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1. CONCEPTO DE CRIPTOBIOSIS

El término criptobiosis fue introducido por KEILIN (1959) para designar aquellos estados en
los que los sistemas vivos no muestran signos externos de vida activa, v su actividad metabolica resulta
dificilmente medible.

Por lo tanto, el concepto de criptobiosis implicaria la ausencia de signos vitales visibles
(reproduccion, alimentacion, etc.) y la falta de un metabolismo mensurable (transcripciones,
traducciones, etc.), todo ello provocado por un proceso de diferenciacién que conlleva drasticos
cambios estructurales y fisiologicos, constituyendo una perfecta estrategia de supervivencta pasiva
como respuesta a la presencia de condiciones desfavorables que impiden continuar en el ciclo
crecimiento-division. Asi, una caracteristica intrinseca al estado criptobiotico es su longevidad en
condiciones desfavorables para la vida activa.

La existencia de formas criptobiéticas en los ciclos de vida de diferentes organismos es un
fenomeno ampliamente difundido, pudiéndose encontrar numerosos ejemplos tanto en
MICrOoTZanismos procariotas y eucariotas como en plantas y animales (HALVORSON, 1961) Podemos
destacar como tipicas formas criptobioticas en microorganismos: la espora bacteriana, los quistes de
resistencia de numeros protozoos y las esporas de hongos. Todos estos procesos que implican la
formacién de estados de resistencia muestran numerosas analogias entre si, a pesar de su distancia
filogenética, por lo que proponemos el término criptobiosis como denominacion generalizada para
todos ellos.

Uno de los mejores ejemplos de criptobiosis microbiana nos la ofrece la esporulacion
bacteriana o proceso que conlleva a la formacion de la espora, siendo ésta un perfecto estado
criptobiotico procariota. Entre los microorganismos eucariotas, los quistes de resistencia de ciliados
representan un buen ejemplo de estado criptobiotico ya que, una vez alcanzado dicho estado, la célula
puede permanecer viable durante largos periodos de tiempo.

En ciliados el proceso que conduce a la aparicion de formas criptobioticas se denomina
enquistamiento, mientras el proceso contrario o emergencia de la célula vegetativa a partir del quiste
de rtesistencla se conoce como exquistamiento. Ambos procesos configuran el ciclo E-E
{Enquistamiento-Exquistamento), ciclo facultativo conectado al ciclo C-D (Crecimiento-Division) del
ciliado (Figura 1).

En el ciclo biolégico de otros microorganismos eucariotas, como en el caso de hongos
mucosos, podemos encontrar dos diferentes formas de resistencia, denominadas microquistes y
esférulas o esporas. Los microquistes se originan a partir de los estados ameboides del hongo en un
proceso denominado 1guaimente enquistamiento, mientras las esférulas o esporas se forman a partir
del plasmodio, en un proceso particularmente conocido como esferulacién.

Una caracteristica adicional del estado criptobidtico es su posible funcién en la dispersion
ecoldgica y posterior colonizacion de otros habitats, ya que pueden ser facilmente transportados por
el viento o por amimales (SCHLICHTING & SIDES, 1969}
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Figura 1: Ciclo biologico de Colpoda inflata. conteniendo ¢l ciclo C-D (Crecimiento-Division). que implica [a
aparicion de quistes de division. v el ciclo facultativo E-I (Enquistamiento-Exquistamicnto) que se induce por falta de

nutrientes en el medio. dando hegar al quiste de resistencia.

Una caracteristica destacable de los quistes de resistencia de ciliados, al igual que otros
sistemas criptobioticos, es, precisamente, su resistencia a condiciones extremas que son letales para
los estados vegetativos de estos ciliados, pero no para sus formas criptobioticas, tales como
temperaturas elevadas, condiciones de alto vacio, desecacion o altas dosis de radiacion visible y
ultravioleta (BYCIHENKOVA et al. |, 1969; GIESE, 1973; TAYLOR & STRICKLAND, 1936)

La longevidad quistica es poco conocida, aunque existen datos de exquistamiento efectivo de
muestras de quistes de hasta 49 afios de antigiiedad, como es el caso de quistes de ('olpoda cucullis
(GooDLy, 1913).

CILIADOS

El proceso de enquistamiento conlleva el desarrollo de un complejo programa de diferenciacion
celular que es miuy poco conocido. Las principales caracteristicas del proceso de enquistanuento y de
los quistes de resistencia en ciliados se describen a continuacion.

2.1, Inductores de enquistamiento
Aunque se han descrito numeros factores que inducen enquistamiento en ciliados (cambios de

temperatura, acumulacion de sustancias de desecho, cambios osmoticos o de pH, desecacion del
medio, deficiencia de oxigeno o incremento de la densidad celular) (CORLISS & ESSER, 1974), la forma
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mas habitual v universal de induccion es la ausencia de nutrientes o hambre.

Muy poco se sabe a cerca del mecanismo transductor de la sefial de induccién o de la posible
existencia de receptores especificos que reconozcan posibles sustancias inductoras de enquistamiento.
Hasta ahora sélo se conoce la existencia de un inductor especifico de enquistamiento en Euplotes
encysticus que se ha identificado como una proteina de bajo peso molecular (YONIZAWA &
TAKASHASHT, 1989).

2.2. Estructura y composicién de la pared quistica

Una de las principales caracteristicas de los estados criptobidticos es la presencia de una pared
{parcialmente permeable) que rodea a la célula protegiéndola de las condiciones adversas. El estudio
por microscopia electronica de transmisién de los quistes en numerosos ciliados indica que el nimero
de capas o envueltas de la pared quistica varia entre un minimo de una y un maximo de cuatro,
denominadas, desde el exterior al interior del quiste. ectoquiste, mesoquiste, endoquiste y metaquiste
(capa granulosa) (DELGADO et al | 1987; GUTIERREZ et al., 1983a; MARTIN-GONZALEZ et al., 1994,
MATSUSAKA, 1976; TIBRS, 1968; WALKER & HOFFMAN, 1985). La envuelta mas externa (ectoquiste)
puede presentar protuberancias o estructuras ornamentales, vy en ocasiones poros u ostiolos (BUSSERS,
1976; GUTIERREZ et al, 1983a; RicCI et al., 1985).

Aun conocemos poco a cerca de la composicion quimica de las paredes quisticas, debido a los
problemas de solubilizacion que presentan las macromoléculas que las componen Los principales
componentes macromoleculares son proteinas, glucoproteinas y carbohidratos, localizados
indistintamente en las diferentes capas quisticas (BENITEZ et al., 1991; BUSSERS & JENIAUX, 1974;
CaLvo et al, 1983; GUITERREYZ et al., 1984; MATSUSAKA & HONGO, 1984; Rios et al., 1989; TIBBS,
1966).

Estas capas quisticas, morfologica y bioquimicamente distmtas, se forman a partir de diferentes
precursores quisticos durante el enquistanuento. Se han identificado, microscédpica y citoquimicamente,
precursores para cada una de las capas (GRIMES, 1973; GUTIERREZ et al, 1983b; HoLT & CHAPMAN,
1971, MATSUSAKA, 1979, WALKER & MAUGEL, 1980). Dichos precursores pueden originarse fanto en
el reticulo endoplasmatico rugoso como en el aparato de Golgi (CALVO et al., 1986).

Como se ha descrito en Colpoda inflata (BENITEZ et al., 1991;1992), 1a glucosilacion de
proteinas desempefia una funcion importante en el desarrollo normal del proceso de enquistamiento.
Muy probablemente, estas glucoproteinas estan involucradas en la formacion de la pared celular,
puesto que mhibidores como la tunicamicina, a una concentracion subinhibitoria del enquistarmiento
(10 wg/mi) ocasionan profundas alteraciones en la pared quistica, dando origen a 1a aparicion de quistes
ovoides (BENITEY et al., 1992).

Se han aislado anticuerpos contra componentes de paredes quisticas (MARTIN-GONZALEZ et
al., 1991b; Rios et al., 1992), que han resultado muy Gtiles para la localizacidon de estas proteinas en
las diferentes envueltas quisticas, asi como para su identificacion electroforética. Igualmente, se han
empleado para una mejor identificacion de las etapas prequisticas y un analisis mas exacto de la
cinética de enquistamiento (BENITEZ et al., 1994). Posiblemente, estos anticuerpos seran una

4
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herramienta util para la mejor identificacién de precursores de pared quistica y para el estudio de su
formacion y localizacion citoplasmatica durante la formacion de la pared.

2.3. Caracteristicas morfologico-fisiologicas del proceso de enquistamiento en ciliados

Durante este proceso de diferenciacion celular la célula experimenta una serie de cambios
morfologicos y fisiologicos que conduciran al estado diferenciado o quiste de resistencia.

Uno de los cambios mas importantes y generalizados es una drastica disminucion del volumen
celular, con respecto a la célula vegetativa. En algunos ciliados esta pérdida de volumen puede
representar hasta el 80% y es una consecuencia directa de la pérdida de agua intracelular a través de
la vacuola contractl {RicCl et al., 1985; TIBBS & MARSHALL, 1970. WALKER & MAUGEL, 1980;
WALKER et al., 1980). Esta deshidratacion citoplasmatica desempefia un importante papel en la
consecucion del estado ametabélico caracteristico de todo estade criptobidtico.

Durante las fases iniciales del proceso de diferenciacion, el ciliado adquiere la forma esférica
y se puede producir, o no, la reabsorcion de parte o toda la infraciliacién somatica v oral (MARTIN-
GONZALEZ et al | 1992; WalkKiiR & MAUGEL, 1980).

Al mismo tiempo, la célula prequistica experimenta importantes reorganizaciones en organulos
intracelulares, probablemente como consecuencia de la pérdida de agua intracelular y el consiguiente
incremente de la densidad celular. A continuacion resumimos los cambios mas llamativos y quza
mejor descritos:

» Es bastante frecuente un empaquetamiento mitocondrial, que implica el agrupamuento de
numerosas mitocondrias en diferentes regiones del citoplasma quistico, sin que tenga lugar la fusion
de membranas mitocondriales (GRIMIS, 1973; MATSUSAKA, 1976; RIOS et al., 1985, TIBBS, 1968;
VERNI et al., 1984; WALKER et al., 1980) En algunos casos, por el contrario, se ha descrito una
degeneracion de parte de la dotacion mitocondrial sin que exista empaquetamiento, como ocurre en
Laurentiella acuminata (GUTIERREZ & PEREZ-SILvVA, 1983) o en Diophrys scutum (WALKER &
MaUGEL, 1980). Estos cambios mutocondniales podrian estar relactonados con la disminucion, durante
el enquistamiento, de la tasa respiratoria medida en algunos ctliados (GIESE, 1973; PIGON & EDSTROM,
1961).

» El sisterna nuclear del ciliado (macronucleo-micronicleo) sufre importantes cambios a lo
largo del enquistamiento, pudiendo afectar a cualquiera de los dos tipos de niicleos o bien a ambos.
En ciliados que presentan, en estado vegetativo, varias masas macronucleares, éstas suelen fusionarse
en una sola durante el enquistamiento (GRIMES, 1973; GUTIERREZ, 1985; GUTIERREZ & PEREZ-SILVA,
1983; GUTIERREYZ et al., 1981; MATSUSAKA & KIMURA, 1981; VERNI et al., 1984; WALKER et al.,
1975;1980), aunque existen algunos ciliados en los que no se ha observade este tipo de
comportamiento (MATSUSAKA, 1976; WALKER & MAUGEL, 1980).

Una de las principales v mas importantes consecuencias de esta fusion nuclear es la
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condensacion cromatinica (GUTIERREZ, 1985), que posiblemente contribuye a la inactivacion del
genoma macronuclear, caracteristica propia del estado coiptobidtico. Esta condensacion cromatinica
ha sido comprobada mediante estudios sobre cromatina macronuclear aistada en Bursaria truncarella
{ TIKHONENKO et al , 1984}, v que ha mostrado la existencia de densos cuerpos cromatinicos en el
macronucleo quistico.

En otros ciliados, como Colpoda inflata, se ha descrito la formacién durante el enquistamiento
de cuerpos de extrusion a partir del macrontcleo (MARTIN-GONZALEZ et al , 1991, MORAT et al.,
1981). El significado de esta pérdida de ADN macronuclear es, probablemente, ajustar el volumen
macronuclear al nuevo volumen del citoplasma quistico. Se desconoce el mecanismo de formacion de
los cuerpos de extrusion y la informacion que contienen.

Los nucleolos decrecen en tamafio y se hacen mas esféricos durante el enquistamiento
(GRIMES, 1973; MATSUSAKA & KIMURA, 1981; WALKIER et al., 1980),

El micronticleo o micronUcleos experimentan cambios menos drasticos que el macronucleo.
Es frecuente, en ciliados con varios micronucleos, la degeneracion de algunos de éstos durante el
enquistamiento, aunque su dotacion original suele restaurarse durante el exquistamiento por mitosis
de los micronucieos del quiste (GRIMI'S, 1973, GUTIERREZ et al , 1981; WALKER et af., 1980)

» Durante las primeras etapas del enquistamiento tiene lugar en la célula una elevada actividad

autofagosémica, responsable de los procesos degradativos que ocurren en el citoplasma prequistico
¥ que podria suponer un importante aporte energético endégeno para la célula en diferenciacion y una
fuente de precursores para las biosintesis del enquistamiento (GRIMES, 1973, GUTIIRREZ & PEREZ-
Sn.va, 1983; HOLT & CRAPMAN, 1971, MATSUSAKA, 1976, WALKIR et al., 1980).

LARES DE LA CRIPTOBIOSIS EN MICROORGANISMOS
EUCARIOTAS

Como consecuencia del escaso conocimiento de indole molecular sobre el proceso de
enquistamiento en ciliados, hemos creido que puede resultar de utihdad la exposicion de los datos
moleculares que actualmente se conocen en tomo a procesos de criptobiosis en otros microorganismaos
eucariotas, con el fin de establecer posibles analogias con la criptobiosis en ciliados.

3.1. Acumulacion de ARNm en quistes y esporas
3.1.1. Naturaleza de los ARNm
Las esporas de una gran variedad de hongos mucosos y levaduras, asi como los quistes de

algunas amebas y ciliados, contienen un poo!/ de ARNm pohadenifado que es sintetizado durante el
proceso de esporulacion ¢ enquistamiento (Tabla I)
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Tabla I: Quistes o esporas de microorganismos que contienen un peof de ARNm poliadenilado

j’
MICROORGANISMOS REFERENCIA
Allomyces arbuscnla BURKE ot al 1972
Allomyees macrogynus SMITH & BURRT: 1979
Amebas’ JeHAN & DUITA, 1977
Blastocladiella emersoni Jomson et al | 1977
Botryodiplodia theabromag KNIGHT & Vax ETrex, 19760
Didirnun nasitum Bz & MAYER. 1976
Fhctyostelinnm discoidem Cavonds o al, 1982
Fulgo septica NELSON & ORLOWSKL 1982
Newrospora crassa AREES & MeCariey, 1976
Mucor raceniosus Lo & Oreowsel, 1982
Peronaspora tubacina HoLLoaox, 1969
|. Physarum polycephalun SAavARrD o al, 1989
Rbizopus stolonifer Van ETTEN & FREER, 1978
Saccharomyces cerevisive HARPER of al.. 1980
Uromyces phaseol: Starirs e al . 1968

Y Schizopyrens russelli. Harimannella rigsodes, Acanthamoeba castellanii. Tetramitus rostratus v Didascalys thornioni

Algunas de estas especies de ARNm pueden ser activas mientras otras permanecen Inactivas
por mecanismos de procesamiento postranscripcional, hasta que se induce la germmacion de las
esporas {o exquistamiento), como se describira mas adelante.

La presencia de este ARNm o de polisomas ha sido demostrada directamente (hibridacion con
*H-poli U) o bien mdirectamente con el empleo de inhibidores de sintesis de ARN como Actinomicina-
D, Proflavina, 5-Fluorouracilo, Bromuro de Etidio, Fluoruro Sédico, Azida Sodica y Rifampicina
durante las primeras etapas del proceso de germinacion (BURKE et al., 1972; BUTZEL & MAYER, 1976;
HoLLOMON, 1969, LINZ & ORLOWSKI, 1982; NELSON & ORLOWSKI, 1982) En varios géneros de
amebas de vida libre (Schizopyrenus russelli, Hartmannella rhysodes, Acanthamoeba castellanii,
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Tetramitus rostratus y Didascalus thorntoni) el exquistamiento no se ve afectado por AMD, lo que
sugiere igualmenie la posible presencia de ARNm preexistente en los quistes, involucrado
probablemente, en la sintesis proteica de nove durante el exquistamiento (JEHAN & DUTTA, 1977,
RubDick, 1971).

La cantidad de ARNm poliadenilado acumulada en las diferentes clases de esporas de hongos
es variable segun los diferentes géneros, y representa una media del 1,8% al 5% del total de ARN
contenido en dichas esporas. La mayor parte de este ARN (60-80%) se situa en una region perinuciear
especifica del estado diferenciado que rodea el nucleo {(denominada cap nuclear), que es una zona rica
en ARN, proteinas y ribosomas. El resto de ARNm se encuentra en fracciones extraperinucleares, en
localizaciones aun no determinadas (JOINSON et al., 1977, KNIGHT & VAN ETTEN, 1976a; LNz &
ORLOWSKI, 1982; ROHEM et al, 1974, SMITH & BURKE, 1979).

Este ARNm acumulado en esporas suele ser muy heterogéneo en tamafio (10S a 235), aungue
ias moléculas de pequefio tamaiio son mas abundantes (HARPER et al., 1980; OrRLOWSKI, 1991) En
peneral, la composicion de bases es bastante similar a la encontrada en el estado vegetativo (CAMONIS
etal,, [982; HARPER et al., 1980). Se ha descrito también que el ARN poli(A)” encontrado en algunas
esporas (Blastocladiella emersonii y Saccharomyces cerevisiae) contiene estructuras resistentes a
RNasas T, T- y A, y que ademas puede ser marcada con *P, lo que sugiere la presencia de una
caperuza en el extremo 5' (JOHNSON et al , 1977; ORLOWSKI, 1991).

Muchos de los ribosomas contenidos en la regton permuclear de las esporas fingicas estan
asociados a ARNm: 41% en Blastocladiella emersonii (JOHNSON et al , 1977) y 22-35% en Mucor
racemosus (LINZ & ORLOWSK], 1982). Se sabe, ademas, que en Blastocladiella existe una propor¢ion
relativamente alta de polisomas organizados en forma de complejos de iniciacion 808, algunos de los
cuales se encuentran detentdos en fase de elongacion (JAWORSKI & STUMIOFER, 1984), aunque segun
otros autores (JOHNSON et al., 1977) los nbosomas de la regién perinuclear se encontrarian en forma
de nbosomas 808 libres, y es 20 minutos después del comienzo de la germinacién cuando el 50% de
los ribosomas de las zoosporas se encuentran en forma de polirribosomas.

Aunque el total de ARN poliadenilado contenido en esporas maduras de [ictyostelium
discoideum representa cerca de la décima parte del contenido total presente en células en crecimiento
(aproxamadamente 3.000 especies), la relacion de secuencias poliadeniladas respecto del total de ARN
permanece similar a la encontrada en varios estados de su ciclo de vida (CAMONIS et al., 1982).

Las especies de ARN detectadas en mas de una copia por célula en las esporas de
Dictyostelium pueden clasificarse en tres grupos segin su abundancia: especies presentes en 1.000, 50
y 4 copias por célula. Una gran parte de este ARN es comun al encontrado en otras etapas del ciclo
celular de Dictyostelium (amebas vy estados de agregacion), aunque con diferente abundancia relativa.
Segin estos datos, sélo del 20% al 30% del total de ARN es especifico del estado de espora
(BLUMBERG & LoDIsH, 1980; CAMONIS et al.,, 1982). De hecho, entre los ARNm acumuladoes en la
espora de Dictyostelium se han identificado también transcritos especificos de actina {(MACLEOD et al.,
1980).

Pero aun no se ha determinado si la mformacion contenida en dichas moléculas corresponde
a la informacién necesaria para el proceso de germinacion o se mantiene también ARN especifico de
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esporulacion, ya que han sido caracterizadas muy pocas moléculas. En Blastocladiella emersonii
{JAWORSKI & THOMSON, 1980), el ARN poli(A)" presente en la espora ha sido sintetizado tanto durante
la fase de crecimiento como durante las Gltimas etapas del proceso de esporulacion, ya que el ARNm
sintetizado en las primeras etapas de la esporulacion es degradado.

