelativamente

elevado(66,3%)a diferenciade lamediaobservadaenciliadospararegionescodificantes(PRP:SCOTT,

1994).

• Igualmente,seobservaqueaparecentresmetioninascomo inicio de la secuenciacodificante,

lo queresultarealmenteinusual.

Existe unasecuenciade 10 basesque se asemeja(aunqueno es idéntica)a la secuencia
consensode inicio de traducciónen eucariotas(KOzAK, 1986).La secuenciaconsensopropuestapor
esteautorestáconstituidapor 9 bases(CCAIGCCATG0)y funcionacomounasecuenciainiciadora
delatraducciónen eucariotas,La secuencia5-CCAACCATGA-3’ encontradaen nuestrofragmento
(Figura42) presentaunabaseadicional(A) queno existeen la secuenciaconsenso,así comounaA

enposición+4, A pesardeello, mantieneunapurina(A) enposición-3, característicacomúna muchos
otros ARNm de ciliados (HEIFTENTiLIN, 1985; KI.OBUTCIIILR etal., 1984; 1991;Mxiii et al., 1989).

• Con respectoa la secuenciaaminoacidicaresultantedela secuenciacodificante,podemos
destacarel uso de cuatro tripletes TTT que codifican parafenilalanina (F), codón que no es
frecuentementeutilizado en ciliados (BANNON et al., 1984; HELI~IENI3L[N, 1985; Hví.ívrvNni.:¡N &
MÚLLER, 1988; HOROwiTZ & GOROVSKY, 1985; MICELI et al., 1989). A pesarde ello, genesde
J>aramecium(PIUVR et al., 1987)y Rupia/es(KIn13uicIu~R et al., 1991; LiANa et al,, 1994; Mi=YLR

et al,, 1991) utilizan codonesTTT parafenilalanina,aunqueen unaproporcióninferior respectoal
codón1W, quecodificatambiénparaesteaminoácido.Igualmente,en la secuenciaquepresentamos,
existenalgunoscodonesquesonmuy pocofrecuentesenlos genesdeciliados descritoshastaahora:
CGT (arginina),ALGO (arginina),ACO (treonina),(300(glicina) y TCO (serma)(MARTn’4DM.E, 1989;
PRIS(O[i, 1994)

El segundomarcode lecturaqueconsideramosen el sentido5-3’ dela secuencia(Figura4 iB),
presentadosinterpretacionesposibles.En primerlugar,sepuedeestimarque todo el marcode lectura
sea codificante (Figura 41-BI) y que los codonesATO codifiquen para metioninas internasdel

polipéptido(Figura43) conlo queésteseríarico en residuosde fenilalanina(F) y glutamina(Q) (11
y 13 residuos,respectivamente).De nuevo, la mayor partede los residuosde fenilalaninavienen
codificadospor codonesTV!’ (8 residuos)y el resto(sólo 3 residuos)por elcodónTTC, lo queresulta

algo inusualen ciliadoscomo acabamosde discutir.
La abundanciaen residuosde glutamina(Q) se debea quehemosconsideradolos codones

TAA y TAO codificantesde esteaminoácido,ademásde los propiosde la glutamina(CALA y CAO).
Otros aminoácidosigualmenteabundantesen estasecuenciasonla leucina(L) con 12 residuos,y la
lisina (K) con 10 residuos.Todo ello no es más queel resultadode la abundanciade paresA±T
(62,2%),que esrelativamentealta paraunasecuenciacodificante,lo quehacequepredominenlos

aminoácidosqueutilizan los codonesmásricos en A y/o T.
Todos los puntos discutidos hastaahora hacen poco probableesta primeraposibilidad
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consideradadentrodel segundomarcode lectura.

Unasegundaposibilidadde interpretación,dentrodel mismomarcode lectura(Figura41 -B2),
seríaque la secuencíacodificantecomenzaseen el codón ATO de la posición310, con lo que la

secuenciacodificante presenteen este fragmentotendríasólo 72 pb, siendo mayor la región no
codificantecon 309 pb (Figura44). Enestecaso,los porcentajesde A+T de ambasregiones(54,2%
parala codificantey 64%parala no codificante)seaproximanmása los datosgeneralesobtenidosen
ciliados (PRESCoil, 1994).Así mismo,la región5’ no codificante(309 pb) presentaríaunaseriede
característicasestructuralesinteresantes:

a) Se observantresrepeticionesinvertidasquepuedenoriginar treshorquillaslocalizadasentre

los nucleótidos-227 a-199,-182a -167y -113a-93 de la región 5’ no codificante(Figura45). Las

secuenciasautoapareantesdedichashorquillasestánformadaspor 5-6 basesy sonricasen paresA+T.
En ciliadoshipotricos(MicElA et al., 1989)estashorquillas,localizadascercadel origendetraducción,