El marcaje in vivo de proteinas (con **S-metionina) en presencia o ausencia de AMD en 5.
emersonii (SILVA et al., 1987) durante el proceso de germinacion, muestra que la sintesis proteica
durante los primeros 25 minutos se debe a la traduccion de especies de ARNm ya existentes en la
espora. Se han identificado en la germinacion al menos seis polipéptidos codificados a partir de genes
ya transcritos durante fa formacion de zoosporas, lo que evidencia la presencia de transcritos
conteniendo al menos parte de la informacidn necesaria para el desarrollo de la germimacion. DOWDS
& Loomss (1984) han identificado una de estas especies acumuladas en la espora corno ARNm de la
proteina SP96, uno de los principales componentes proteicos de la pared de las esporas de
Dictyostelium discoideum, por lo que es posible también la acumulacién en la espora de ARNm ya
traducido durante la esporulacién.

En Mucor racemosus el analisis por electroforesis bidimensional de los productos proteicos
obtenidos de la traduccion in vifro de los ARNm acumulados en las esporas, da origen a un conjunto
de proteinas 1dénticas a las sintetizadas in vive durante los primeros 30 minutos de germinacion (LINZ
& ORLOWSKI, 1987), lo que implica mecanismos de regulacion postranscripcional que dirigen
selectivamente Ia traduccidon de moléculas de ARNm tanto durante la esporulacién como durante la
germinacién del hongo (ORLOWSKI, 1991).

JULIEN et al. (1984) han estudiado también la expresion de un gen especifico del estado de
espora de ). discoideum mostrando que su correspondiente ARNm esta presente en estados
vegetativos y también durante el proceso de diferenciacion, aunque su cantidad se incrementa hasta 40
copias por célula en las esporas. Este ARNm codifica para un polipéptido de 55 KD, de funcién hasta
ahora desconocida.

También la germinacion de esporas bacterianas es insensible a inhubidores de ARN (y también
a inhibidores de proteinas). lo que implica la existencia de ARN y proteinas en Ia espora madura (MOIR
et al., 1994)

3.1.2. Longevidad de los ARNm

La acumulaciéon especifica de ARNm en las células en diferenciacion podria deberse, en
algunos casos, a alteraciones en la tasa de degradacion mas que en la de sintesis (KI.LICK & WRIGHT,
1974) por lo que quiza deban existir mecanismos de estabilizacion de dichas moléculas frente a los
activos procesos de lisis que tienen lugar en las células diferenciandose.

Muchos de los resultados obtenidos hasta ahora indican que este proceso de estabilizacién de
ARN es el principal mecanismo de control de la expresion génica durante procesos de diferenciacion
celular en microorganmismos eucariotas (MANGIAROTTI et al., 1985).

Durante las fases iniciales del desarrollo de ictyostelium los ARNm sintetizados de #ovo son
bastante inestables, con una vida media de menos de 30 minutos. En estados avanzados de su
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desarrollo, la vida media de estas mismas moléculas se incrementa hasta mas de cuatro horas, un valor
comparable al de los ARNm constitutivos (BLUMBERG & Lonisti, 1980). A pesar de ello, no se ha
determinado aiin si estos cambios pueden representar un mecanismo de control primario per se, o sl
se trata de un efecto secundario del control traduccional, que podria liberar moléculas de ARNm de
polirribosomas, acelerando asi su degradacion.

La proteccion de estas moléculas de ARNm contra la accion de nucleasas podria deberse a su
acoplamiento con proteinas (HOLL.OMON, 1973), aunque otros autores sugieren gue son los ribosomas
asociados al ARNm los que protegerian a dicha molécula de la degradacion por RNasas (LINZ &
ORLOWSKI, {982},

3.1.3. Mecanismos de regulacion traduccional del ARNm almacenado

A pesar de que en la espora o quiste existan la mayoria (st no todos) los elementos necesarios
para ilevar a cabo la sintesis proteica: ARNm, aminoacil-ARNt y sintetasas, factores de elongacién y
ribesomas (GONG & Lovirt, 1977, JAWORSKI & STUMHOFIR, 1983, ROHEIM et al,, 1974; YaNIV &
STAPLES, 1971), sin embargo, algunos de estos ARNm acumulados en la espora no son traducidos
hasta la germunacion.

Por Jo tanto, las esporas o quistes son potencialmente capaces de biosintetizar proteinas a partir
de los transcritos que acumulan. Pero, probablemente, estos ARNm son sintetizados durante la
criptobiosis (esporulaciéon/enquistamiento) para ser leidos durante la germinacion o exquistamiento,
lo que ahorra transcripciones a la célula que emerge del estado criptobidtico.

La presencia de este ARNm en las esporas de numerosos hongos sugiere la hipotesis de que
el inicio de la germinacién mcluye mecanismos reguladores que afectan a la biosintesis proteica. Para
HOLLOMON (1973), durante las primeras etapas de la germinacion de Peronospora tabacina se
produciria la disociacién de las subunidades ribosémicas permitiendo la unién de!l ARNm a la
subunidad pequeiia dei nbosoma y originando el complejo de iniciacién. Dicho complejo reconoceria
entonces a la subunidad grande (unida a la membrana plasmatica de las espora) comenzando el proceso
de traduccion Para otros autores (LINZ & ORLOWSKI, 1982) los mecanismos de control parecen
relacionarse con el nivel de fosforilacion de la proteina S6 de la subumdad ribosomica 40S. Dicha
proteina no se encuentra fosforilada en esporangiosporas de Mucor racemosus, pero se fosforila
rapidamente durante el proceso de germunacion {(LARSEN & SYPHERD, 1980). El grado de fosforilacion
de dicha proteina se correlaciona tanto con altas tasas de sintesis proteicas como con elevados niveles
intracelulares de ATP.

Otra de las hipétesis propuesta (JAWORSKI, 1976) es ia posible existencia de cambios en la
adenilacidn de los ARNm preexistentes, que podria constituir la base de una seleccion traduccional
durante la germinacion de Blastocladiella, ya que se ha detectado (en presencia de AMD) adenilacién
y desadenilacion del ARNm acumulado en la espora, indicando asi que ambos procesos no son depen-
dientes de transcripcion {Su.va et al., 1987).

La regulacion de una traduccion selectiva podria ejercerse también a nivel de la maquinaria
traduccional, ya que exsten evidencias de polisomas detenidos en fase de elongacion en zoosporas de
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Blastocladiella (JAWORSKI & STUMIIOFER, 1984) donde aproximadamente el 41% de sus ribosomas
estan acomplejados con ARNm y menos del 10% de los ARNt unidos a ribosomas de la espora
corresponden a metionil-ARNt, lo que indica que la mayoria de esos ribosomas no se han detenido en
complejos de iniciacién, sino que han experimentado algo de elongacion. Se ha descrito también en este
mismo hongo la presencia de un inhibidor de bajo peso molecular (probablemente un nucledtido) que
bloquea la union del aminoacil- ARNt a los ribosomas y que se localiza en el citoplasma de la espora,
en la region extraperinuclear (ADELMAN & LOVETT, 1974). Segun estos autores, el inhibidor podria
modular la traduccion proteica uniéndose a polisomas lo que evitaria la traduccion de los ARNm
almacenados en la espora. Igualmente, JAWORSKI & STUMHOFER (1983) proponen la existencia de
"particulas inhibidoras" en esporas, que sedimentan como particulas subribosomales, que bloquean la
aminoacilacion del ARN, pero no interfieren en etapas posteriores de la biosintesis proteica. La misma
interpretacion se ha propuesto para la regulacion del proceso de traduccion de moléculas de ARN
especificas durante la diferenciacion de Dictvostelium, que podria explicarse en funcidn de la
disminucion en la actividad de algun componente de la maquinana de traduccion, como por ejemplo
algin factor de iniciacion (ALTON & LODISH, 1977).

Contrariamente a lo expuesto hasta ahora, algunos autores sostienen que la expresion de un gen
o genes durante un proceso de diferenciacion no implica necesariamente la sintesis de novo de ARNm,
ya que éste puede estar normalmente presente durante el crecimiento y puede ser traducido inicamente
durante el proceso de diferenciacion (KILLICK & WRIGHT, 1974}). De hecho, RAMAGOPAL & ENNIS
(1981) han encontrado, en amebas de Dictyostelium, ARNm de dos proteinas ribosomales presentes
durante todo su ciclo de vida v, que s6lo son traducidas durante el proceso de diferenciacion.

3.2. Metilacién de acidos nucleicos en la criptobiosis

Existen evidencias de que durante los distintos procesos de diferenciacion celular gue conducen
a la aparicion de formas criptobidticas se producen cambios en los patrones de metilacion del ARN o
ADN.

El nivel de metilacién de ARN se ha determinado unicamente en Physarum flavicomum
(ASGARI & HENNEY, 1989) Se han comparado los niveles de metilacion de ARN total en células
enquistandose en condiciones normales con una poblacién enquistandose en presencia de adenina.
Existe una relacion inversa entre la concentracién de adenina exégena y la capacidad de las amebas de
este genero para formar microquistes. La inhibicion del enquistamiento por adenina es consecuencia
de Ia aiteracion de {os niveles intracelulares de SAM (S-adenosilmetionina), como lo demuestra el
hecho de que las células tratadas presentan concentraciones intracelulares de la enzima 3,5 veces
superiores a la de células control (WHITE & HENNEY, 1983), El incremento en ei mivel de SAM afecta
areacciones de transmetilacion, aunque el mecanismo no se conoce con exactitud. En células tratadas
con adenina se ha detectado un 11% de incremento en el nivel de ARN total, aunque con menor
actividad especifica debida a un menor nivel de metilacién (ASGARI & HENNEY, 1989). Segun estos
autores, la disminucion en los niveles de metilacion de ARN podria reflejar la interrupcion post-
transcripcional ligada al proceso de formacidn del estado quiescente. En cualquier caso, la metitacion
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de ARN estaria involucrada en el proceso de diferenciaciéon.

Conocemos algo mas sobre los cambios en el patron de metilacion del ADN durante procesos
de enquistarmento, tanto en Physarum flavicomum (ZHU & HENNLY, 1990) como en Colpoda inflata
(PALACIOS et al., 1994). En ambos microorganismos eucariotas se ha detectado una desmetilacion en
residuos de citosina involucrada en el proceso de enquistamiento. Igualmente, en lo microquistes de
P flavicomum se ha encontrado metilacién de adenina (6-metiladenina) no detectada en las formas
vegetativas (ZHUu & HENNEY, 1990), mientras que en C inflata (PALACIOS et al, 1994) la 6-
metiladenina no parece estar presente en el ADN macronuclear de este ciliado. Para ambos casos, se
puede pensar que el proceso de desmetilacién podria estar involucrado en la activacion de genes de
enquistamiento, idea que se ha corroborado en C. inflata empleando el potente agente desmetilante 5-
azacitidina, que induce enquistamiento en medio de crecimiento. Probablemente, algunos promotores
de genes involucrados en el enquistamiento se activen por desmetilacion de citosinas, que en estado
vegetativo se encontrarian metiladas, inactivando asi {a expresion del gen.

Asi mismo, la metilacion del ADN puede estar involucrada en la criptobiosis, bien silenciando
genes o bien alterando la estructura del ADN en el estado diferenciado.

3.3. Biosintesis de macromoléculas durante el enquistamiento
3.3.1. Biosintesis de ADN

En general, la biosintesis de ADN no esta involucrada en el enquistamiento de cihados y
amebas, va que inhibidores de sintesis de ADN no bloquean el proceso de enquistamiento en ciliados
(GUTTRREZ, et al,, 1981; RUTHMANN & KUCK, 1985), como tampoco lo hacen en amebas (WEISMAN,
1976). Por el contrario, se produce una disminucion del contenido total de ADN por célula durante el
enquistamiento de A. castelianii que puede alcanzar hasta un 50% respecto a la cantidad de ADN en
amebas creciendo exponencialmente (RUDICK, 1971).

En algunos ciliados también se ha descrito, durante el proceso criptobidtico, cierta pérdida de
ADN como consecuencia de la formacion de cuerpos de extrusion a partir de! macronicleo (MARTIN-
GONZzAL$Z, et al, 1991a, MORAT, et al, 1981). Esta pérdida de ADN macronuclear supone,
posiblemente, una acomodacion o ajuste del volumen macronuclear al nuevo volumen citoplasmatico
quistico. En cambio, durante el enquistamiento de Polysphondilium pallidum el contemdo de ADN
permanece constante (GITHENS & KARNOVSKY, 1973).

3.3.2, Biosintesis de ARN
El enquistarniento en amebas, ciliados y hongos es un proceso dependiente de transcripcion

como lo demuestra el hecho de que inhibidores metabdlicos de este proceso (Mitomicina C o

Actinimicina D), bloquean este proceso de diferenciacién en estos microorganismos eucariotas (ver
Tabla I}
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Tabla II : Inhibidorcs metabdlicos de transcripeién y traduceién que bloquean proceses de engmistamiento cn
diferentes microorganismos eucariotas

MICROORGANISMOS INHIBIDOR REFERENCIA
I ——
Adcanthamoeha castellunis AMD. CHX POTTHER & WEISMAN, 1972 RuDick., 1871
Achlya sp. AMD LEJoMN, 1982
Blephurisma CLI, PM GTEsk, 1973
Colpada inflara AMD. CHX BEXITEZ, 1990
Colpada steinii AMD, CTIX RUTHMANN & KuCk, 1985
Diciyosielinm discoidenm AMD, CHXN, DAU Ko.Lict & WRIGITT. 1974, Looas, 1970
Fuplotes encysticies CHN. CL¥ YONEZAWA, [985H
Hartmannella cuthertsomi AMD. CHX, MITC MURTY 1971, Razana & MURTL 197)
Hartmanmelle rhysodes CHX BAND. 1963
flistricudies muscorm AMIY CHXY MaTsusara, 1979 AMatTsusara & Knara, 1981
Larenttella acuminara AMD. CHX GerlIERREZ o al, 1981
Nuoegleria gruberi AMD., PM CHIOVETTE & BOvEE, 1982
Physarum polycephaium AMD, CHX. PM I1ara & OnlTA. F981) SALER o al.. 1969
Polysphodifinm pedlidion CHX DAy 1973

AMIY: Actinomicina-1>. CHX: Cicloheximida; CLEF: Cloranfenicol. DAU: Daunomucina; MITC: Mitomema-C: PM:

Puromicina

Los niveles celulares netos de ARN decrecen durante el proceso de enquistamiento, tanto en
amebas (RalzaDA & MURTIL, 1972; RUDICK & WEISMAaN, 1973; STEVENS & PACHLER, 1973) como en
ciiiados (SENDO & MATSUSAKA, 1982; TIBBS & MARSHALL, 1970) v hongos mucosos (CAMONIS et al |
1982; GITHENS & KARNOVSKY, 1973}, al tiempo que se produce la sintesis de ARNm especificos de
dicho proceso. En Dictyostelium la composicion de la poblacion de ARNm durante el proceso de
diferenciacion y en las esporas ya maduras, muestra que cada estado se caracteriza por la presencia de
distintas especies de ARNm (Bi.UMBERG & LONISH, 1980, CAMONIS et al., 1982; JACQUET et al., 1981).
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Laidea de un turnover de ARN durante procesos de diferenciacion se ha sugerido tanto para
el enquistamiento de Acanthamoeba (WEISMAN, 1976) como durante la esporulacién de
Saccharomyces (HOPPER, et al., 1974) y Blastocladiella (JAWORSKI & THOMSON, 1980). En este
senfido es interesante hacer notar que, al igual que ocurre en otros procesos inducidos por hambre, la
formacion del quiste depende completamente de material enddgeno, puesto que esta ausente cualquier
fuente de energia exdgena (GUTIERREZ, et al., 1990).

La inhibiciéon de la transcripcion (mediante el empleo de AMD) durante el enguistamiento de
Histriculus muscorum (MATSUSAKA & KIMURA, 1981) v Acanthamoeba castellanii (POTTER &
WEisMAN, 1972) sélo se produce durante las etapas iniciales del proceso, sugiriendo que las células
prequisticas son transcripcionalmente activas y esta actividad decrece en fases avanzadas del
enquistamiento, hasta anularse completamente en el estado diferenciado. En amebas, la actividad
especifica de tas ARN-pohmerasas aisladas de células enquistandose se incrementa 1,5 a 2 veces
durante las primeras horas de diferenciacion y es reflejo del incremento en la actividad de la ARN
polimerasa IT (RUDICK & WEISMAN, 1973; WEISMAN, 1976), apoyando igualmente la hipétesis de una
intensa actividad transcripcional temprana, que decrece gradualmente durante el enquistamiento y cesa
en las ultimas fases de éste. También, durante la diferenciacion de Dictyostelium, la mayor parte de los
genes se expresan en las primeras etapas del proceso, originando la aparicién de un gran nimero de
nuevas secuencias de ARN poliadenilado. Estos nuevos transcritos representan el 32% del total de
ARN poliadenilado presente en Ia célula diferenciandose. El resto de ARN poli(A) corresponde a
especies de ARN presentes en la fase de crecimiento (BLUMBERG & Lonisii, 1980).

En A castellanii 1a sintesis de ARN especificos de enquistamiento se produce también en las
fases iniciales del proceso, al tiempo que se pierden o degradan especies de ARN sintetizadas durante
la fase estacionaria de crecimiento con un balance global de disminucion neta del nivel de ARN total
(STEVENS & PACIILER, 1973; WEISMAN, 1976). RUDICK (1971) sefiala, en cambio, que la sintesis de
ARNT es necesaria para la diferenciacion de Acanthamoeba, precisandose para la formacion de
nbosomas,

En Aspergillus nidulans (TIMBERLAKE, 1980) los experimentos de cinética de hibridacién e
hibridacién diferencial sobre genotecas de ADNc, revelan cerca de 1.000 ARNm de secuencia unica
y algunos de abundancia moderada, especificos de esporulacion (formacion de conidiosporas), lo que
representa aproxtmadamente el 20% del total de ARNm de las células en diferenciacion.

En Physarum polycephalum el proceso de esferulacion del microplasmodio lleva consigo
importantes variaciones en la poblacién de ARNm, y los principales cambios ocurren en las primeras
24 horas tras la induccion por hambre, que es cuando comienzan a acumularse numerosas proteinas
especificas del proceso (BERNIER et al., 1986a). Después de 48 horas se detecta la sintesis de un grupo
de proteinas tardias Los autores clasifican los ARNm detectados durante el proceso en tres clases
diferentes: (a) ARNm especificos de esporulacion; (b) ARNm presentes siempre en un nivel constante
y (¢} ARNm cuyo nmivel se reduce transitoriamente durante la formacion de esféruias maduras (como
los ARN que codifican para la actina o proteinas plasmodiales). Existe una cuarta clase de ARNm que
se acurnula en las fases finales de la esferulacion y que da lugar a un pequefio grupo de proteinas
tardias que aparecen después de 48 horas desde la induccion, una vez que se ha completado la
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formacion de las esférulas. Se piensa que dichas proteinas tardias podrian ser necesarias para la
germinacion de las esférulas, ya que el tiempo requenido para la germinacién se acorta progresivamente
para poblaciones que lleven 24, 36 6 48 horas diferenciandose (BERNIER et al., 1986b).

En ciliados no existen, hasta ahora, datos moleculares que nos indiquen que los transcritos
especificos de enquistamiento aparezcan preferentemente en las etapas iniciales del proceso. No
obstante, se ha indicado esta posibilidad dentro de un modelo-hipotesis explicativo del proceso
criptobiotico en ciliados (GUTIERREZ et al., 1990).

Existen algunos trabajos sobre clonacion de ADNc originado a partir de ARNm aislados
durante ef proceso de esferulacion en Physarum (BERNIER et al., 1986a) que aportan datos sobre estos
ARNm. Los experimentos de hibridacién diferencial con ARN poli(A)” sobre una genoteca de ADNc
de esférulas de 24 horas, han detectado de 25 a 70 ARNm diferentes, moderadamente abundantes y
especificos de estadio quistico o esférula. Se han encontrado también cuatro ARNm con alto nomero
de copias vy se supone que existen igualmente algunos ARNm de secuencia Gnica dificilmente
detectables con dicha técnica, con un rango de tamaiios entre 4S y 16S. Las proteinas codificadas por
estos ARNm son, en concordancia, proteinas de bajo peso molecular (14 KD a 35 KD). Estos ARNm
son especificos de ia esferulacion y no se han detectado en ninguno de los demas procesos de
diferenciacién del ciclo biologico de Physarum, tales como la aparicion de microquistes
(enquistamiento de amebas} o de esporas (esporulacion del plasmodio) (BERNIER et al, 1986b). Los
mismos autores observan que diferentes inductores del proceso de esferulacion (sales de hierro o
hambre) conducen a la aparicion de los mismos ARNm.

Se ha llevado a cabo el analisis de la secuencia de cuatro ADNc, procedentes de ARN
poliadenilados tempranos de alto numero de copias, que representan el 10% del total de ARNm
presentes en esférulas de 24 horas. Dos de estos ADNc presentan un 81% de homologia y son
considerados, por tanto, miembros de la misma familia génica. Las proteinas codificadas por estos dos
clones [denominadas esferulinas Ia (248 aa) y Ib (246 aa)] poseen una posible secuencia péptido sefial
y una secuencia de N-glucosilacion, lo que les hace candidatas a ser glucoproteinas constifuyentes de
la pared de esférulas (compuesta de glucoproteinas y polisacaridos). Los otros dos clones codifican
para las proteinas identificadas como esferulinas 2a y 32 (315 aay 103 aa, respectivamente), se trata
de proteinas no homdlogas que carecen de péptido seftal y se piensa podrian actuar como proteinas
estructurales intracelulares en las esférulas (BERNIER et al., 1987).

Se ha secuenciado también un clon correspondiente a uno de los ARNm acumulados en los
estadios avanzados de la esferulacion (SAVARD et al., 1989). Este ARNm codifica para una proteina
de 332 aa (denominada esferulina 4) que contiene también una secuencia péptido sefial Dicha proteina
tiene muchas caracterisncas comunes a proteinas de membrana plasmatica. Se piensa que estas
proteinas tardias de los quistes o esférulas no estan involucradas, probablemente, en su formacion y
podrian, en cambio, estar relacionadas con su capacidad de germinacion.
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3.3.3. Biosintesis proteica

El proceso de enquistamiento en amebas, ciliados y hongos, es también dependiente de
traduccion proteica ya que, igualmente, inhibidores de dicho proceso metabélico (Cicloheximida,
Puromicina, Cloranfenicol o Daunomicina) impiden la formacion del quiste de resistencia (Tabla I1).

El contenido proteico global de las células enquistandose disminuye (a pesar de la existencia
de biosintesis de proteinas especificas en las diferentes etapas), probablemente como consecuencia del
proceso degradativo que tiene tugar en el citoplasma de 1a célula prequistica. En quistes maduros de
Histriculus muscorum esta disminucion puede llegar hasta el 60% del valor encontrado en células
vegetativas (SENDO & MATSUSAKA, 1982), v en Colpoda steinii esta disminucion se acerca al 30%
(TmBps & MARSHALL, 1970).

Ademas de la disminucién generalizada del contenido proteico, el enquistamiento o la
esporulacion se caracteriza por la biosintesis de proteinas especificas. Esta sintesis ocurre en ausencia
de una fuente nutritiva exégena, por lo que se ha propuesto que debe existir un furnover proteico que
provea a la célula de los aminoacidos necesarios para la sintesis de estas nuevas proteinas (GUTERREZ
& MARTIN-GONZALEY, 1990, KLAR & HALVORSON, 1975; WATTS, 1984).

En Mucor racemosus el analisis electroforético bidimensional de los productos proteicos
sintetizados durante la formacion de la espora, muestra que la poblacion de estas proteinas acumuladas
difiere significativamente de aquellas biosintetizadas durante la germinacién (Linz & ORLOWSKI, 1984).
En este hongo, todas las traducciones ocurridas durante los primeros 30 minutos de la germinacién
emplean como ARNm el ya existente en la espora. Algunas de estas proteinas no se detectaron durante
la esporulacién, a pesar de la presencia de su mensajero especifico. Ademas, cuando la germinacién
se lleva a cabo en aerobiosis (gue conduce a la formacion de hifas), la poblacién de proteinas difiere
considerablemente de las sintetizadas durante la germinacién anaerobia (formacion de levaduras), y
ambos procesos se inician a partir de la fraduccidn selectiva de ARNm acumulado en sus esporas (LINZ,
& ORLOWSKI, 1991). Estos resultados implican que debe existir, durante la gernunacion de este hongo,
un mecanismo de regulacion postranscripcional que dirjja selectivamente la traduccion.

En Physarum flavicomum (HENNEY, 1985) la sintesis proteica ocurre en los estadios miciales
del proceso de diferenciacion que conduce a la formacion de microquistes, coincidiendo con la
iniciacion de la formacion de la pared quistica.

En las etapas finales del proceso de desarrolio de Dictyostelium discoideum se han identificado,
por técnicas de hbridacion, entre 700 y 900 especies de ARNm localizadas en polisomas, que son
especificas del estado de preculminacion, estado previo a la diferenciacion en cuerpo fructifero, que
ocurre 18 horas después de la induccion por hambre (JACQUET et al, 1981). De hecho, la
diferenciacion celular en esporas y células del tallo comienza ya durante la fase de agregacion (8 horas
después de la induccion), acumulandose mas tempranamente los ARNm especificos de células pre-tallo
(RUTHERFORD et al., 1985).

Asi, las proteinas mas abundantes de la cubierta de la espora de D. discoideum (SP96, SP70
y SP60), caractenzadas por electroforesis bidimensional, aparecen a las 14-16 horas del desarrollo del
hongo, en el estado de agregacién atn no culminado, y estan presentes unicamente en células pre-
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espora asi como en esporas y ausentes en las células del tallo (DEVINE et al., 1982). La proteina SP96
parece estar codificada por un tmico gen que produce un ARNm de 2,4 Kb. Se piensa que su expresion
esta controlada a nivel de acumutacion del ARNm v no a nivel traduccional, ya gue existe una buena
correlacion entre la cantidad de ARNm para SP96 y la cantidad de proteina sintetizada, medidas ambas
por inmunoprecipitacion con un antisuero policlonal especifico conira SP96. Aunque dicho gen
comienza a transcribirse en estados avanzados del desarrollo de 1 discoidenm (antes de la deteccion
de la proteina SP96) su nivel de expresion se incrementa progresivamente hasta la fase de culminacion
alas 24 horas, que es cuando el producto proteico alcanza su maxima concentracion. Entre esta fase
y la formacion de la espora, el nivel de ARNm SP96 disminuye aproximadamente 10 veces (DOWDS
& Looais, 1984,

Se han descrito también diferencias significativas (cuantitativas y cualitativas) en la
composicion de algunas proteinas ribosomales durante {a diferenciacion de Dictyosrelium (RAMAGOPAL
& ENNIS, 1981). Del total de proteinas, que constituyen los ribosomas, identificadas hasta ahora (12),
dos fueron especificas de ribosomas de estados ameboides v tres de ellas especificas de ribosomas
presentes en las esporas, siendo las otras comunes a ambos tipos celulares, aunque con ligeros cambios
estequiomeétricos. Pero todos los ARNm funcionales estaban presentes en los dos estados diferenciados,
por lo que deben estar implicados mecanismos de traduccidn que controlen la sintesis de varias de estas
proteinas ribosomales durante la diferenciacion de Dictyostelinm.

En algunos ciliados se han podido identificar proteinas de pared quistica, bien
electroforéticamente a partir de paredes aisladas como en Histriculus muscorum (MATSUSAKA &
HONGO, 1984), o bien utilizando anticuerpos especificos como en Colpoda inflata (MARTIN-GONZALEZ,
etal, 1991b) y en Paraurostvla sp. (Rios et al., 1992). En (. inflata se identificaron tres polipéptidos
de 61, 66 y 70 KD que reaccionaban con el antisuero policlonal contra paredes aisladas, que se
localizaron, por inmunomarcaje al microscopio electronico de transmision y barrido, tanto en el
ectoquiste como en el endoquiste (MARTIN-GONZALE?. et al., 1991b)

En Paraurostyia sp. se han identificado al menos 15 polipéptidos de pared quistica (RIS et
al., 1989) y a partir de tres de ellos, de pesos moleculares 52, 66 y 110 KD, se obtuvieron anticuerpos
que permitieron su localizacion en las diferentes capas quisticas mediante inmunocitoquimica al
microscopio optico. Los tres polipéptidos reaccionaron con el ectoquiste, pero solo la banda de 110
KD reaccioné también con el endoquiste (Rios et al., 1992). No obstante, aun se desconoce que tipo
de transcntos codifican para estas proteinas y cuando surgen durante el proceso de enquistamiento.

Por otra parte, estos anticuerpos contra elementos de pared quistica han sido también muy
utiles para el estudio de la cinética de enquistamiento y la identificacion de etapas prequisticas en
Colpoda inflata (BENITEZ et al., 1994).

En el hongo Achlya (LEJOHN, 1983) se ha identificado también un grupo de polipéptidos de
40 KD que son especificos del proceso de diferenciacion a esporas.

Por ultimo, podriamos destacar que en el ciliado Histriculus muscorum se ha detectado la
presencia de tubulina despolimerizada almacenada en el quiste de resistencia (NAKAMURA &
MATSUSAKA, 1985). Este acumulo de proteina podria ser utilizado por el ciliado en el exquistamiento,
sin que se precise nueva biosintesis de esta proteina (NAKAMURA & MATSUSAKA, 1992b). El

17



INTRODUCCION

requerimiento de tubulina durante el exquistamiento es fundamental, ya que f7. muscorum, al igual que
otros ciliados hipotricos, pierde toda la ciliacién e infraciliacion durante el enquistamiento. Sin
embargo, no existen actualmente evidencias experimentales que aporten algin dato sobre el empleo
de la tubulina almacenada en el quiste. A pesar del conocimiento de que el exquistamiento es
dependiente de sintesis de proteinas (ya que inhibidores de esta sintesis bloquean el exquistamiento),
no se excluye {a posibie utilizacion de proteinas preexistentes en el quiste durante dicho proceso.

3.3.4. Cambios en proteinas nucleares y nucleolares

Se han observado cambios cuantitativos y cualitativos en los patrones electroforéticos de
proteinas nucleolares solubjes en fenol durante la fase exponencial de crecimiento y el comienzo del
enquistamiento en Acanthamoeba castellanii (RUBIN et al., 1975) o en la esporulacion de Physarum
polycephalum  (LESTOURGEON & RusCH, 1973). Algunas de estas proteinas desaparecen
completamente mientras otras mcrementan o disminuyen su concentracion considerablemente. Dichas
proteinas podrian estar relacionadas con el control de la expresion genica nucleolar.

En el ciliado Gastrostyla steinii (GUTIERREZ, 1985) se ha observado que el macronucleo
quistico contiene [,23 veces mas histonas que el macronucleo vegetativo y estas histonas quisticas son,
aproximadamante, 1,59 veces mas ricas en arginina que aquellas del macronacleo vegetativo. Estos
cambios en las proteinas nucleares nos confirman las drasticas medificaciones cromatinicas que se
detectan durante la formacion del estado criptobiotico y que podrian estar invelucrados tanto en el
silencio génico que acompaiia a cualquier estado quiescente, como en la condensacion cromatinica que
se da igualmente en este proceso.

Con respecto a esfa ultima caracteristica, observaciones ultraestructurales en Bursaria
trucantella (TIKHONENKO, et al., 1984) muestran que practicamente toda la cromatina macronuclear
quistica se encuentra organizada en cuerpos densos de 100-300 nm. Estos cuerpos presentan una
cromatina transcripclonalmente inactiva y parecen estar formados por subunidades que corresponden
anucleosomas. En G. steinii se ha calculado el grado de condensacion cromatinica por el método del
bandeo C, y posterior cuantificacion espectrofotométrica. Los resultados indican que la condensacion
macronuclear quistica es aproximadamente el doble de la existente en una masa macronuclear
vegetativa (GUTIERREZ,, 1985).

3.3.5. Actividades enzim:iticas

Al igual que sucede con el contenido total de ARN y proteina por célula, durante el
enquistarniento o la esporulacion, suele producirse una disminucion en la actividad de muchas enzimas,
probablemente como consecuencia tanto de la actividad autofagica como de la disminucién en el
contenido de agua citoplasmatica.

En Acanthamoeba castellanii decrecen los mveles celulares de glucégeno durante las primeras
horas de enquistamiento hasta situarse en el 10-20% de los encontrados en fase vegetativa. Se
incrementa, en cambio, la sintesis de celulosa, componente principal de la pared quistica de amebas
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(WEISMAN et al., 1970). Estos resultados indican que el glucdgeno celular sirve como precursor de la
celulosa de la pared quistica. La degradacion de glucégeno puede asociarse también a un incremento
de dos o tres veces en el AMPc intracelular en poblaciones prequisticas, probablemente debido a un
incremento en la conversion de ATP a AMPc por adenil ciclasas. Igualmente, RAZADA & MURTI
{1971) han descrito que la capacidad de la ameba Harfmanella culberisonii para consumir glucosa se
incrementa cuatro veces en las primeras horas de enquistamiento. Al mismo tiempo, se detecta un
incremento en las actividades especificas de celulosa sintetasa, hexosafosfato aminotransferasa y
UDPG, y una disminucion de la actividad enzimatica de hidrogenasas, consecuencia probable de la
falta de degradacion de nutrientes.

En Acanthamoeba, SKRDLANT & WEISMAN {1976) encuentran que las actividades glucosil
transferasas decaen durante el enquistamiento a la mitad o a la cuarta parte del valor medido presente
en formas vegetativas, indicando una disminucién en la sintesis de glucolipidos y, probablemente,
glucoproteinas con respecto al ciclo crecimiento-division.

En vanias especies de amebas (4. castellanii, A. palestinensis y Naegleria gruberii) se ha
detectado actividad polifencl-oxidasa en células prequisticas (SYKES & BAND, 1985) Esta actividad
enzimatica se ha localizado en la pared quistica, en el citoplasma y en el medio extracefular, Aunque
no se conoce con exactitud la funcién de esta enzima, se piensa que podria tener refacion con la
resistencia del quiste frente a agentes quimicos o fisicos.

Algunas enzimas con probable Jocalizacion lisosomal decrecen igualmente en su actividad
durante el enquistamiento de ciliados y amebas. Estos datos enzimaticos podrian contradecir las
numerosas observaciones sobre autofagosomas que surgen especificamente durante el enguistamiento
(GRIMES, 1973; GUTIERREZ & PEREZ-Si1L.va, 1983 MATSUSAKA, 1976; 1979: MCARDLE et al., 1980),
lo cual implicaria un incremento de la actividad enzimatica lisosomal. Sin embargo, la disminucion de
actividades enzimaticas como dipeptidasica y aminoacido-oxidasa en Urostyla caudata (PIGON, 1961)
v fosfatasa y proteinasa acidas en Histriculus muscorum (SENDO & MATSUSAKA, 1982), se basan en
actividades totales que no reflejan con exactitud las actividades enzimaticas /n vivo. Ademas, en H.
muscorum (SENDO & MATSUSAKA, 1982), durante la fase de enguistamiento donde aparecen los
autofagosomas (etapa 1), ia actividad de ambas hidrolasas acidas no decrece. Todos estos datos
sugieren que la actividad autofagosomica se concentra en las primeras fases del enquistamiento,
mactivandose posteriormente la mayoria de las actividades enzimaticas lisosomales,

Igualmente durante el enquistamiento de A. caszellanii la actividad de tres hidrolasas
lisosomales (fosfatasa acida, DNasa y RNasa) disminuye (MARTIN & BYERS, 1976), coincidiendo con
los resulados de TiBBS y MARSHALL (1970), que han detectado una reduccion en las actividades
fosfatasa acida y RNasa durante el enquistamiento de Colpoda steinii. Aunque el nivel de actividad
total de fosfatasa acida disminuye, MARTIN y BYERS (1976) han encontrado un incremento transitorio
en la actividad especifica de la enzima que contribuye a una degradacién proteica mas rapida durante
las primeras horas de enquistamiento. De hecho, GRIFFITHS & BOWEN (1969) aunque no encontraron
un incremento de los niveles de fosfatasa acida en amebas enquistandose, detectaron un incremento
significativo de la actividad de la enzima. Los autores concluyen que el proceso degradative que tiene
lugar durante el enquistamiento se debe a la activacién de enzimas hidroliticas encontradas en
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compartimentos sedimentables, pero parece poco probable que sean consecuencia de {a liberacion al
citoplasma de dichas enzimas.

LASMAN (1967) sugiere que el incremento en fosfatasa acida durante la diferenciacion de
Mayorella palestinensis estd asociado a un incremento en la actividad biosintética, necesaria para ia
formacién de la pared quistica y relacionada igualmente con la reabsorcion de organulos o el
almacenamiento de sustancias de reserva.

Como indican K LICK y WRIGHT (1974) para la diferenciacion de Dictyostelinm, los cambios
enzimaticos podrian estar provocados por mecanismos diferentes: cambios en los niveles de
concentracion enzimatica, modificacién de sus propiedades cataliticas o cambios en ef nivel de
actividad y fenomenos de descompartimentalizacion. Las unicas actividades enzimaticas susceptibles
de sufrir cambios en el mvel de actividad en este eucariota (detectadas mediante técnicas
immunocitoquimicas) han sido: UDPG, glucogeno fosforilasa y N-acetilglucosaminidasa. Muchas otras
enzimas muestran cambios en su concentracion celular como resultado de procesos degradativos, o
mas raramente como respuesta a cambios en los mveles de sintesis (RUTHERFORD et al, 1985). Asi por
gjemplo, el empleo de mhibidores de traduccion durante el enquistamiento de H. muscorum ha
revelado que en este ciiado se produce sintesis de nove de proteinasa acida (SENDO & MATSUSAKA,
1982).

Todos estos resultados que implican una disminucion global en diferentes actividades
enzimaticas son concordantes con la inactividad metabolica caracteristica que se alcanza en el estado
final diferenciado o quiste de resistencia.

3.4. Genes y regulacion génica

Parece probable, como sugieren algunos autores, que los genes expresados diferencialmente
durante cualquier programa de desarrollo o diferenciacion celular se agrupen en tres categorias: genes
que se activan durante la diferenciacién, genes que se cierran 0 inactivan y genes que muestran
actividad relativamente constante, tanto durante el crecimiento vegetativo como durante el proceso de
diferenciacion celular (GUTIERREZ et al., 1990; ROWEKAMP & FIRTEL, 1980).

No obstante, tanto en protozoos (amebas y ciliados) como en hongos se conoce muy poco a
cerca de los factores que intervienen en la apertura o cierre génico durante los procesos de
diferenciacion que conducen a la aparicion de formas de resistencia.

Existen muy pocos datos sobre la localizacion y estructura de los genes especificos de
enquistamiento, esferulacion o esporulacion en microorganismos eucariotas. Sélo hemos encontrado
un trabajo en Polysphondylium pallidum (FRANCIS & RUPAR, 1983) sobre mutantes incapaces de
diferenciarse a microquistes. Los cruces entre amebas mutantes apoyan la hipotesis de que el
enquistamiento v la agregacion/fructificacion en hongos mucilaginosos estan controlados por grupos
diferentes de genes.

MEHDY et al. (1983} han estudiado algunos de los factores que activan o modulan la expresion
geénica durante la diferenciacion celular del pseudoplasiodio de Dictyostelivm. Existe una expresion
diferencial de genes en células precursoras de esporas y tallo, inducidos por diferentes factores. En
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células precursoras de esporas el AMPc se requiere para el mantenimiento de la expresion génica, y
ademas estimula la expresion especifica para este tipo celular en fases tempranas, por lo que se piensa
que es uno de los factores necesarios para la induccion de dichos genes. Posteriormente, se han
identificado otros genes (también especificos de pre-esporas) que no son inducibles por AMPc y cuyos
productos de transcripcion se inducen y acumulan en la célula por contacto celular en la fase de
agregacion (RUTHERFORD et al., 1985).

Es posible también, como sugieren ROWEKAMP & FIRTEL (1980) que la sintesis de una gran
cantidad de proteinas especificas en un espacio muy corto de tiempo, requiera la transcripcion
simultanea de varios genes, Es importante igualmente destacar que, al menos en Diciyostelinum, la
mayoria de los genes regulados durante procesos de diferenciacion son genes de copia unica.