puedenrepresentarorígenesde replicación. Igualmentepodríanactuar como punto de unión o
reconocimientode proteínasimplicadasen la transcripcióno en su regulación,como sucedeen

levaduras(STRIJJU., 1988) Mi mismo,la regulacióntraduccionalde determinadasespeciesdeARNm

estámediatizadapor secuenciaslocalizadasen la región 5’ no codificantede dichostránscritos,El

ejemplo másclaronos lo ofreceel ARiNm quecodificaparala ferritina (CA.sEY et al., 1988), cuya

traducciónseve incrementadaen presenciadehierro,al eliminarsela horquillapresenteen la región
5’ no codificante.En la secuenciadel genquenosocupa,estashorquillaspodríantenerunafunción

similar en la regulacióndela traducciónde su ARNm.

b) Existensietesecuencias‘ITIT, tresdelas cualesformanpartedelas horquillascomentadas

anteriormente,Estostetranucleótidosde timina se hanencontradoen la región 5’ no codificantede

algunosgenes,tanto en hipotricos (HFiÁ.~iYNBEIN, 1985; I-WíÁ>TENI3EN & MULLER, 1 988;KMNE &
SPF:AR, 1982; LLXNG et al., 1994; MICELI et al., 1989)comoen Paraniccium(PRi±:Retal,, 1987)y

‘le trahyrncna (BANNON el al., 1984).En algunoseucariotas(KQI<N & BROWN, 1978; LL\Nc, et al,

1994)estassecuenciassehanrelacionadocomo señalesde terminaciónde la transcripción.

En nuestrocaso, y si consideramoscorrectaesta interpretacióndel marcode lectura,no

sabemosquesignificadopodríatenerlaaparicióndehorquillasen la región 5’ no codificante,al igual

quesucedeen otrosciliados.

e) A pesarde que la región situadaantesdel codónde inicio, en estainterpretaciónde la

secuencia,no seasemejaalassecuenciasconsensopropuestasparainicio de traducciónen eucariotas

(CCA/GCCATGO)(KOz¿xK, 1986)o en Saccharamyces(AITAA/TAA/CA) (HAMILTON et al., 1987),

es unacaracterísticacomúnamuchosotrosgenesdeciliados,adiferencia,por ejemplo,de lo que

ocurre en los escasosgenesidentificadosquese hanrelacionadocon procesosde diferenciaciónen
hongos(BERNII:R etal., 1987; PODC,ORSKYetal., 1986; SAvARD etal., 1989),quepresentansecuencias

semejantesa la secuenciaconsensodeSaccharamyces
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d) SeobservaunasecuenciapalindrámicaAA’ITTATTTAA enposición-38 a -28, próxima
al codónde inicio detraducción(ATO). En hipotricos, las secuenciaspalindrómicasricasen paresA+T
en regionesno codificantes,sehanrelacionadocon suposiblefuncióncomoorígenesde replicación

(HEuniNíí:nÑ, 1985). Al igual queparalas otrassecuencias,desconocemosquéfunciónpodríatener
en estecaso.

A pesardequela regióncodificantede estasegundainterpretacióndel marcode lecturaes
probablementeincompleta(sólo24 aminoácidos),podemosdestacaralgunascaracterísticas.Enprimer
lugar, el único residuodefenilalaninaencontradovienecodificadopor el tripleteTTC, algo queresulta
másacordeconla utilizacióndecodonesenciliados. En segundolugar,el aminoácidomás abundante
presenteenesteoligopéptdoeslaglutamina(Q)(12,5%dela secuenciaobtenida).En Coipodasic/fil

(TiBi3s, 1966; 1982), la proteínaqueformapartede la paredquisticaesricaenresiduosde glutamina
(20%). Sin embargo,resultaríaosado consideraruna posible analogía,ya que la secuencíaes
incompletay el marcodelecturapuedeno serel correcto,

A la esperade tenerla secuenciacompletay segúntodoslos datosexpuestos,estasegunda

interpretacióndel marcode lecturadel fragmentoB4/QA (Figura44), parecela másfactiblede todas
las consideradas,en funcióndel porcentajeen A-4-T, de suscaracterísticasestructurales(horquillas)y
de la utilizacióndecodones.

En definitiva,, el fragmentoB4/QA constituyeunafracciónmuy pequeñade un gende clase
II, probablementeinvolucradoen el enquistamientodeC. in/lata, que incluiría unabuenapartede la
región5’ no codificantedelgeny unamínimapartede la regióncodificante,Evidentemente,la posible
confirmacióno refutaciónde estahipótesisestápendientede lacompletasecuenciacióndel gen.