BLUMBERG & LoDISH (1980) han detectado la expresion de un gran numero de genes durante
el desarrollo de Dicryostelium, 1a mayor parte de los cuales se expresan al comienzo del proceso. La
expresion de 100 a 150 de estos genes es a nivel multicopia (80-100 copias por célula), mientras el
resto (300 genes) expresan nicamente 5 copias por célula.

El estudio de mutantes deficientes en agregacién durante la diferenciacion de Dictyostelium
ha permitido, tanto identificar aigunos de los genes vegetativos que se desactivan al comienzo del
programa de desarrollo, como establecer dos diferentes mecanismos postbles de control, uno
dependiente y otro independiente de biosintesis proteica (SINGLETON et al., 1988),

En todos los procesos de diferenciacion que conlleva 1a formacion de estados criptobidticos,
tanto en microorganismos procariotas como eucariotas, se da una secuencia temporal de
acontecimientos, lo cual ha servido para diferenciar etapas o fases del proceso. Muy probablemente
esta secuencialidad implica una expresion génica igualmente secuencial, siendo cada etapa dependiente
de los productos génicos de las anteriores.

Esta idea de secuencialidad ligada al proceso de diferenciacion ha sido ampliamente utilizada
a la hora de elaborar modelos que expliquen complejos procesos de diferenciacion como la
esporulacién en Bacillus subtilis y el desarrollo de cuerpos fructiferos en mixobacterias o en
Dictyostelium. En protozoos (tanto en amebas como en ciliados) esta potencial secuencialidad de la
expresiéon génica es solo evidente de una forma indirecta a partir de 1a aparicion de los diferentes
productos génicos o actividades enzimaticas que van surgiendo en las distintas fases. Este hecho se
observa en ciliados hipotricos que presentan paredes quisticas complejas (hasta cuatro capas distintas)
donde fa aparicion secuencial de {os diferentes precursores de pared a lo largo def enquistamiento, nos
indica indirectamente una posible expresion génica secuencial (GUTINRREZ et al., 1983b).

En cualquier ¢aso, no conocemos aun absolutamente nada sobre la regulacion génica (apertura
y cierre de genes), la presencia de efectores internos que respondan a sefiales exogenas, o la potencial

secuencialidad de la expresién de genes que se puedan presentar durante el enquistamiento de
protozoos, y mas concretamente de ciliados,
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4. OBJETIVOS

Segin acabamos de describir en esta introduccion, existe poca informacion general en torno
al enquistamiento en ciliados. Y esta escasa informacion es practicamente inexistente a nivel molecular.
No se ha identificado hasta ahora ningiin gen relacionado con este proceso de diferenciacion celular
en ciliados, a diferencia de lo que ocurre, por ejemplo, en hongos, donde existen algunos genes
caracterizados, incluso a nivel de su regulacion, como ya hemos expuesto.

El objetivo principal, por tanto, era iratar de caracterizar los nuevos transcritos biosintetizados
durante el enquistamiento de (. inflata que, probablemente, nos permitirian posteriormente
caractenzar genes especificos o, al menos, involucrados en el proceso. De esta forma, aunque la etapa
inicial consistia en el estudio del conjunto de moléculas de ARNm en etapas tempranas del proceso de
diferenciacion (fases prequisticas), el objetivo fundamental ha sido la busqueda de alguna sonda
derivada de algin gen, relacionado con el proceso de enquistamiento, con objeto de utilizarla para el
cribado de genotecas de ADNc procedentes de transcritos presentes en el enquistamiento.
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1. MATERIAL VIVO Y VECTORES DE CLONACION
1.1. Colpoda inflata

El ciliado Colpoda inflata (estirpe HSL-1; clon C1143), fue amablemente suministrado por la
doctora E. Simon (University of Illinois, Urbana-Champaign, USA). Se encuadra dentro del Filo
Ciliophora, clase Calpodea (FOISSNER, 1993}, del cual Colpoda representa el género tipo.

1.2. Estirpes bacterianas

» Enterobacter aerogenes (CECT 684) procede de la coleccion espariola de cultivos tipo
(CECT). Se utilizo como componente del medio monoaxénico para el crecimiento de Colpoda
inflata.

» Iischerichia coli «-DHS (HANNAHAN, 1983): supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
relAl. Estirpe bacteriana utilizada para el clonaje en pUCI18.

» Fscherichia cofi IMIOI (MESSING, 1979): supE44, thi-1(lac-proAB), F[traD30, proAB’,
lacl! lacZAMI15 Estirpe bacteriana utilizada para el clonaje en pUC18.

» Fischerichia coli C600 (YOUNG & DAVIES, 1983): supE44, hsdR, thi-1, thr-1, leuBo6, lacYl,
tonA21. Estirpe empleada para la titulacién y propagacion del vector Agt10. Esta estirpe
permite diferenciar halos de lisis parentales (halos claros) de los halos recombinantes (halos
turbios).

» Fycherichia coli C600hfl (YOUNG & DAVIES, 1983); La mutacién hfl150 (mutacion de alta
frecuencia de lisogenia) permite seleccionar inicamente fagos recombinantes de Agtl0 y se
emplea, por tanto, para la amplificacion de la hibreria de ADNc.

1.3. Vectores de clonacion

» pUC 18 (YANISCH-PERRON et al., 1985): Se ha utilizado un vector desfosforilado digerido con
Sma [ (concentracion 50 ng/ml, Pharrmacis). Dicho plasmido carece del gen rop, localizado
junto al origen de replicacion y que esta relacionado con el control del numero de copias.
Como resultado de ello dichos plasmidos presentan un alto numero de copias por células (500-
700 comas). El tamafio del vector pUC18 es 2.686 pb.

» Agt10 (HUYNH et al., 1985): Se empled un vector desfosforilado (imn** b527, Frozusgs)
digerido con EcoRI (concentracion 0,5 ug/ul). Es un vector utilizado para la construccién de
librerias de ADNc vy librerias gendémicas. El ADN parental de Agt10 es de aproximadamente
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43 kb y presenta una capacidad de clonacion de hasta 7,6 Kb.

2, MEDIOS DE CULTIVO Y TAMPONES UTILIZADOS

2.1. Medio C0,25E1

Medio para el crecimiento de Colpoda inflata. Ef medio C0,25E1 se prepara con una solucion
acuosa al 0,25% (p/v) de Cerophyll (5:z1::2), sometiéndose a ebullicion (5 minutos) y filtrado, tras lo
cual se tampona a pH 7,9 con HNa. PO, 12 H.O. Se esterihza en autoclave (121°C) durante 20
minutos.

Se adiciona una suspension bacteriana de Fnterobacter aerogenes al 1% (v/v) de un cultivo
previamente crecido a 28°C en Cerophyll y mantenido a 4°C, constituyendo asi un medio
monoaxeénico.

2.2. Medios de cultivo bacterianos

Todos los medtos descritos se han preparado segun se indica en SAMBROOK et al (1989).

» Medio LB (Luna Bertani)
Medio para el crecimiento de las estirpes bacterianas Escherichia coli C600 y C600
Hfl. Justo antes de su utilizacién el medio se suplementa con maltosa al 0,2% y MgSQO, 10

mM.

Cuando se cultiva la cepa C600 Hfl se afade tetraciclina (Fosh~zze7) a una
concentracion final de 15 pg/ml. Las placas ast preparadas se almacenan en oscuridad a 4°C.
» Medio SOB

Medio utilizado para el crecimiento de la cepa bacteriana /< cofi «-DHS. Tanto el
medio liquido cormo el medio sélido se suplementan con MgSQ, 20 mM y ampicilina (Jiz74)
a una concentracion final de S0 ug/ml

» Medio TB (agar de cobertura)

Medio para el desarrollo de los halos de lisis del fago lambda, constituido por triptona
(190), NaCl (0,5%) y agar {(0,8%). Se estertliza en autoclave y se suplementa antes de su
utilizaciéon con MgSO, 10 mM.

2.3. Tampones utilizados

» Tampon de enquistamiento
El tampoén utilizado para la induccion de enquistamiento de Colpoda inflata fue
Tris/HCI 10 mM (pH 6,8).
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» Tampones TM v SM
Ambos tampones se emplean para la resuspension y almacenamiento del fago lambda
y estan descritos en SAMBROOK et al , 1989.

» Tampones de Proteinasa-K
Se han empleado dos tampones para Proteinasa-K (T sk zss Frorcess), ambos con
idénticos resultados:
- 50 mM Tris/HC1 (pH 7,5); 20 mM EDTA
- 100 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI; 25 mM EDTA; 0,5% SDS; (pH 8,0)

» Tampones para otras enzimas
Todas las enzimas con las que se ha trabajado (incluyendo enzimas de restriccion) han

sido suministradas por varias casas comerciales (frnsrsrarn Taslringer roringzg Cimres),

] A T

y los tampones para cada una de ellas fueron suministradoes también por la misma casa o bien
preparados de acuerdo a lo descrito en manuales generales (SAMBROOK et al., 1989).

3. METODOS DE AISLAMIENTO DE ARN TOTAL Y MENSAJEROQO
3.1. Aislamiento de ARN total

Para el aislamiento de ARN total de estados vegetativos, prequisticos y quistes de resistencia
de Colpoda inflata se partio de cultivos crecidos en medio C0,24E1 a 28°C durante 24 horas. Los

volumenes de cultivo para cada una de las extracciones se muestran en la Tabla III.

Tabla II1. Voliimenes de cultivo utilizados para las extracciones de ARN

— AISEAMIENTO VOLUMEN DFE CULTIVO (mb) NUMEFRO DE CELULAS |
Vegetalivos 400 1.2 x 108
Prequisticos 800 24 x W

Quustes de resistencia 300-1600 2.4 - 48 x 108

» Para las extracciones de ARN totales de células en fase vegetativa los cultivos se
centrifugaron a 500g (centrifuga Selecta, Centronic) durante tres minutos, lavandose varias veces en
tampon de enquistamiento y las células fueron resuspendidas en un volumen adecuado de tampon de

26



MATERIWLES ¥ METODOS

ruptura de composicion variable segin el método utilizado (Tabla IV), manteniéndose durante una o
dos horas en hielo vy procediendo después con el protocolo de extraccion.

» Para las extracciones de ARN total de células en fases prequisticas se procedio de igual
manera, pero las células se resuspendieron en un total de 60 mil de tampon de enquistamiento y se
distribuyeron en 12 tubos estériles, manteniéndose a 28°C durante el proceso de enquistamiento. A
partir de esos tubos se obtuvieron muestras a diferentes tiempos desde 12 horas hasta un maximo de
72 horas.

Las suspensiones celulares obtenidas de estas muestras se centrifugaron de nuevo y el
precipitado se resuspendio en el tampon de ruptura (Tabla IV). Para la lisis de las células prequisticas
se utihzo un método de ruptura mecanico (homogenizador manual), en frio, y controlando siempyre el
grado de ruptura al microscopio Optico, alcanzandose maximos de aproximadamente un 60-70%.

Tabta IV: Métodos utilizados para ¢l aislamiento de ARN total

METODO |l| TAMPON DE RUPTURA m REFERENCIA

Tioctanato de guanidma 4 M

Tiocianato de guanidina Citrato sodico 2.5 mM (pI1 7.0) CHOMCZYNSKI & Saccrn, 1987
Fenol/Cloroformo Sarcosil 0.5%

2-B-mercaptoctanol 0.1 M

Tiocianato de guanidina 5 M
EDTA 10 mM

LiCl Sarcosil 1% CaTHAaLA et al.. 1983
Tris/HCL 50 mM (pH 7.5)
2~p-mercaploetanol 8% (v/v)

En el caso de quistes maduros de C. /nflata se combind un tratamiento enzimatico y otro
mecanico, controlandose de igual manera el grado de ruptura. La suspension quistica (mantenida en
tampon de enquistamiento a 28°C durante al menos un mes) se resuspendio en 2-3 vollimenes de una
solucion 10 mg/ml de Proteinasa-K y se mantuvo 24 horas a 50-60°C, tras lo cual se afiadié un
volumen igual de tampén de ruptura, homogeneizandose en frio.

Se han utilizado dos métodos de aislamiento de ARN total que se indican en la Tabla IV donde
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se indica también la composicion del tampén de ruptura celular para cada método. En ambos casos se
emplea tiocianato de guanidina como agente desnaturalizante e inhibidor de RNasas (CHIRGWIN et al
1979).

» Método de isotiocianato de euaniding-fengl-cloroformo
Se ha empleado el método de CHOMCZYNSKI y SACCHT (1987) con un kit de la casa
comercial Cluniech, adaptandolo a volimenes maximos de 2 ml

» Método del LiC!

Se ha seguido el método descrito por CATHALA et al. (1983), reduciendo los tiempos
de precipitacion en LiCl a un maxamo de tres horas y adaptando el protocolo a tubos con un
volumen maximo de 5 ml. Antes de la precipitaciéon en etanol se anadié un paso de extraccion
con cloroforme, dos con fenol-cloroformo y un ultimo paso, de nuevo, en cloroformo.

3.2. Aislamiento de la fraccion poli(A)”

Para llevar a cabo el aislamiento y purificacion de la fraccion poli{A)” (ARNm) de estados
prequisticos y quistes de resistencia de Colpoda inflata se partié de muestras de ARN total de cada una
de las fases descritas, excepto en el caso de extraccion de ARN poli{A)” de forma directa, en el que
se utilizaron cultivos celulares preparados segun se describe en el apartado 3.1. Los procedimientos
empleados y las casas comerciales que suministraron los 4its utiizados se describen en la Tabla V.

» Cromatografia en columnas de oligo(dT)-celulosa

Se han utiizado dos 4its comerciales basados en este sistema. Las columnas oligo{dT)
preempaquetadas suministradas por Cicntech permiten la purificacion de la fraccion poly(A’)
de ARN, utihzando como fuente ARN total aislado por cualquier otro procedimiento.

El kit comercial de Frarmacia esta disefado para la purificacion directa de ARN
poliadenilado obviando el paso intermedio de purificacion de ARN total. Inicialmente, las
muestras de células vegetativas, prequisticas o quistes de resistencia preparadas segun se ha
descrito (apdo. 3.1.), se homogeneizaron en solucion tamponada con alta concentracion de
1sotiocianato de guanidina. El extracto se diluyé tres veces para reducir 1a concentracion de
dicho compuesto de modo que permita una eficiente formacion de puentes de hidrogeno entre

las fracciones poli{A) de las moléculas de ARNm y las columnas oligo(dT) celulosa.

. Qi biotina- .

Este sistema emplea un cebador oligo(dT) biotimlado que hibrida con alta eficiencia,
en solucion, con la region poliadenilada de los nuevos transcritos biosintetizados. Dichos
hibridos son capturados empleando particulas paramagnéticas acopladas a estreptavidina. El
ARNm se eluye de la fase solida por simple adicion de agua libre de ribonucleasas
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Tabla V: Métodos ulilizados para ¢l aislamiento de ARN poli{A)’

METODO CASA COMERCIAL (kit) REFERENCIA

Ehirecto: -1
Tivcianate de guanidina PHARMALCTA AvIV & LEDER, 1972
Fenol-Cloroformo

Columnas Oligo-dT

Columnas Ohigo-d'i CLOHTECH AvVIV & LEDER. 1972
Brotma/estreptavidina FRCHMETA — J

3.3. Medida de la concentracion y pureza
La concentracion de ARN fue medida por absorbancia a 260 nm, empleando la formula:

[ARN] = A x D x 40 pg/ml
D = factor de dilucion

El grado de pureza se calcula segun la relacion entre las absorbancias a 260 y 280 nm y debe
aproximarse a 1,8 6 2,0. Valores inferiores a los sefialados pueden indicar contaminacién con proteinas.

Todas las muestras (ARN total y ARN poli(A)') fueron almacenadas a -70°C en etanol
absoluto con adiccion de 1/10 del volumen de acetato sodico 3 M (pH 5,2) o acetato potasico 2 M (pH
5). A esta temperatura las muestras son estables durante varios afos.

4. SINTESIS DE ADN COMPLLEMENTARIO

4.1. ADN complementario a poblaciones de ARN total y mensajero

Para la sintesis de ADNc¢ se ha utilizado ARN total y mensajero empleando un ki comercial
de la casa Fromege. Se ha seguido el método descrito por OKAYAMA y BERG (1982) y modificado
posteriomente por GUBELER Y HOFFMAN (1983).

Los métodos de obtencion y caracteristicas de cada una de las muestras de ARN utilizadas para
la sintesis de las poblaciones de ADNc se muestran en la Tabla V1.
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Tabla VI Métodos de obtencién de AINe de diferentes poblaciones

METODO DE METODO DE CANTIDAD DE ARN | CANTIDAD DE ADN
MUESTRA CELULAR | AISLAMIENTO DE ARN AISLAMIENTO DE UTILIZADO' SINTETIZADO'
TOTAL ARNm (ng) (ng)

Tiocianato de guanidina
Vegatativos Fenol Cloroforma No aislado 19 5

Tiocianato de guanidina
Prequisticos 12 h Fenol Cloroforto Colummnas cligo(dT) 10 4

Tiocianato de guanidina
Preguisticos 18 h Tenol Cloroforme Columnas oligo(d 1) 3 7

‘Fiocianato de guanidna

o Fenol Cloroformo
Proguisticos 24 h i . . 11¥] 7
Columnas oligo{d1’)

. ) ) Tiocianato de guanidina L L
Quistes de resistencia . . Biotma- estreptavidina
Fenol Cloroformao

' Medida especirofotomdtrica

Para la sintesis de la primera cadena se ha utilizado un cebador oligo(dT) de 15 b que se une
especificamente a la regidn poly(A) del extremo 3' de las moléculas de ARNm eucariotas. La
proporcion cebador/ ARN se mantuvo en una relacion constante para todas las poblaciones (0,5 pg/ug
ARN). La sintesis de ADNc mediante transcriptasa inversa (AMV) (15 U/ug ARN) se realiza en
presencia de prrofosfato sodico (4 mM) que reduce la formacion de horquilias en el extremo 3' de la
nueva cadena de ADN sintetizada (KiMMEL & BERGER, 1987). Se utiliza RNasina como mhibidor de
nbonucleasas tipo A (1 U/ul). Este paso evita la digestion de la horquilla monocatenaria con nucleasa
S1, necesario cuando se utiliza el protocolo tradicional de sintesis (se/f-primed). Esta digestion es dificil
de controlar y puede causar una importante pérdida de informacion del extremo 5' del ARN mensajero.

La sintesis de la segunda cadena de ADN se lleva a cabo directamente sobre los productos de
la primera reaccion sin necesidad de extraccion ni precipitacién. Se utiliza RNasa H (8 x 107 U/ul) para
crear mellas en la cadena de ARN del hibrido formado, que proporciona cebadores ARN con extremos
3'0H para la sintesis de la segunda cadena con la ADN polimerasa I de . coli (0,23 U/ul). Tras una
breve incubacion con la ADN polimerasa del fago T4 para eliminar cualquier extremo 3' protuberante,
fas muestras de [as diferentes poblaciones fueron extraidas mediante fenol/cloroformo, precipitadas en
etanol y resuspendidas en TE, manteniéndose sin alteracién durante largos periodos a -20°C.
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La concentracion del ADNc¢ obtenido fue medida por absorbancia a 260 nm (1 unidad de
Asgo o™= 30 pg/ml). Los valores obtenidos se muestran en la Tabla VI

No obstante, la utilizacion de este protocolo puede producir también la pérdida de algunos
nucledtidos de! extremo 5’ del ARNm (SAMBROOK et al., 1989) durante la sintesis de la segunda cadena
ya que, en ocasiones, algunas de las mellas creadas pueden estar muy proximas al extremo 5' de la
cadena, generando un cebador de ARN demasiado pequeiio para permanecer unido a la cadena de
ADN formada.

4.2. ADN complementario a ARN aislado de geles de agarosa

Para la sintesis de ADNc a partir de ARN aislado de geles de agarosa, las muestras de ARN
extraidas de las bandas {apdo.7.2) se secaron al vacio y se resuspendieron en un pequefio volumen de
agua bidestilada estéril. El cebador utihizado fue también un cebador oligo(dT) de 12-18 b
(Arzpriboarr).

Una vez producida la union del cebador a la molécula de ARN (10 minutos a 65°C), se
aftadieron 20 U/l de transcriptasa mversa (AMV) (7L, Ine), utithzando igualmente RNasina (2 U/pl)
como inhibidor de ribonucleasas. La reaccion se incubé a 37°C durante una hora. No se Illevo a cabo
la sintesis de la segunda cadena de ADNc ni se hidrolizaron las moléculas de ARN. Las muestras,
conteniendo los hibridos ADNc : ARN se secaron al vacio y se resuspendieron en TE para ser
posteriormente amplificadas por PCR (apdo 13.7).

5. TECNICA DE HIBRIDACION SUSTRACTIVA

5.1. Preparacion de muestras

Las muestras de ADNc de poblaciones prequisticas de 12 y 18 horas unidas a adaptadores Eco
RI, fueron amplificadas por PCR empleando los cebadores EO3 (Programa #04), y EO4/EQ5 (9:1)
(Programa #02) respectivamente, en las condiciones que se describen en el apartado 13.2. Las muestras
amplificadas en ambos casos fueron purificadas y concentradas por extracciones fenol/cloroformo y
precipitacion en isopropancl (SAMBROOK et al., 1989). El ADNc fue resuspendido en TE y cuantificado
espectrofotométricamente {concentraciones de 0,4 pg/ul y 0,5 ug/pl para 12 y 18 horas
respectivamente, con un grado de pureza cercano a dos en ambos casos).

5.2. Fotobiotinilazion de ADNc

El protocolo utilizado para la fotobiotinilizacion es una modificacion del descrito por SIVE y
JOHN (1986), 10 ug de cada una de las poblaciones de ADNc se mezclaron con 60 pg de acetato de
fotobiotina (Izevitrogen) y se irradiaron con una lampara solar (275 W) durante 20 minutos en hielo.
La fotobiotina que no se incorpord se elimind por adicion de Tris 0,1 M (pH 9) y extracciones
sucesivas (4 veces) con una solucion acuosa saturada de 2-butanol El ADNc fotobiotinilizado ( ADNc-
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Fb) se precipité en etanol y el precipitado (de color marrén) se resuspendio en 15 pl de agua estéril.
5.3, Hibridacion sustractiva

Las mezclas de hibridacién se prepararon en un volumen total de 40 pl en proporcién 15:5
(ADNc-Fb : ADNc) que representa, aproximadamente, 10 ug de ADNc marcado frente a 500 ng de
ADNCc no marcado. De este modo se prepararon dos mezclas de reaccion: 12" (ADN¢-Fb 12 h; ADNc
18 h)y 18 (ADNc-Fb 18 h . ADNc 12 h). Ambas mezclas fueron coprecipitadas separadamente con
etanol/acetato sodico v, posteriomente, resuspendidas en 4 pl de agua estéril mas 4 pl de tampon de
hibnidacion (NaCl 0,9 M, HEPES 25 mM (pH 7,5); EDTA 5 mM, SDS 0,1%). Se desnaturalizaron a
100°C (1 minuto) y la hubridacidn se realizé a 65°C (40 horas).

La union de estreptavidina (10 pg, nvifrogen) se produjo en presencia de NaCl 0,38 M,
HEPES/EDTA 5 mM (incubacién 10 minutos a temperatura ambiente) Las extracciones con
fenol/cloroformo (F/C} y HEPES/EDTA 10 mM; NaCl 0,5 mM (HENa) permitieron recoger la fase
acuosa que contiene el ADNc no hibndado. La adicion de estreptavidina v Jas extracciones F/C y HENa
se repitieron una vez mas. Finalmente el volumen total obtenido de las fases acuosas se precipito en
etanol/acetato sodico en presencia de 100 ug de ARNt. Las poblaciones de ADNc no hibridado se
resuspendieron en 25 ul de TE y posteriormente fueron amplificadas por PCR y analizadas en geles
de agarosa.

6. ELECTRQFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

6.1. Electroforesis de ARN

Las electroforesis de ARN totales 0 mensajeros se realizaron en geles de agarosa (Zis Fad) y
agarosa de bajo punto de fusién (Fromadiss) al 1-1,5% empleando formaldehido 0,66 M (F/er:)
agente desnaturalizante (SAMBROOK et al., 1989). Se aplicaron voltajes de 5-10 V/em durante 3-4
horas. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (EtBr, 1 pg/ml).

Como marcadores de tamafio molecular se utilizaron ARN ribosémico (16S v 268 de
Escherichia coli (Gzehringer) y marcadores de ARN (Framsgs) de rango 9,4 a 0,3 Kb,

Los geles fueron observados utlizando luz ultravioleta de 302 nm (transiluminador LKB 2011,
Pharmazia) y se fotografiaron empleando un sistema Polaroid CU-5 (pelicula Polaroid 667)

6.2. Electroforesis de ADN

Las electroforesis de ADN se realizaron en geles de agarosa (1 a 2%) en tampén TAE como
se describe en SAMBROOK et al. (1989). Los geles se corrieron a 4 V/cm durante aproximadamente tres
horas. Los geles se tifieron igualmente con EtBr (1 ug/ml).

Los marcadores de tamafio molecular empleados fueron: M-Il y M-VI (Busluingsr) con rangos
de tamafic molecular de 23 - 0,125 Kb y 2,1 - 0,154 Kb respectivamente, también se utilizo otro
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marcador con rango de 12 - 0,154 Kb (BEL, Inz.). Los geles se fotografiaron segin se indica en el
apartado anterior.

7. AISLAMIENTO Y PURIF’IQAS;I(')N DE BANDAS AISLADAS DE GELES DE AGAROSA
7.1. Aislamiento de bandas de ARN

Las bandas con el ARN que nos interesaba recuperar fueron aisladas de geles de agarosa de
bajo punto de fusion en condiciones desnaturalizantes, empleandose en este caso solo la mitad de la
concentracion de formaldehido con respecto a las electroforesis de ARN que se han descrito (apdo.
6.1), ya que se ha encontrado que este agente desnaturalizante puede omifirse en esta clase de geles
sin afectar a la separacion electroforética de las moléculas de ARN (YIN-CHANG & YI-CHENG, 1990),
manteniendo la cantidad indicada previamente para el tampon de corrido. El ARN de las bandas se
recuperé usando el mismo protocolo que para la extraccion de ADN (SAMBROOK et al (1989).

7.2. Aislamiento de bandas de ADN

Para la recuperacion del ADN de bandas obtenidas de geles de agarosa de bajo punto de fusiéon
se ha seguido el método descrito por SAMBROOK et al., (1989). En ocasiones se han empleado tubos
Eppendorf comerciales conteniendo un gel separador de fases (Phase Lock Gel Light, Prirce, £18), que
optimiza la recuperacion de acidos nucleicos de la fase acuosa, ya que la fase organica y la interfase
son atrapadas en dicho gel. En este caso se emplean dos pasos mis con respecto al método estandar:
extraccion con fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1) y extraccion cloroformo-iscamilico (24:1).

TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEIC Y HALOS DE LISIS A FILTROS DE
NYLON

8.1. Transferencia de ARN (Northern blot)

Las muestras de ARN total fraccionadas por electroforesis y tefiidas con EtBr fueron
transferidas por capilaridad a membranas de nylon no cargadas (Hybond-N, Amershara) y membranas
de nylon” (Beehringer) (SAMBROOK et al., 1989). La transferencia en ambos casos se realizd durante
un maximo de 24 horas y el ARN fue fijado al filtro mediante un doble sistema: secado del filtro a
80°C (hasta un maximo de dos horas) y exposicion a luz ultravioleta (254 nm) durante 3 minutos
(Spectrolinker XL-100; Spectromcs Corporation). Los filtros fueron almacenados en sequedad 2 4°C
hasta su posterior utilizacion.
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8.2. Dot blot de ARN

Todas las preparaciones de dot blot de ARN se han realizado sobre filtros de nylon’ segun el
protocolo descrito por DYSON (1991) empleando ARN total (0,5 a 20 ng por muestra} en alicuotas de
2 ul depositadas de forma manual. Los filtros asi preparados fueron secados al aire y fijados por
irradiacion con luz ultravioleta en las condiciones descritas (apdo. 8.1).

8.3. Transferencia de ADN (Southern blot)

Cada una de las poblaciones de ADNc unidas a adaptadores Eco RI fue amplificada empleando
el cebador EOQ3 (apartado 13.3) y una alicuota de cada una de las muestras purificadas (27-35,5 pg)
fue fraccionada por electroforesis en geles de agarosa {1,5%) en TAE. Los geles fueron visualizados
por tincién con EtBr, fotografiados y posteriormente sometidos a desnaturalizacion y neutralizacidn
(SAMBROOK et al ,1989). La transferencia a filtros de nylon” se realizo por capilaridad segiin describen
los mismos autores durante 18-20 horas. Los filtros fueron entonces secados a 60-80°C durante 15-20
minutos y el ADN se fijo por luz ultravioleta durante 3 minutos. Los filtros se guardaron en sequedad
a4°C

8.4. Dot blot de ADN

Las muestras purificadas de ADN se colocaron sobre filtros de nylon’ sigumendo el método
descrito por DysoN (1991), aplicando manualmente desde 1,6 a 5 ug de ADN por muestra. Una vez
depositadas las muestras, los filtros fueron directamente secados al aire y fijados por irradiacion
ultravioleta, sin pasos previos de desnaturalizacion. Se almacenaron a 4°C.
8.5. Transferencia de halos de lisis

Los fagos, aislados y mantenidos en SM/cloroformo a 4°C ¢ en SM/DMSO a -20°C se
aplicaron directamente sobre los filtros de nylon (previamente bafiados en agua bidestilada estérl) en
alicuotas de 2 ul hasta un volumen maximo de 15 pl por muestra, que representa, como media, 4-5

x 10° ufp. Posteriormente, los filtros son desnaturalizados, secados y fijados segin se describe en el
apartado 8 3.

9. MARCAJE DE SONDAS DE ADN
9.1. Marcaje radiactivo

El marcaje radiactivo se ha llevado a cabo por extension de cebadores (hexanucledtidos) al
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azar, random primed, (FEINBERG & VOLGELSTEIN, 1984), empleando 2,8 uCi dATP «*P (800 uCi/ml)
(Aznersnern) y 0,1 U/nl de ADN polimerasa [ (fragmento Klenow) (Amershan), incubando durante
5 horas a temperatura ambiente. Los nucleotidos no incorporados fueron eliminados por cromatografia
en columna Sephadex G50 (SAMBROOK et al., 1989),

9.2, Marcaje no radiactivo

Se ha utilizado un método de marcaje no radiactivo por incorporacion de desoxiuridina
trifosfato (dUTP) marcada con un hapteno de origen vegetal denominado digoxigenina (DIG-11-
dUTP). Tras el marcaje por digoxigenina las sondas son detectadas empleando anticuerpos anti-
digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina Para el proceso de revelado se emple¢ un método

quimioluminiscente (T =roingst).
9.2.1. Marcaje no radiactive por extension de hexanucledtidos al azar

Para el marcaje no radiactivo de las sondas de ADN se ha seguido el protocolo descrito por
FEINBERG ¥ VOLGELSTEIN (1984), utilizando 0,5-3,5 ug de ADN purificado. En la Tabla VII se
describen los componentes de las mezclas de reaccion adaptadas al empleo de DI1G-11-dUTP.

Las reacclones se realtzaron a 37°C durante 20 hotas, empleando 0,1 U/ul de polimerasa
Klenow. La cantidad de ADN marcado depende de la cantidad de ADN molde vy de la duracién del
tiempo de incubacion, ya que tiempos de incubacion largos (hasta una maximo de 20 horas)
incrementan la produccion de ADN marcado. En la reaccion estandar se incorpora una molécula de
digoxigenina cada 20-25 nucleotidos. Posteriormente el ADN es precipitado en etanol, resuspendido
en TE y almacenado a -20°C, temperatura a la que la sonda marcada con digoxigenina es estable, al
menos, durante un afo.

Tabla VII: Descripcion de los componentes de las mezelas de reaccion para el marcaje no radiactivo de sondas de
ADN

62.5 A, U/ml hexanucleotides de secuencia al azar
Mezcla de hexanucleotidos Tris/HC1 500 mM

(10x) MgCl, 100 mM
DTT [ mM
HBSA Zmp/ml

dATP, dCTP, dGTP 1mM
Mezcla de marcaje dNTP dTTP 0.65mM
{10x) DIG-11-dUTP 035 mM

Ll
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La eficiencia del marcaje se comprobd mediante deteccion directa, antes de llevar a cabo la
hibridacion. Asi, 5 ul de cada una de las muestras marcadas se depositaron directamente sobre las
membranas de nylon” y se procedié con el protocolo de deteccion descnto posteriormente (apdo. 10.2).

9.2,2. Marcaje por PCR

El marcaje ne radiactivo de sondas por PCR se especifica en la seccion Métodos basados en
PCR (apdo. 13.8).

10. METODOS DE HIBRIDACION Y DETECCION SOBRE FILTROS DE NYLON'
10.1. Hibridaciones empleando sondas de ADN radiactivas

Las prehibridaciones e hibridaciones de los filtros de nylon de muestras de ARN total
(Northem) se realizo segun describe BERENT et al. (1985). Los filtros fueron prehibridados a 65°C (en
ausencia de formamida) durante 3 horas v las hibridaciones se prolongaron durante 18-20 horas a la
misma temperatura.

Las membranas fueron lavadas secuencialmente a 65°C con 2 x SSC (dos lavados de 15
minutos) y 0,1 x SSC (15 minutos).

Los filtros fueron autorradiografiados a -70°C empleando pelicula £ g%-"ersart, exponiéndose
durante periodos variables hasta un maximo de 5 dias.

10.2. Hibridaciones empleando sondas de ADN no radiactivas

Las prelbridaciones de los filiros de nylon' se realizaron a una temperatura de 42°C
(Southern. dot blot de ADN vy halos de lisis) ¢ 50°C (Northern y dot blot de ARN) en tampén de
), 5 x 88C, 0,02% SDS (p/v), N-laurilsarcosina
sehiringer) en lugar de ADN de esperma de salmén.

B

hibridacién (formamida desionizada 50% (!
0,1% (p/v) y 2% (p/v} de agente bloqueante (%

Las hibridaciones se realizaron a las mismas temperaturas durante toda la noche empleando
el tampon anteriormente descrito mas 200 ng/ml de sonda marcada con digoxigenina. Las diluciones
de la sonda marcada se hicieron en tampdon TE con ADN de esperma de salmon (50 pg/mi,
r37),

En todos los casos los filtros se lavaron dos veces con 2 x SSC, 0,1%SDS durante 5 minutos
a temperatura ambiente y dos veces mas (15 minutos cada una) en solucidén 0,1 x SSC, 0,1%SDS a
68°C.

TR I,
et

Las soluciones de hibridacion conteniendo las sondas fueron reutilizadas vanas veces y
almacenadas a -20°C. Para su reutilizacién dichas soluciones fueron desnaturalizadas por calor a
100°C durante 10 minutos y enfriadas rapidamente en hielo.

Una vez finalizados los lavados, se procedid a la deteccion siguiendo un proceso
quimioluminiscente en tres pasos:
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» Tratamiento de las membranas con agente blogueante para evitar uniones no especificas de
los anticuerpos a la membrana.

» Incubacion de las membranas con anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa
alcalina.

» Reaccion de las membranas con Lumigen PPD y mantenimiento a 37°C (aproximadamente
3 horas) para actrvar el intermediario inestable que se produce en la reaccion.

Falmente los filtros son expuestos a una pelicula de rayos X (Kodak, X-Omat 100} entre 3
y 15 horas.

Una descripcion mias detallada del método se puede encontrar en el protocolo suministrado en
wngty (BOEHRINGER-MANNIIEIM, 1993).

el kit de la casa comercial i+ -

11. CLONACION EN pUCI18

11.1. Tratamiento del ADN¢ amplificado

Para llevar a cabo {a clonacion de los productos amplificados por PCR (apdo. 13.4y 13.6) se
procedid de la siguiente forma:

[.a mitad de la muestra amplificada fue digerida con Proteinasa K (4 pg/ui) a 37°C durante 30
minutos (CROWL: et al., 1991) y el ADN se extrajo con un paso de purtficacion fenol-cloroformo y un
segunde paso en cioroformo, tras lo cual la muestra se precipitdo en PEG 8.000 (20%) durante {5
minutos a 37°C. La adicion de PEG induce a las moléculas de ADN a condensarse en agregados, lo
que acelera la tasa de umon al vector de 1 a 3 drdenes de magnitud {SAMBROOK et al., 1989) El
precipitado se lavd de nuevo en etanol vy se tratd con la enzima polinucledtido quinasa (0,3 U/ul)
incubando la reaccion a 37°C durante 30 minutos.

Para la reparacion de los extremos romos de ADNc¢ se empled ADN polimerasa del fago T4
(0,1 a 0,2 U/ul) y una mezcla de desoxinucledtides (dAATP, dCTP, dTTP, dGTP; 2,5 mM cada uno,
Frarrnsiia) en tampon universal de restriccion 10x (Tris-acetato 33 mM, acetato potdsico 66 mM,
acetato magnésico 10 mM, DTT 0,5 mM) Se mantuvo 30 minutos a 37°C vy la reaccion se detuvo por
calentamiento a 65°C durante 10 minutos.

Parala clonacion de ADN de extremos protuberantes se le unieron adaptadores Bam HI/Not
I (Fharmaciz), constitiido por dos oligonucledtidos complementarios (13 v 9 b) que se unen para
producir un extremo protuberante Bam HI, permitiendo también un sitio interno de reconocimiento Not
I, como se muestra a continuacion;

5-d(GATCCGCGGCCGC)-3'
3-d(GCGCCGGCG)p-5'

La unién de adaptadores permite eliminar los pasos de metilacion y digestion con [a enzima
de restriccion correspondiente, necesarios cuando se utilizan /inkers en lugar de adaptadores.

37



Marerpirs y XlEropos

No obstante, las moléculas de ADNc que contienen adaptadores fosforilados pueden formar
meoléculas circulares covalentemente cerradas que no pueden ser clonadas o moléculas quiméricas no
deseables durante la reaccion de union al vector desfosforilado. Para evitar este problema, se ha
seguido el protocolo descrito por SAMBROOK et al. (1989), empleando adaptadores en los que sélo se
encuentra fosforilado el extremo 5' mas corto de la doble cadena que compone el adaptador.

Se emplearon 0,02 U/ug de ADN y 13 U de ligasa A continuacion se fosforilaron los extremos
5' de las nuevas moléculas con polinucledtido quinasa del fago T4 (0,16 U/ul). El exceso de
adaptadores se elimina con una columna Sephacryl 8-400 (iransgs).

11.2. Unién al vector pUC18

Para el clonaje con ADN de extremos romos, la mitad del volumen anteriormente preparado
se unid al vector pUCI8 (digerido con Sma I y desfosforilado) (£rzersrzr) v el ADN unido a
adaptadores Bam HI/Not I se ligo al vector pUC18 (digenido con Bam Hl y desfosforilado) {:hz0m4078)
utilizando una alta concentracion de ligasa (0,06 U/ng de vector). Las reacciones se mantuvieron a | 2-
16°C durante toda la noche

11.3. Preparacién y transformacion de células competentes

La preparacidn de células en estado competente (cepas o-DHS v JM101 de ~ coli) se realizé
siguiendo el procedimiento del CaCl, (SAMBROOK et al , 1989).

Una alicuota del vector ligado (aproximadamente 2-10 pl) se empleo para transformar células
competentes (volumen 100 pl), manteniéndose 30 minutos en hielo y sometiéndose, a continuacion,
a un choque térmico (42°C) durante 90 segundos. Se afiadio entonces medio SOB suplementado con
glucosa 0,01 M v ia mezcla se vertié en placas de medio SOB que contenian ampicilina (50 pg/mi),
PTG (6 pM) vy X-Gal {0,012%) preparados previamente segun se describe en SAMBROOK et al. (1989)

11.4. Seleccion de clones positivos

Se seleccionaron colomas blancas vy colonias que presentaban débiles zonas azules centrales,
que son tipicamente recombinantes. También se eligieron algunas colonias completarnente azules, ante
la evidencia de que algunos recombinantes siguen produciendo 3-galactosidasa activa y aparecen como
colonias azules sobre X-Ga! (BROWN, 1991).

Las colomas elegidas se crecieron en medio SOB liquido en presencia de ampicilina (50 ug/ml)
durante 2 horas a 37°C en agitacion, procediendo después al aislamiento de ADN plasmidico para
su analisis.