6. PERSPECTIVAS Y ALGUNAS CONSIDERACIONES GENERALES

Somosconscientesde queel trabajo queaquí se presentaes un trabajo inacabado,ya que
únicamentese muestrala secuenciade un fragmentode 381 pb (B4/QA) de la sondaB4/Q. El

conocimientodela secuenciacompleta,no sólo dela sondaB4/Q sino de la moléculade ADNc dela
cualprocede(1.600pb), nosofreceríamuchamásinformaciónparatratarde comprenderla función
de estetránscrítoen el procesode enquistamiento.

Nuestroobjetivo másinmediatosecentraría,por tanto,en la secuenciacióncompletade esta
moléculade ADNc, El conocimientode la secuencianospermitiráconocerdequé proteínasetrata,

suscaracteristicasestructuralesy su posiblefunciónenel enquistamientodeColpodain/la/a.

Otrascuestionesinteresantesque han quedadosin resolveren estetrabajo y que deberían
constituir,igualmente,partede estasperspectivassonlas siguientes:

> Basándonosen la posibilidadde encontraralgunaheterogeneidaden las poblacionesde 1 2h

y 1 8h en los experimentosde sustracción,cabríala posibilidad de aislar bandasdiferencialesy
utilizarlas como sondasespecíficasde algunasde estasetapas,siemprey cuandono estuvieran

presentesen ambasmuestrasni en célulasvegetativas.
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> El patróndehibridacióncon la sondaB4/Q sobrepoblacionesde ADNc nosha permitido

establecerunaseriede hipótesissobreposiblesmecanismosde expresióngénicainvolucradosen el
enquistamiento.Estashipótesisdeberíanserdilucidadasenun futuro próximo.

Además de resolverestascuestionespendientes,es necesariala búsquedade más genes
involucradosdirectao indirectamenteen el enquistamientoy, en estesentido,estetrabajodetesisnos
haresultadode granutilidad paradescartarposiblesestrategiasy enfocarotrasnuevas.

Debemos,igualmente,considerary valorarel hechodel carácterpionerodel trabajoqueaquí
sepresenta(veásela bibliograflarelativaaenquistamientoenciliadosqueseha publicadohastaahora),
con todas las dificultadescaracterísticasde la ausenciade precedentesdentrodel ámbito de los
protozoos ciliados que ayuden a contrastar resultadosy a solventar problemastécnicos o
metodológicos.

Sin embargo,y al igual queocurrecon otrosaspectosdel procesocriptobióticoen ciliados,
hemosencontradocuriosassimilitudesrespectode otrosprocesoscriptobióticossemejantes,tantoen
procariotascomo en eucariotas,lo que nos indicaría que posiblementeestamoscomenzandoa
comprendermejorel desarrollode estecomplejoprocesode diferenciacióncelular,
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CONCLUSIONES

1. Los quistesde resistenciamadurosdel ciliado Ca/pacía inflo/a contienenARN poliadenilados,al
igual quesucedeen los quistesde amebasy enotrasformasde resistenciao criptobióticas,comolas
esporasdehongosfilamentososy levaduras,

2. El estudiode los polimorfismos de las poblacionesde ADNc obtenidosde célulasvegetativas,
prequisticasy quistesderesistencia,revelanunaelevadasimilitud entreellos. Estosresultadospodrían
indicarqueseoriginanpocostránscritosespecificosdeenquistamiento,comopareceserquetambién
ocurreen el enquistamientode amebas.

3. Los resultadosobtenidossobreel tránscritodel queformaparteel fragmentosecuenciadoB4/QA,
nos indicanquepuedevariar la concentraciónintracelulardealgunos ARNm duranteel procesode
enquistamientode (‘ ¡nf/aa¡. Y, como sucedeparaestetránscrito,podríanacumularseun mayor
númerode copiasen el estadodiferenciadoo quistederesistencia.

4. El hechode que determinadostránscritosincrementensu presenciaen el estadocriptobiótico,
pareceserun fenómenohabitualentrelos sistemasvivos microbianosquepresentanprocesossimilares
al enquistamientode ciliados. Su correctosignificado, así como las característicasfisiológicasy
estructuralesquelo hacenposible,son cuestionesaúnpor resolveren la mayoríadelos casos.

5. El presentetrabajoconstituye,teniendoencuentalo publicadohastael momento,el primer intento

conocidosobreestudiosmolecularesdel procesode enquistamientoen protozoosciliados. El carácter
pionerodelmismohaimplicado la optimizacióny adaptacióndediversastécnicas,su adecuacióna las
característicasdel material vivo y delprocesoaestudiar,así comoel diseñode diferentesestrategias.
Todo ello ha constituidoun conocimientoprevionecesarioque, a nuestroentender,serála basedel
futuro trabajo molecularsobreel enquistamientodelciliado (“olpoda ¡ti/la/a.
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