11.5. Aislamiento y digestion de ADN plasmidico

E! ADN plasmidico se obtuvo por el método de la hidrélisis alcalina descrito por SAMBROOK
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et al. (1989). E! ADN plasmidico para secuenciaciéon automatizada fue extraide por el mismo
protocolo utilizando un ki comercial (Tuisgen). El ADN obtenido se resuspendio en un volumen de
20 pl de agua estéril conteniendo RNasa (50 pg/ml) y se mantuvo 10 minutos a 37°C. La
concentracion de ADN fue medida por absorbancia a 260 nm.

Posteriormente, la mitad del ADN obtenido fue digerido con Eco RI (0,25 U/pl) y Hind 111 (0,3
U/ul) a 37°C durante 3-4 horas Los fragmentos de ADN obtenidos fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 1,7%.

12. CONSTRUCCION DE GENOTECAS DE ADNc EN Agt10

12.1. Preparacion de ADNc¢ para su clonacion

Se procedio, en primer lugar, a la unién de adaptadores EcoRI (¥:

wsge) al ADNe de
extremos romos, para clonar en el vector Agt10 digerido con la misma enzima de restriccidn, como se
muestra a continuacion:

S“dAATTCCGTTGCTGTCG)-3
3-d(GGCAACGACAGC)p-5'

La umon de adaptadores y fosforilacion de las nuevas moléculas se realizé segun las condiciones
descritas en el apartado 11.1. El ADN eluido se concentrd por precipitacion y se resuspendio en TE para
su posterior clonacion.

12.2. Union al vector desfosforilado

Para determinar las condiciones optimas de unién entre el ADN inserto y el ADN del vector Agtl0
se procedio a ajustar la canbdad de ADN a clonar, manteniendo constante la concentracion molar de ADN
del fago. Paralelamente se prepard un tubo control adicional (tubo A) para comprobar los niveles de
reasociacion del vector. En las Tablas VIII y IX se muestran las relaciones molares empleadas para cada
una de las dos genotecas preparadas (ADNc de 12 y 18 horas respectivamente).

El ADNc ligado al vector es empaquetado /n vifro empleando extractos virales (rotnega)
conservados a -70°C La reaccion de empaquetamiento se llevo a cabo a 22°C durante aproximadamente
2 horas. Los fagos se pueden mantener empaquetados a 4°C hasta tres semanas [en presencia de
cloroformo 20% (v/v)], aunque la titulacion va disminuyendo progresivamente.

En nuestro caso, no obstante, los fagos empaquetados se mantuvieron viables en estas condiciones
durante, al menos, un afio.
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Tabla VIII: Volimencs v relaciones molares utilizadas para la construceion de fa genoteca de ADNe-12 horas

TUBO A TUBO B TUBOC TUBOD
U VU N S —
ADN vector (0.5 pgful) 2ul 2ul 2 2ul
I ug = (.035 pmoles (1 pg) (1 pg (1 pg) (I pm
ADNc 12 h {024 ug/ul) — 3ul 2ud 1l
1 ug=1.04 pmoles (072 ug) (.48 ug) (024 ug)

Tabla IX: Volimenes v relaciones molares empleadas para la construccion de la genoteca de ADNe-18 horas

[ TUBO B TUBO C

I
ADN vector (0.5 pg/pl) 2l 2ul
1 pg = 0.035 pmoles (i pg) (1 pg)
ADNc 18 h {048 pg/ul) 3ul 2l
1 pg = 1.04 pmoles (1.44 pg) (0.96 pp)

12.3. Titulacién y determinacion de la eficiencia de clonaciéon

La titulacion del bacteriofago lambda (SAMBROCK et al,,1989) se realizé en medio LB (en presencia
o ausencia de tetraciclina, segin se trate de la cepa C600 Hfl 6 C600) empleando diluciones seriadas de los
extractos de empaquetamiento en tampén de fagos TM (diluciones 1/500 a 1/5000 segun el tiempo
transcumdo desde el empaguetamiento). La eficiencia de clonacion para cada una de las genotecas aparece
en la Tabia X.
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Tabla X Eficiencia de clonacion para las genotecas de ADNec-12h v ADNc-18h empleando diferentes relaciones molares

12.4. Seleccion de recombinantes

ADNc 12 h TUBO A TUBORB ] TUBOC TUBOD
PARENTALES 100% 50% 63.4% 29.5%
RECOMBINANTES o 50% 36.6% 70,5%
ADNc 18 h TUBOB | TUBOC
PARENTALES 80% 88.5%
RECOMBINANTES 20% 11,5%

Los halos de aspecto claro constituidos por fagos recombinantes (Figura 2) fueron separados del
agar y aislados en tubos Eppendorf estériles en SM/cloroformo (1 : 0,25) y guardados a 4°C o bien

conservados en pocillos de microplacas estériles en SM/DMSO (1 : 0,07) y mantenidos a -20°C.

C 600.

Figura 2: En la fotogratia s¢ observan los halos de lisis claros (3 ), constituidos por fagos

recombinantes y los halos de lisis turbios (»). no recombinantes, sobre un césped de F. Coli
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La titulacién media de halos claros mostraba un rango de 5 x 107 - 6 x 10 ufp/ml.
12.5. Amplificaciones de los clones seleccionados

Los clones elegidos tras la hibridacién directa de los halos de lisis con la sonda especifica, fueron
amphificados por el método del isado en placa (SAMBROOK et al.,1989) reduciendo al maximo el volumen
de tampon SM que se aftade a las placas y manteruendo éstas a 4°C durante 6 ¢ 7 horas. La titulacion de
los amplificados fue 10° -10" ufp/ml.

12.6. Aislamiento y digestion de ADN viral

El método utilizado para la extracciéon de ADN de las particulas viricas se basa en el descrito por
SAMBROOK et al. (1989), empleando un volumen aproximado de 1 ml de los clones ampiificados y
resuspendidos en SM.

En las digestiones inciales con DINasa I y RNasa pancreatica se incrementaron las concentraciones
a8 y 2 ug/mi respectivamente, prolongandose la digestiéon durante toda la noche a 37°C.

Una alicuota del ADN extraido se diginé con Eco RI (0,66 Uful) en presencia de RNasa (20 ug/ml)
y se mantuvo toda la noche a 37°C. Este procedimiento, descrito por los mismos autores, se emplea cuando
el ADN del vector no puede ser digerido por enzimas de restriccion. Tanto el ADN no digeride como los
fragmentos de restriccion se analizaron en geles de agarosa (1-1,5%).

Para la extraccion de ADN de los clones de lambda también se han utilizado tubos Eppendorf
conteniendo un gel separador de fases (Phose Lock Gel) que incrementa la recuperacion de Acidos nucleicos
(apdo. 7.2.). El método utilizado es basicamente igual al descrito, excepto que la lisis de las particulas
viricas se produce en presencia de SDS (0,5%) y Protemnasa-K (100 pg/ml).

13. METQDOQS BASADOS EN PCR

13.1. Reacciones de amplificacion

Las reacciones de PCR se desarrollaron en tubos Eppendorf siliconizados de 0,5 ml con un
volumen total de reaccion de 50 pl conteniendo MgCl, (0,7 mM), desoxinucledtidos trifosfato (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP; 0,2 mM cada une, Farkin-Eliner Cuius), cebadores en concentracidén molar 10, 200
6 400 pM, segtn el cebador utilizado (Tabla IX) y 1,25 unidades de Taq polimerasa ( Arrershara, Eickrobe,
Boshrirges, Perlmn-Bhmer Cetus). El tampodn estandar para las reacciones de PCR fue suministrado por cada
una de las casas comerciales citadas. La evaporacion en el interior de los tubos se redujo afiadiendo 40 pl
de aceite mineral estéril (Ferkin-Rlmsr Tetus, Sigma). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un
termociclador Precision Scientific GTC-2.

Para todas las amplificaciones se utilizaron 5 ul de diferentes diluciones del ADN a amplificar en
TE (diluciones 10" a [0}, a excepcion de las amplificaciones directas de halos de lisis de Agt10 (apdo.
13.5).



Tabla XI: Relacion de cebadores y programas de PCR utilizados

TAMANG | CONCENTRACION
CEBADOR CAS4 COMERCIAL SECUENCIA (53" PROGRAMA!
) MOLAR (pM) -3)
EO3 OPERON TECHNOLOGIES 12 00 CCGTIGCTGTCG #04
=1
pLUCAIE3 ara 17 CTITTCCCAGTCACGAC
s LG, #01
PUCMIS, cyerse PROMEGA 17 19 CAGGAAACAGCTATGAC
SAL Servicio de Sinfess de 10 GTTTCCGCCC
i eligonncledtidos. Dpto. de . T
Microbiologia- 7 ; 00 4
§A2 Microbiologia-IT Fac de Farmacia 10 20 AACCCGCCAAL #0
UCM)
EO4 OPERON TECHNOLOGIES 21 400 GCATGCGCGGCCGUGGAGE #04
FOS
(EO4 + EO3) OPERON TECIHINOLOGIES 33 400 GCATGOGCGCGGUCGCGGAGGCCGTTGCTGTOG #02
A gt era | 27 CITITGAGCAAGTTCAGCCTGCTTAAG
AMEG. i " #01
Agtlo_ . PROMEGA 31 10 GAGGTGGCTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTA
NS1 19 GTAGTCATATGCTTGTCTC
GENUSYS BIOTECHNOLOGIES 200 #01
NS2 TE LOGIE. 21 GGCTGCTGGCACCAGACTTGC
OLIGOD),; 4 AMERSHAM l 12-18 [ 0,25 (Dyzs #)3 l[

' Las caracteristicas de cada programa se mucstran cn ¢l apartade 13.2
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13.2. Cebadores y programas utilizados

En la Tabla XJ se muestra una relacion de todos los cebadores y los programas unlizados en cada
caso. Las condiciones de amplificacion para cada programa se describen en la Tabla XII

Las temperaturas Optimas de reasociacién para cada tipo de cebador fueron deducidas a partir de
la secuencia nucleotidica de cada uno de ellos, utilizando el programa de ordenador REANNEAL (cedido
amablemente por su autor, Dr. E. Orias).

Tabla XIT: Condiciones de amplificacion de los progranias utidizados

PROGRAMA 201 PROGRANA #02 PROGRAMA =03 PROGRAMA 204
CONDICIONES DE Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo Tenperatura Tiempo Temperatura Tiempo
AMPLIFICACION o) (min) o0 {min) ) {min) ) (min)
Primer ciclo
Desaturalizacidn 94 5 94 g 94 7 94 5
Reasociaciin 54 1 52 1 7 | 40) 1
Podimerizaciin 72 2 72 2 72 i 72 2
Resto de aclos
Desnaturalizacion 94 | 94 1 94 0.5 94 1
Reasociacion 54 1 52 i 37 ! 40 1
Polimenizacion 72 2 72 p 72 1 72 2
Extension final 72 5 72 5 72 5 72 5
NETOTAL DE 25 45 30 45
CICLOS

13.3. Amplificaciones de poblaciones de ADN¢

Las poblaciones de ADNc obtenidas (fase vegetativa, fases prequisticas (12, 18 y 24 horas) y
quistes de resistencia de Colpoda inflata), unidas a los adaptadores EcoRI fueron diluidas en TE [0,6-1,2
ng de ADNc (dilucién 1:1) y 120-240 ng de ADNc (dilucion 10)]. Como cebador se utilizé EO3
{secuencia complementana al adaptador EcoRl) a una concentracidn final 400 pM. Alicuotas de las
muestras de reaccion amplificadas se analizaron en electroforesis de agarosa (1,5%). Posteriormente las
muestras fueron purificadas (apdo. 13.9) y cuantificadas espectrofotométricamente. Como media se
obtuvieron, dependiendo de la poblacién, de 4 a 11 pug de ADN por amplificacién, Para siguientes
amplificaciones se utilizaron diluciones de las poblaciones ya amplificadas y purificadas.
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13.4. Estudio de los polimorfismos de las poblaciones de ADNe¢ (RAPcD)

Para el estudio de los polimorfistnos se emplearon cebadores de secuencia al azar (EO3, EO4, SAl,
SA2y el par SA1/SA2) con los programas indicados en el apartado 13.2., empleandose diluciones 107 (120
a 240 ng) de poblaciones nativas de ADN, sin adaptadores Eco RI, de estados vegetativos, prequisticos
(12, 18 y 24 horas) vy quistes de resistencia. Alicuotas de las muestras de reaccion se analizaron en
electroforesis de agarosa estandar o agarosa de bajo punto de fusion (1,5%).

Algunas bandas fueron cortadas, asladas y purificadas (apdo. 7.2.) y posteriomente fueron
marcadas con digoxigenina por PCR (apdo. 13.8) utilizando el mismo ¢ los mismos cebadores con las que
fueron obtemdas.

13.5. Amplificacion de insertos clonados en pUC18 y en Agt10

En ocastones, el ADN plasmidico puede ser resistente a la digestién con enzimas de restriccion a
la hora de recuperar el inserto del vector plasmidico (SAMBROOK et al., 1989), por lo que los insertos de
ADNCc clonados en pUC18 se obtuvieron por PCR empleando para ello cebadores especificos del vector
(pUC/M 13 forward y reverse), situados 81 pb a la izquierda (upstream) v 10 pb bacia la derecha
(downstream) del lugar de restriccion Eco RI respectivamente (Tabla XI).

Para determinar e} tamafio de los insertos, se amplificaron diluciones 10 y 10™ de ADN plasmidico
aistado y digendo con RNasa (apdo. 11.5), analizandose posteriormiente en geles de agarosa (1,5 y 2%).
Una segunda amplificacion (utilizando una diluciéon 10 del primer amplificado) permitié la obtencién
directa del inserto, incrementando notablemente la proporcion del mismo. Dichos fragmentos amplificados
fueron entonces purificados (apdo. 13.9), cuantificados espectrofotométricamente y, en su caso, marcados
con digoxigenina por PCR empleando los cebadores especificos ya descritos . Igualmente, el vector Agtl1(
puede presentar probiemas de digestion con Eco RI para la liberacion del inserto (GOUFLI & AIIMED, 1991},
por lo que los insertos clonados en dicho vector fueron obtenidos por PCR a partir de dos fuentes distintas:

» Amplificacion directa de clones recombinantes de Agti0

Los halos de hsis conteniendo fagos recombinantes mantenidos en SM en presencia de
cloroformo o DMSO (apdo. 12 4) fueron amplificados por PCR utilizando cebadores especificos
del vector (Agtl10 forward y reverse), que son complementarios a regiones sttuadas 35 pb a la
izquierda y 41 pb a la derecha del sitio de restriccion Eco RI, respectivamente (Tabla XT).

Para la amplificacion se utilizaron 5 i de la suspension de fagos en SM o diluciones en
TE, amphficandose directamente o bien en presencia de detergentes como Nonidet P40 al 0,3%
(v/v) (HENKEL et al | 1993) 0o DMSQ al 6% (v/v).

» Amplificacion de ADN aislado de clones recombinantes de Agti0
El ADN aislado de los clones de Agtl0 (apartado 11.5) se diluyé en TE (diluciones 10

v 107) y se amplifico empleando los cebadores especificos descritos (Tabla XI).
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13.6. Amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE)

Para la amplificacién de ADNc de los hibridos ADNc:ARN, obtenidos como se describe en el
apartado 4.2, se afiadi¢ una cola de homopolimeros (residuos dA) en el extremno 3' de la cadena sintetizada
de ADN, utilizando transferasa terminal (0,6 U/ul) y dATP (} mM) en tampodn 5x (cacodilato sodico 1 M;
MgCl. 20 mM, 2-B-mercaptoetanol 5 mM), La mezcla de reaccion se incubd 15 minutos a 37°C.
Aproximadamente 1/4 del volumen total (5 ul) se utilizd para la amplificacién por PCR, empleando
oligo(dT) de 12 a 18 b como cebador (Tabla XI).

13.7. Amplificacién de un fragmento del ADN ribosomico 185

Se empleo ADN gendommco de C.inflaia (estado vegetativo) extraido por el método
fenol/cloroformo/alcohol 1soamilico (SAMBROOK et al., 1989). Se amplifico por PCR un fragmento del gen
ADN ribosomico 175/18S utilizando cebadores universales (NS1/NS2, Tabla XI) que amplifican una region
de 515 pb. Se obtuvo asi un fragmento amplificado de 555 pb (region amplificada mas cebadores) que se
utiizé como sonda tras su marcaje por PCR con digoxigenina.

13.8. Marcaje no radiactivo por PCR

Para el marcaje no radiactivo (marcaje con digoxigenina) de fragmentos de ADN (procedentes de
previas amplificaciones ya purificadas o directamente de bandas aisladas en geles de agarosa de bajo punto
de fusién), las muestras fueron diluidas en TE (10°) y amphficadas utilizando una mezcla de nucledtidos
(dATP . dGTP : dCTP : dTTP - DIG-dUTP; i : i :1: 0,66 3,3) incrementando aproximadamente 10 veces
la proporcion de DIG-dUTP respecto a la mezcla empleada para el marcaje por extension de hexanuclotidos
al azar (apdo. 9.2.1). La molandad final de los nucledétidos dATP, dGTP, dCTP se aproxama a la unlizada
en las reacciones estdndar de PCR (0,19 mM), pero se modifica la molaridad final de dTTP (0,13 mM)y
la de dUTP-DIG (66 uM) (LION & HAAs, 1990).

El resto de los componentes de la mezcla de reaccion son iguales a los descritos en el apartado
13.1. En cada amplificacién se realiza una segunda reaccion de PCR (sin digoxigenina), que sirve de control
del proceso de marcaje. La eficiencia del marcaje se determina por comparacion de la movilidad del
fragmento marcado con el control, en una electroforesis de agarosa, ya que la incorporacién de digoxigenina
en la molécula de ADN retarda su movilidad electroforética

13.9, Purificacion de las muestras amplificadas por PCR

Las muestras amplificadas (marcadas y no marcadas) han sido purificadas utilizando un kit
comercial (Perldn-Blrner Cetig) que permite separar el ADN amplificado de todos los nucledtidos y
cebadores no incorporados, pudiendo ser utilizado para un amplio rango de fragmentos de ADN (200 pb
a 25 Kbj).

La punificacion de la muestra se Heva a cabo segun el método de VOGELSTEIN v GILLESPIE (1979)
empleando una matniz particulada que, en presencia de Nal, retiene el ADN mientras las proteinas
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permanecen en solucion. La elucion de ADN se consigue con adicion de agua destilada. Las muestras
purificadas se cuantificaron espectrofotométricamente (en todos los casos se obtuvo una pureza infenor a
1,3), procediendo luego a preparar las diluciones adecuadas bien para el marcaje de dichos fragmentos o
bien para su postenor utilizacion como sondas, en el caso de fragmentos de ADN ya marcados con
digoxigenina.

13.10. Secuenciacion y analisis de la secuencia obtenida

La secuenciacion del fragmento B4/QA se llevo a cabo por el método dideoxi y se realizo en el
Servicio de Secuenciacion Automatizada de ADN (Departamento de Microbiologia-1l, Facultad de
Farmacia, UCM).

El analisis de la secuencia se realizo en el Servicio de Modelado de Proteinas perteneciente al
Centro de Investigaciones Bio{ogicas (CSIC). La base informatica utilizada para el estudio de fa secuencia
fue el programa GCG.
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1. ANALISIS CUALITATIVO DE_ARN_TOTAL Y _Poli(A)’ DURANTE EL
ENOUISTAMIENTO DE Colpoda inflata

Como ya se ha indicado en el apartado 3.1 de Materiales y Métodos, para llevar a cabo los
aislamientos de ARN total, o bien de las fracciones poli(A)" directamente, durante el proceso de
enquistamiento de Colpoda inflata, se ha partido de volumenes diferentes de cultive. El volumen de
cultivo de células en etapas prequisticas fue el doble del utilizado para los aislamientos de estados
vegetativos, mientras que para los aislamientos de quistes maduros se empleo hasta 4 veces el volumen
utilizado para extracciones de células de etapas vegetativas.

Estas diferencias en los volumenes de cultivo, y por tanto, en el niimero de células, se debe a
la dificultad de extraccion de ARN tanto de estados prequisticos como de quistes de resistencia
maduros. En ambos casos se¢ debe proceder a una ruptura celular mecanica, realizada por
homogenizacién en frio en el tampdn de lisis indicado para cada tipo de extraccidn (Tabla I'V}.

Las muestras de guistes maduros {con una edad superior a un mes), son particularmente
resistentes a la ruptura mecénica, lo que exige un previo tratamiento enzimatico con Proteinasa-K (10
mg/ml) durante 24 horas (50-60°C) antes de la homogenizacion. Tanto para muestras prequisticas
como para muestras de quistes maduros, el porcentaje de ruptura quistica es bastante variable (50 a
80%) utilizando homogenizacién manual. Esta es la razon de trabajar con muestras que contengan un
mayor numero de células prequisticas y quisticas, con respecto a muestras de celulas en estado
vegetativo, que no requieren ruptura mecanica ya que sé lisan por los componentes del tampon de
ruptura.

A pesar de que sabemos que la sonicacion es un buen método de ruptura mecanica para los
quistes de resistencia de ciliados (GUTIERREZ et al., 1984; MATSUSAKA & HONGO, 1984), en nuestro
caso, nos hemos visto obligados a utifizar la homogenizacién manual, ya que los detergentes que
contienen los tampones de lisis {Tabla IV) provocan la aparicion de espuma durante Ja somcacion,
disminuyendo el nivel de ruptura sobre los quistes. Por otro lado, la potencial eliminacion de los
componentes responsables de la aparicién de espuma del tampon de lisis, afectaria la integridad de las
macromoléculas que se desean aislar.

E] aislamienio de ARN total se ha llevado a cabo empleando dos meétodos diferentes de
extraccion: tiocianato de guanidina/fenol/cloroformo (CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987) y precipitacion
con clorure de hitio (CATIHALA et al., 1983} El rendimiento v pureza de ARN obtemido con cada uno
de los métodos se muestran en la Tabla XIII .

La figura 3 muestra el analisis electroforético de las muestras de ARN total de células
vegetativas extraidas con cada uno de los dos métodos anteriormente indicados, en donde destacan las
bandas de ARNr (subunidad mayor y menor). Aunque la cantidad de ARN de cada una de las
muestras deposttadas en el gel fue la misma (80 pg), en la muestra obtenida por el método ttocianato
de guanidina/fenol/cloroformo (Figura 3, carril 1) se aprecia un mayor arrastre durante la electroforesis,
probablemente debido a una mayor contaminacién proteica. Estas observaciones coinciden con los
valores medios de pureza obtenidos en ambos métodos de aislamiento (Tabla XIII).
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L7S/188 =

Figura 3: Muestras de ARN total de células vegetativas (agarosa 1% Carril 1 Extraceion con el método
de tiocianato de guanidina/{enol/cloroformo Carril 2: Extraccion con ¢l método del LiCT Las (lechas
indican las bandas de ARNr
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Tabla XIII: Resultados comparativos obtenidos con los métodos de aislamiento de ARN total

METODO REFERENCIA RENDIMIENTO! PUREZA
) ’ {(1g) (Aso/Asso)
Tivcianato de . . )
N . CHOMCZYNSKI & SACCHI. 1987 100-600 1.3
guanmding/fenol/clorolonmo
L] CaTHALA €l al.. 1983 30-250 1.6

{1) Cantidades obterudas de cultivos de 400 a 1,600 ml.

Probablemente, la menor pureza (y por tanto mayor contanmnacion con proteinas) que se
obtiene en las extracciones de ARN con el método de CHOMCZYSKI y SACCHI (1987) (valor medio 1,3),
puede deberse a la existencia de un unico paso de purificacion fenol/cloroforme, que ademas se lleva
a cabo en la primera parte del protocolo. En cambio, en el método de extraccion basado en el LiCl,
existen cuatro pasos de purificacion (dos en fenol/cloroformo y dos en cloroformo) en la penultima
etapa del proceso, lo que permite obtener una relacidon A../A.;, mas proxima a 2, aungque por el
contrario existe también una mayor pérdida de muestra o menor rendimiento (Tabla XIII).

El aislamiento de ARN total por el método del LiCl permute la recuperacion de ARNm intactos,
e incluso de precursores de hasta 10 Kb de longitud, aunque en ocasiones pueden perderse ARN de
pequefio tamafio (CATHALA et al , 1983) En nuestro caso estas pérdidas no resultaron significativas
ya que el interés se centraba en transcritos de mayor tamafio, por 1o que el analisis de los patrones de
ARN total durante el enquistamiento de . inflata se realizé utilizando ambos tipos de extraccion.

Durante ei enquistamiento del ciliado se aislo ARN total a diferentes tiempos del proceso de
diferenciacion, y los resuitados obtenidos con cada uno de los dos métodos de extraccion se muestran
en la figura 4 Las bandas de ARNr 178/18S y 26S/28S aparecen claramente tanto en células
vegetativas como en prequisticos y quistes de resistencia.

Ya desde las primeras etapas del enquistamiento en las que se obtuvieron muestras ( ARN de
15 horas) e incluso en quistes maduros, se aprecia la presencia de dos bandas, inusualmente
abundantes, situadas debajo de los ARNr correspondientes a las subumidades grande y pequefia
respectivamente, apreciandose en muestras obtenidas con ambos métodos de aislamiento (Figura 4A
y 4B). Estas bandas no aparecen en muestras aisladas de células vegetativas (Figura 3 y Figura 4,
carriles 1A y 1B).

Para tratar de averiguar algo mas a cerca de la naturaleza de estas bandas se hibndé con una
sonda nbosomica homéloga, obtenida por PCR (apdos. 13.7 y 13.8 de Materiales y Métodos), sobre
un filtro conteniendo muestras de ARN total de vegetativos y de diferentes etapas prequisticas (Figura
4C).
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1 2 1 2 3 4

26S/28S » 265/28S »

178/18S »
~

A C

Figura 4: Muestras de ARN total aisladas a partir de células procedentes de diferentes tiempos durante el
proceso de enquistamiento. A: Muestras aisladas por el método del LiCl (agarosa 1%), Carril 1: Células
vegetativas. Carril 2: Prequisticos 15h. B: Muestras aisladas por ¢l método de tiocianato de
guanidina/fenol/cloroformo (agarosa 1%); Carril 1: Células vegetativas; Carril 2: Prequisticos 16h; Carril
3: Prequisticos 33h; Carril 4 Quistes de resistencia maduros.Las flechas indican las bandas situadas debajo
de los dos ARNr en las figuras A y B. C: Quimiolumigrama del gel de la figura B con una sonda ribosémica
(18S) de C inflata de 555 pb, marcada con digoxigenina. Carril 1: Células vegetativas; Carril 2:
Prequisticos 16h; Carril 3: Prequisticos 33h.
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Para tratar de averiguar algo mas a cerca de la naturaleza de estas bandas se hibridé con una
sonda ribosdmica homologa, obtenida por PCR (apdos. 13.7 y 13.8 de Materiales y Métodos), scbre
un filtro conteniendo muestras de ARN total de vegetativos y de diferentes etapas prequisticas (Figura
4C). La sonda ribosomica, formada por un fragmento de 555 pb del extremo 5’ de la subumidad
ribosdmica menor de Colpoda inflata, fue marcada con digoxigenina por PCR e hibridada sobre el
fihlro de ARN en condiciones restrictivas (ver apdo. 10.2 de Matenales y Métodos). El
quimiolumigrama obtenido se muestra en la figura 4C

Los resultados fueron similares cuando se utilizé una sonda nbosomica (heterdloga) procedente
del ciliado Fuplotes crassus, formada por el extremo 3' del ARNr 188 y la secuencia completa del
ARNTr 28S. En este caso, la hibridacion de dicha sonda sobre un filtro conteniendo una muestra de
ARN total de un prequistico de 15 horas (extraido por el método de LiCl), se localiza en las bandas
correspondientes a ambos ARNr (subunidad grande y pequefia). De nuevo, las dos bandas que
aparecen en la electroforesis (de tamafio inferior a cada uno de los dos ribosémicos) no hibndaron con
ta sonda (Figura ).

1.1. Aislamiento de la fraccion ARN poli(A)*

Para llevar a cabo el aislamiento de la fraccion de ARN poliadeniiada de diferentes muestras
alo largo del enquistamiento de (7 inflata se emplearon tres métodos diferentes, aunque basados todos
ellos en la captura de la cola poliA de los transcritos de nueva sintesis. En dos de los métodos
empleados (kits comerciales de Tlontsch y Prorasgs), el aislamiento de la fraccion poli(A)” se lleva a
cabo a partir de ARN total aislado previamente. El protocolo de la tercera casa comercial (Fharrs
permite el aislamiento de la fraccion poli(A)' directamente a partir del cultivo celular.

La purificacion de la fraccion de ARN poliadenilada se basa en el empleo de cromatografias
en columnas oligo(dT) celulosa (Aviv & LEDER, 1972), sistema utilizado por Clontesh y Fharrsacia,
Se ha empleado también un sistema magnético de captura de ARN poli(A) basado en el sistema
biotina-estreptavidina (apdo. 3.2. de Materales y Métodos).

Latabla XTV reune el rango de valores obtenidos en diferentes aislamientos de ARN poli(A)’
(tanto de vegetativos como de prequisticos o quistes de resistencia), con cada uno de los protocolos

antes mencionados.

Las cantidades de ARN recuperadas con fos métodos basados en cromatografias en columnas
oligo(dT) son semejantes. En cambio, la relacién de absorbancia A.q . €s ligeramente mas alta en el
aistamiento directo de la fraccion poh(A)' (Fhsrracia), donde se alcanzan valores proximos a 2. Esta
mayor pureza puede deberse a la ditucion del extracto celular que se realiza en este protocolo, antes
de la adici6n de la muestra a la columna. El extracto celular se diluye a la tercera parte con tampén
Tris/EDTA, lo que provoca la precipitacion de numerosas proteinas e impide que éstas interfieran en
la retencion de ARN por la columna
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FIGURA § FIGURA 6
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Figura 5. A: Muestra de ARN total de prequisticos de 15 horas obtenida por el método del LiCl (agarosa
al 1%). Las flechas indican las bandas de ARNr sobre las que ha tenido lugar la hibridaciéon. B:
Autorradiografia de la hibridacion del gel anterior con una sonda ribosémica de Fuplotes crassus marcada
con **P. :

Figura 6: Muestras de ARN poli(A)* de células en fase vegetativa (agarosa al 1%). M: Marcadores de
tamafio molecular de ARN. Carril 1: ARN poli(A)* obtenido directamente por ¢l paso de un cultivo celular
a través de columnas oligo(dT). Carril 2: ARN poli(A)" purificado por el paso de ARN total a través de
columnas oligo(dT). Se observan en ambos carriles trazas de ARNr (indicadas por ») y dos posibles bandas
de ARN poli(A)" (indicadas por =?).
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Las cantidades de ARN recuperadas con los métodos basados en cromatografias en columnas
oligo(dT) son semejantes. En cambio, la relacion de absorbancia A4, es ligeramente mas alta en el
aislamiento directo de la fraccion poli(A)" (Pharmacia), donde se alcanzan valores proximos a 2. Esta
mayor pureza puede deberse a la dilucion del extracto celular que se realiza en este protocolo, antes
de la adicidon de la muestra a la columna. El extracto celular se diluye a la tercera parte con tampén
Tns/EDTA, lo que provoca la precipitacion de numerosas proteinas e impide que éstas interfieran en
la retencion de ARN por la columna.

En cambio, la cantidad de ARN poli(A)” obtenida con el sistema biotina/estreptavidina fue
bastante infenior a la de los otros dos (5-10 pg), con una relacién de absorbancia A.q, -, relativamente
baja (1,3} e igual a la obtenida en aislamientos cromatograficos en oligo(dT) celulosa de la casa
comercial Zlamtsch,

El analisis electroforético de algunas de estas muestras de ARN poliadenilado muestra casi
siempre contaminacion con ARN ribosomico (ambas subunidades), contaminaciéon que resulta
relativamente mayor cuando el aisiamiento de [a fraccion poli(A)” se lleva a cabo directamente a partir
del cultivo celular, sin una previa extraccién de ARN total.

En la figura 6 se observan dos muestras de ARN poliadeniladas obtenidas en ambos casos a
partir de cultivos de células vegetativas, una purificada con un método indirecto {columnas oligo(dT)
de Tlonteck), y otra obtemida directamente a partir de un extracto celular (Fhasrnzaciz). Aunque en
ambas purificaciones es posible observar ARNr, éstos resultan bastante mas abundantes en la muestra
purificada directamente.

Pero ademas, resulta particularmente importante sefialar la aparicion de dos bandas de ARN
(Figura 6, carriles 1 y 2), semejantes a las descritas en el apartado anterior, que aparecen justo por
debajo de los dos ARNr. El hecho de su aisfamiento a través de una columna oligo(dT) no tmplica que
las moléculas se encuentren pohadeniladas ya que, como hemos indicado, existe una fraccion de ARN
ribosomico, y por tanto carentes de una cola poli(A)", que es también retenido.

2. CONSTRUCCION DE _GENOTECAS DE ADN¢ PREQUISTICOS

Las genotecas de ADNc de estados o fases prequisticas se construyeron a partir de ARNm
procedentes de muestras prequisticas tempranas (12 y 18 horas desde la induccidn del enquistamiento),
ya que pensamos, basandonos en ciertas evidencias indirectas (BENITEZ et al , 1994; GUTIERREZ &
MARTIN-GONZALEZ, 1990; GUTIERREZ ef al., 1990) que, al menos, algunos transcritos especificos de
enquistamiente podrian surgir en etapas tempranas.

El ADNc de doble cadena de ambas muestras (12 y 18 horas) se preparé a partir de ARN
poliadenilado obtenido de ARN total, por paso a través de columnas de oligo(dT), como se
esquematiza en la figura 7. Posteriormente, se afiadieron adaptadores EcoRI, preparando de este modo
dichas poblaciones para su clonacion en el vector Agtl0, digerido también con EcoRI. Una vez
determinada la eficiencia de clonacion para cada uno de las dos poblaciones de ADNc clonadas (apdo.
12.3 de Materiales y Métodos), se aislaron todos los halos claros (constituidos por particulas viricas
recombinantes), obteniéndose un total de 1 485 clones de ADNc-12hy 543 clones de ADNc-18h.
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de tas genotecas de ADNc de prequisticos de 12 y 18 horas en Agt10.
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3. ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCIQN DE _SONDAS ESPEg;iFIg AS DE

EN

UISTAMIENTO

3.1. Sondas procedentes de bandas de ARN aisladas a partir de geles de agarosa

La estrategia seguida para la obtencion de sondas procedentes de las bandas de ARN aisladas
I5A y 15B se describe en la figura 8.

AISLAMIENTO DE ARN TOTAL

ELECTROFORESIS

i

FLUCION DE BANDAS [15A / 158]

v

SINTESIS DE HIBRIDOS ADNe : ARN

j

UNION DE COLA POLIAJ

i
T
AMPLIFICACION POR PCR
i
¥

CLONACION EN pUC (8

J
%

AISLAMIENTO DE CLONES TRANSFORMANTES

,E’f
\}

OBTENCION DE LOS FRAGMEINTOS CLONADOS

J

MARCAJE NO RADIACTIVO DE FRAGMENTOS

Figura 8. Estrategia scguida para la obtencion de sondas procedentes de las bandas de ARN 15A v 15B, mostradas
cn 1a electroforesis de agarosa de la figura 9.

Se partio de muestras de ARN total aislado de células en estado vegetativo y prequisticos de
15y 65 horas. En la figura 9 se observa una electroforesis de agarosa con una muestra de prequisticos
de 15 horas en la que se indican las bandas aisladas. Estas bandas (de tamafio aproximado 3,1y 1,8
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Kb) fueron eluidas del gel y purificadas.

Posteriormente, a partir de este ARN se procedio a sintetizar la primera cadena de ADNc,
obteniéndose los hibridos ADNc: ARN para cada una de las dos bandas indicadas. La adicion posterior
de una cola poli(A)" en el extremo 3' de la cadena de ADN sintetizada permitio la araplificaciéon por
PCR de los extremos 3' de ambas poblaciones de ADNc¢, empleando un cebador oligo(dT),. ,; (Tabla
Xl 'y X1l de Materiales y Métodos).

En la electroforesis de las muestras de ADNc (ADNc-15A y ADNc¢-15B) amplificadas por
PCR (Figura 10}, se puede observar que ambas muestras estan formadas por un conjunto heterogeneo
de fragmentos de ADN con un amplio rango de tamafio molecular muy similar para ambas
poblaciones.

La clonacién de ambas poblaciones amplificadas de ADNc¢ se realizé en el vector pUCI18
empleando ADNc con extremos romos. Este sistema tiene dos inconvenientes principales: produce un
alto numero de clones no transformantes y, en ocasiones, se pueden perder [as secuencias de restriccion
en las untones entre el ADN heterdlogo y el plasmido vector (SAMBROOK et al , 1989). Ennuestrocaso
se produjeron ambos efectos. En primer lugar, la eficiencia de clonacién fue baja en los dos casos. Para
la poblacion de ADNc-15A se analizaron 52 colonias, obteniéndose tan solo 3 colonias con inserto
(pCIA18, pCIA3S y pCIA38) que representa casi un 6% de las analizadas (Tabla XV). Los insertos
de los clones pCIA18 y pCIA35 presentaban un tamafio de aproximadamente 300 pb y 1.230 pb
respectivamente (Figura 12). El clon pCIA38 se descarté por presentar un tamafio muy pequefio (<
154 pb), v el cion pClA35 también, ya que existian evidencias de que se trataba de un "clon
ribosomico”. En la otra poblaciéon de ADNc clonada (ADNc-15B) se analizaron 84 colonias y sélo se
encontro una que contuviera inserto (pCIB9), lo que representa el 1,2% del total de transformantes
analizados (Tabla XV). El tamafio del inserto clonado en este caso fue de 360-370 pb. (Figura 11).

Tabla XV: Plasmidos e insertos seleccionados en las genotecas ADNc-15A y ADNe-15B. Fl plasmido pC1A24 carece
de inscrlo.

ADNc Piasmido/clon inscrto/sonda
pCIAILR Al8
pCIA3S A35

ADNc-15A pCIA3S A38
L pCiaz4 .
ADNec-15B pCiB9 139
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FIGURA 9

FIGURA 10

M 12 M

Pill'gl&llliil:lll
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ARNr 17S/185 >
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Figura 9: Muestras dc ARN total obtenidas por ¢l método del LiCl (agarosa de bajo punto de fusion al 1%).
Carril 1: Células vegetativas. Carril 2: Prequisticos 15h. Las flechas indican las bandas aisladas,
denominadas 15A (3.1 Kb) y 15B (1,8 Kb). Se indican también las bandas de ARNTr.

Figura 10: Poblaciones de ADNc obtenidas de la amplificacion por PCR de los hibridos ADNc:ARN (15A
y 15B), con un cebador oligo(dT) (agarosa al 1%). M: Marcadores de tamafio molecular. Carril 1: Poblacion
de ADNc obtenida de la amplificaciéon de la banda 15A. Carril 2: Poblacion de ADNc obtenida de la
amptificacion de la banda 15B.
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Figura 11: Insertos de los clones positivos de las genotccas ADNc-15A (pCIA18 y pCIA35) v ADNc-15B
(pCIB9) obtenidos por digestion enzimatica (EcoRI + Hind III) (agarosa de bajo punto de fusion al 1.7%).
M: Marcadores de tamafio. Carril 1: Clon pCIB9; Carril 2: Clon pCIA18: Carril 3: Clon pCIA3S.

FIGURA 12 FIGURA 13
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Figura 12: Recuperacion de los insertos de los clones pCIBY (Carril 1) v pCIALS (Carril 2) por
amplificacion con cebadores especificos de pUC 18 (agarosa al 1.5%). M: Marcadores dc tamafio.

Figura 13: Marcaje por PCR con digoxigenina dcl inserto BY (agarosa al 2%). M: Marcadores de (amafio.
Carril 1: Inserto B9 no marcado: Carril 2: Inserto BY marcado..
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Y en segundo lugar, la baja eficiencia en la deteccion de clones positivos (con inserto) en
ambos casos pudo estar relacionada con la resistencia a la digestion por las enzimas de restriccion
EcoRI+Hindlll de muchos de estos clones, lo que, posiblemente, no permitid la liberacién de los
fragmentos clonados. De hecho, en algunos clones positivos (reconocides por restriccion), el inserto
clonado no se pudo recuperar posteriormente, posiblemente por pérdida de la secuencia de restriccién
para EcoRI y/o HindIII.

Por este motivo, los fragmentos clonados se recuperaron por amplificacion del inserto con
cebadores especificos de pUC18 (apdo. 13.5. de Materiales y Métodos), en lugar de la digestién
enzimatica con EcoRI+Hindlll. De este modo se obtuvieron los fragmentos de los clones positivos
(pCIA18 y pCIB9) con un mayor tamafio molecular, como resultado de la presencia de 122 pb mas,
que es la distancia de los cebadores al sitio Smal de insercion. Por lo tanto, el tamafio final del inserto
para el clon pCIB9 fue de 450-460 pb y 400 pb para el inserto del clon pCIA18 (Figura 12).

Posteriormente se marcaron ambos insertos (A18 y B9) por PCR con digoxigenina. La
eficiencia del marcaje para el inserto B9 se observa en la figura 13, ya que los fragmentos marcados
migran en el gel a una velocidad menor tras la incorporacién del nucledtido con digoxigenina (LION
& Haas, 1990), que se incorpora cada 20-25 residuos (KESSLIR, 1992} Las muestras amplificadas y
marcadas fueron purificadas, utilizandose directamente como sondas sobre filtros de ARN (dof blot).

Las hibndaciones del inserto B9, obtenido por PCR (v conteniendo, por tanto, 122 pb
homologos del vector pUC18), sobre las poblaciones de ARN, se muestran en el guimiclumigrama de
la figura 14. La sonda B9 hibrid¢ con igual intensidad tanto sobre ADN plasmidico del clon pCIB9
(Figura 14, Al) como sobre ADN plasmidico del clon pCIA18 (Figura 14, A2). La hibridacion
homdloga con el inserto aislado B9 (Figura 14, A3} es mas intensa que la hibridacion cruzada sobre
el mserto Al8 (Figura 14, A4). No existid hibridacién cruzada con el inserto A35 (Figura 14, AS).

Tampoco se obtuvo hibridacion cuando se utihzaron, como sustratos, ARN totales vegetativos
y prequisticos obtenidos por el método del LiCl (Figura 14, B1 v B2), ni con el método de tiocianato
de guanidina/fenol/cloroformo (Figura 14, C1, C2 y C3).

Las hibridaciones sobre un filtro de las mismas caracteristicas, utilizando el mnserto Al8
marcado con digoxigenina, s¢ muestran en el quimiolumigrama de ta figura 15 En este caso, la
hibndacion fue 1gualmente positiva sobre muestras de ADN plasmidico de los clones pCIB9 (Figura
15, Al)y pCIA18 (Figura 15, A2} En cambio, no se obtuvo hibridacién cruzada con ninguno de los
otros dos mnsertos unlizados: B9 (Figura 15, A3) y A35 (Figura 15, AS). La hibridacion fue positiva
sOlo enlamuestra Al8 (Figura 15, A4). De igual forma que la sonda B9, la sonda A18 no reconocié
ninguna de las muestras de ARN total vegetativas y/o prequisticas (15 ¢ 33 horas) obtenidas por el
método del LiC1 (Figura 15, Bl y B2) mi por el método de tiocianato de guanidina/fencl/cloroformo
(Figura 15, C1, C2y C3).

Segin estos resultados, es posible que la intensa sefial obtenida en ambas muestras de ADN
plasmidico cuando se utilizaron ambas sondas se deba a la presencia de secuencias comunes (122 pb)
entre dichas sondas y el vector pUC18 (Figura 16), puesto que la hibridacion cruzada entre ambos
msertos (B9 y A18) sélo se obtuvo en uno de los filtros (Figura 14, A4), con una seiial muy débil.
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Figura 14: Quimiolumigrama (dor hlof) dc muestras de ARN total hibridadas con la sonda B9 marcada con
digoxigenina. Cada mancha o muestra representa 5 pg. Al: Plasmido pCIBY; A2: Plasmido pCIA18; A3
Inserto BY; Ad: Inserto A18; AS: Inserto A35. B: Muestras dc ARN total obtenidas por precipitacion con
LiCL; B1: Células vegetativas, B2: Prequisticos 15h, C: Muestras de ARN total obtenidas por ¢l método de
tiocianato de guanidina/fenol/cloroformo; C1: Células vegetativas; C2: Prequisticos 15h; C3: Prequisticos
33h.

t

SN N 2 i

Figura 15: Quimiolumigrama (dof blof) de muestras de ARN total hibridadas con la sonda A 18 marcada
con digoxigenina. Cada mancha o muestra representa 5 pg. Al: Plasmido pCIB9; A2: Plasmido pCIA18;
A3: Inserto B9; A4: Inserto A18; AS: Inserto A35. B: Muestras de ARN total obtenidas por precipitacion
con LiCl; B1: Células vegetativas; B2: Prequisticos 15h. C: Muestras de ARN total obtenidas por el método
de tiocianato de guanidina/fenol/cloroformo; C1: Células vegetativas; C2: Prequisticos 15h; C3:

Prequisticos 33h.
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Figura 16: bsquema del plasmido pCIATE. El segmento no sombreado represeuta ¢l fragmento clonado A8, Las
flechas ( D) indican la posicion de los cebadores especificos de pUCLE (pUCIB/MI3, ., v pUCIEMIS ...}

wlihizados para la recuperacidn de los wwsertos.

Por tanto, ninguno de los dos fragmentos (A18 y B9) utilizados como sondas dio hibridacién
positiva con muestras de ARN totales obtenidas tanto de vegetativos como de diferentes momentos del
proceso de enquistamiento de . inflata.

Para comprobar si estos resultados negativos pudieran deberse a la cantidad de sustrato para
hibridar, se incrementé la cantidad de ARN total, vegetativo o prequistico (15 y 33 horas) que servia
como sustrato, Se utilizaron diferentes cantidades de ARN, aislado tanto por el método del LiCl, como
por el de tiocianato de guanidina/fenol/cloroformo, hasta un maximo de 20 ug/muestra (Figuras 17 y
18). Como controles positivos se utilizaron muestras de los plasmidos pCIB9 (Figura 17, Al) y
pCIAI18 (Figura 18, Al).

El filtro de la figura 17 fue libridado con el inserto B9. Las muestras de ARN total de
prequisticos de 15 horas, muestra a partir de la que fue obtenida la sonda, purificadas con el método
del LiCl, no fueron reconocidos por dicha sonda {Figura 17, A3 (20 ng), A4 (10 pug) y AS (0,5 ug)l.
Dicha sonda, en cambio, hibrido, con una débil seiial, en algunas de [as muestras de ARN obterdas
por el método de isotiocianato de guanidina/fenol/cloroformo: ARN vegetativo (20 pg) (Figura 17, Bl)
y prequisticos de 15 horas (20 pgy 10 pg) (Figura 17, B2 y B3 respectivamente).
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Figura 17: Quimiotumigrama (dot blof) de muestras de ARN total hibridadas con la sonda B9 marcada con
digoxigenina. Al: Plasmido pCIB9; B: Muestras de ARN total obtenidas por precipitacion con LiCL; BI1:
Células vegetativas (20 pg); B2: Prequisticos 15 h (20 pg); B3: Prequisticos 15 h (10 pg); B4: Prequisticos
15 h (0,5 pg), C. Muestras de ARN total obtenidas por el método de tiocianato de
guanidina/fenol/cloroformo; C1: Células vegetativas (20 pg), C2: Prequisticos 15 h (20 pg), C3:
Prequisticos 15 h (10 pg); C4: Prequisticos 15 h (0,5 pg), C5: Prequisticos 33 h (20 pg).

1 2 3 4 5

Figura 18: Quimiolumigrama (dot blof) de muestras de ARN total hibridadas con la sonda A 18 marcada
con digoxigenina. Al1: Plasmido pCIA 18; B: Muestras de ARN total obtenidas por precipitacion con LiCl;
B1: Células vegetativas (20 ug); B2: Prequisticos 15 h (20 ug). B3: Prequisticos 15 h (10 pg); B4:
Prequisticos 15 h (0,5 pg); C: Muestras dc ARN total obtenidas por el método de tiocianato de
guanidina/fenol/cloroformo; C1: Células vegetativas (20 pg); C2: Prequisticos 15 h (20 pg). C3:
Prequisticos 15 h (10 pg); C4: Prequisticos 15 h (0,5 ug), CS: Prequisticos 33 h (20 pg). 64
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Resultados muy semejantes se obtuvieron cuando se utilizd la sonda A18 sobre un filtro de las
mismas caracteristicas (Figura 18).

No se obtuvo hibndacion cuando se utilizaron como sustratosmuestras de ARN total aisladas
por el método del LiCl (Figura 18, A2, A3, A4 y AS). Las sefiales positivas de hibridacion se
obtuvieron con muestras de ARN total aisladas por el método de tiocianato de
guanidina/fenol/cloroformo, tanto de vegetativos [Figura 18, Bl (20 pg)], como de prequisticos de 15
horas [Figura 18, B3 (20 pg) y B4 (10 pg)].

En resumen, ambas sondas (B9 y A18) hibridaron con muesiras de ARN procedentes de
vegetativos y prequisticos de 15 horas obtemdas con el método tiocianato de
guanidina/fenol/cloroformo. No hubo, en cambio, hibridacion positiva sobre muestras de ARN aisladas
por el método del LiCl, aun cuando las cantidades de ARN usadas como sustrato fueron las mismas.

Ante estos resultados, pensamos que el fragmento A18 podria ser utilizado como sonda mas
especifica de enquistamiento, ya que era el que mantfestaba una menor intensidad de hibridacién sobre
ARN de estados vegetativos. Pero antes de comenzar a analizar las genotecas va construidas, se
prepard un Jdof blor de los diferentes ADNc obtenidos hasta el momento para comprobar si los
transcritos a partir de los que se obtuvo dicha sonda {A18) estaban presentes en las diferentes
poblaciones de ADNc, al igual que para comprobar su posible especificidad como sonda de
enquistamiento (Figuras, 19 y 20).

La tnica seiial de hibridacién detectable fue la del control positivo (la sonda A18 consigo
misma) y no se observo sefial positiva sobre ninguna de las poblaciones de ADNc previamente
amplificadas (vegetativos, prequisticos v quistes de resistencia) (Figura 19). Tampoco se obtuvo senal
cuando la cantidad de ADN por muestra se increment6 desde 1,6 a 5 ug (Figura 20).

Una posible interpretacion de estos resultados podria ser el que se hubiera clonado en pUC18
fragmentos ribosémicos, contaminantes de la muestra durante el proceso de escision y extraccion de
las bandas de ARN {15A y 15B) y que hubieran podido transcribirse posteriormente a ADNc por
homologia interna con secuencias ricas en adenina. Para dilucidar esta posibilidad se prepard un dot
blor de los insertos B9 y Al8 y el plasmido pCIA24, considerado como negativo por la ausencia de
fragmento (Figura 21) El filtro, constituido por dichas muestras, fue hibridado con la sonda ribosomica
homéloga de ¢ inflate, constitwida por un fragmento de 555 pb del ARNr 175/18S marcado con
digoxigenina.

El resultado fue negativo en todos los casos (Figura 21), y unicamente se datecto hibridacién
en el control posttivo, la sonda riboséomica no marcada (Figura 21, A). Esta ultima hibridacién indicéd
que no existia contaminacion ribosomica (al menos de la parte del ARNr que forma la sonda) en
ninguno de los clones seleccionados, aunque no nos permitié saber st existia contaminacion con alguna
de las otras subunidades o con el resto del ARNr 17S/18S no presente en la sonda.

Todos estos resultados nos llevaron a descartar inicialmente el fragmento clonado (A18) como
sonda especifica de enquistamiento para utilizarla en la posterior biisqueda del gen en las genotecas
de ADNCc de prequisticos (12 y 18 horas) ya preparadas.
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Figura 19: Quowolunugrama (dot Alot) obtenido de la hubridacion de diferentes poblaciones de ADNc con
la sonda A {8 Cada muestra representa 1.6 jug de ADN. exceplo el piasmido control. Al: Piasmido pCIA 18
(4 ngy. A2: ADNc-vegetativos: A3: ADNg-prequisticos 12h: B1: ADNe-prequisticos 18h: B2: ADNe-
prequisticos 24h. B3: ADNc-quistes

Figura 20: Quimiclunugrama (dot Aloiy oblemdo de la mbndacion de diferentes poblaciones de ADNe con
la sonda A18 Cada muestra representa 5 pg de ADN. AL: Plasmudo pCIA TS, A2 ADNe-vegetativos. AJ3:
ADNc-prequisticos [2h: B1: ADNc-prequisticos 18h. B2: ADNc-prequisticos 24h. B3: ADNe-qustes
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Figura 21: Quimiolumigrama (do! blot) obtenido de la hibridacién de los insertos B9 (A), Al1§(B)yel
plasmido control pCIA24 (C) con una sonda ribosomica (188) de C. Inflata. D: Sonda ribosomica no

marcada utilizada como control positivo. Cada muestra representa 4 pg de ADN.
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3.2. Experimentos de sustraccion

Para llevar a cabo los experimentos de sustraccion se eligieron los ADNc obtenidos de dos
etapas tempranas (12 y 18 horas) del proceso de enquistamiento de . inflata.

Estas poblaciones de ADNc¢ contenian el adaptador de la endonucleasa EcoR1 (ver apartado
12.1 de Materiales y Métodos) para ser clonados en Agtl0, vector que se utilizé para la elaboracion
de la genotecas. Aprovechando esta circunstancia, se sintetizé un cebador (EO3) cuya secuencia (12
pb) es parte del adaptador para EcoRI, presente en ambos extremos de todas las moléculas de ADNc.

Para los experimentos de sustraccion es necesario tener suficiente cantidad de ADN para
hibridar, por lo que ambas poblaciones de ADNc (12 y 18 horas) fueron amplificadas por PCR usando
el cebador EOQ3 (apdo. 13.3 de Materiales y Métodos). Se amplificaron cinco alicuotas de cada una de
las dos poblaciones de ADN, las cuales se sumaron posteriormente, las cinco de 12 horas y las cinco
de 18 horas. Estas poblaciones mostraron, tras una electroforesis en agarosa (Figura 22), estar
constituidas por una poblacion continua de moléculas con un rango de tamafios bastante similar para
ambas (desde un minimo de aproximadamente 400 pb, hasta un maximo inusualmente alto para las
dos muestras).

Posteriormente, y como se muestra en el esquema de la figura 23, ambas muestras (ADNc 12Zh
y 18h) fueron nuevamente amplificadas por PCR, pero una de ellas (ADNc 18h) se amplifico utilizando
una mezcla 9:1 de los cebadores EO4.EO5. La finalidad de esta operacion era incrementar la
heterogeneidad de una de ias poblaciones de ADNc.

La amplificacion del ADNc 18h con la mezcla EO4:EOS5 permitiria, por una parte, la
amplificacién de todas fas moléculas de ADN¢ 18h con ef adaptador EcoRI puesto que el cebador EOS
lleva en su extremo 3' 12 secuencia del EO3 y el resto es la misma secuencia del EO4, es decir EOS =
EO4+EO3 (Tabla XI). El cebador EQ4, mayoritario en la mezcla de cebadores, presenta una secuencia
construida al azar, y amplificara secuencias internas en algunas pocas moléculas de la poblacién ADNc
18h en donde se encuentren regiones complementarias a dicha secuencia. Esto da origen a una mayor
heterogeneidad interma de la poblacion amplificada ADNc 18h.

Después de estas amplificaciones, ambas muestras fueron purificadas y se procedio a la
fotobiotinilizaciéon de ambas poblaciones. Cada una de las muestras fotobiotinilizadas (ADNc¢-Fb 12
y 18 horas) se hibnd¢ con una alicuota de muestras de ADNe no fotobiotinilizadas, realizando mezclas
cruzadas (Figura 23) en una proporcion 15:5 (ADNc-Fb : ADNc). Estas mezclas de hibridacion fueron
denominadas 12" (ADNcFb-12h : ADNc-18h) y 18° (ADNcFb-18h - ADNc-12h).

Finalmente, tras la adicién de estreptavidina, los complejos estreptavidina-biotina- ADNc se
eliminaron por sucesivas extracciones con fenol/cloroformo y HEPES/EDTA/NaCl, recogiéndose la
fase acuosa de cada una de las dos mezclas de hibridacidon que contenian los ADN sustraidos
(secuencias presentes solamente en una de las poblaciones de ADNc, 12 ¢ 18 horas). Diluciones
seriadas (10" a 10y de ambas muestras sustraidas {ADNc-18 s y ADNc-12 s) fueron amplificadas por
PCR con los cebadores EO4 y EOS separadamente. Los resultados se muestran en la figura 24.
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Figura 22: Patron de bandas obtenido de las poblaciones de ADNc amplificadas por PCR con el cebador
EO3 (agarosa 1,5%). Cada muestra representa la suma de cinco alicuotas amplificadas separadamente. M:
Marcadores de tamaiio. Carril 1: ADNc de prequisticos de 12h. Carril 2: ADNc de prequisticos de 18h.
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Figura 23. Esquema del proceso de sustraccion llevado a cabo entre poblaciones de ADNc de etapas
prequisticas (12 v 24 horas). ADNe-Fb: poblacién fotobiotiniizada: Mezcla 12" mezcla de hibridacién de
la poblacion ADNc de 12 horas fotobiotinilizada (ADNc-Fb-12h) con la poblacion de ADNc de 18 horas no
fotobiotinilizada; Mezcla 18" mezcla de hibridacién de la poblacion de ADNc de 18 horas
fotobiotinilizada {ADNc-Fb-18h) con la poblacion de ADNc de 12 horas no fotobiotinilizada; F/C:
fenol/cloroformo. HENa: HEPES/EDTA/NaCl, ADNc¢-18s: poblacion de ADNc de prequisticos de 18
horas sustraida: ADNc-12s: poblacion de ADNc de prequisticos de 12 horas sustraida.
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Figura 24: Patrones de bandas obtenidos de la amplificacion por PCR de las poblacioncs sustraidas. A:
Carriles 1, 2, 3, 4: Diluciones 10" a 10 de la muestra sustraida ADNc-18 s con ¢l cebador EO4. Carriles
5,6, 7, 8: Diluciones 10" a 10 de la muestra sustraida ADNc-12 s con el cebador EOS. B: Carriles 1, 2,
3, 4: Diluciones 10" a 10 de la muestra sustraida ADNc-18 s con el cebador EO5. Carriles 5,6, 7, 8:
Diluciones 10" a 10 de la muestra sustraida ADNc-12 s con el cebador EO4. M: Marcadores 7
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El andlisis electroforético de la poblacion amplificada ADNc-12 s mostré dos resultados
diferentes dependiendo del cebador utilizado. En el caso del cebador EQS todas las diluciones
utilizadas presentaron un patron continuo de bandas (Figura 24 A, carriles 5, 6, 7y 8).

Cuando la poblacion ADNc-12 s se amplifico con el cebador EO4 se cbservéd un patron
continuo en las tres primeras diluciones (Figura 24B, carriles 5, 6 y 7), pero ,en cambio, se detectaron
bandas discretas en la dilucién mas alta (10™), con una banda mayoritaria de aproximadamente 1.600
pb (Figura 24B, carril 8).

En cuanto a la poblacion ADNc-18 s, los resultados de la amplificacién con el cebador EO5
se muestran en |a figura 24B (carriles 1, 2, 3 y 4). Se aprecia, de nuevo, un patrén continuo en todas
las diluciones, con un rango de tamaifios desde 2,5 Kb a 150 pb aproximadamente.

Los resultados de la amplificacion de dicha poblacidn sustraida (ADNc-18 s) con el cebador
EQ4 aparecen en la figura 24 A (carriles 1, 2, 3 y 4). En las diluciones mas bajas se observa un patrén
continuo desde ¢l inicio del gel hasta aproximadamente 500 pb, pero al aumentar la dilucion aparecen
algunas bandas discretas (una banda mayoritaria de 420 pb y tres bandas méas de 330, 420y 610 pb).

3.3. Polimorfismos de ADNc

Otra estrategia para tratar de encontrar heterogeneidad entre poblaciones de ADNc es la
deteccién de polimorfismos en ellas. Para el estudio de polimorfismos en las diferentes poblaciones de
ADNCc se empled el métode de amplificaciéon por PCR empleando cebadores de secuencias al azar
(método denominado RAPcD). Los cebadores utilizados fueron (EQ3, EO4, SAI, SA2 y el par
SA1/SA2) cuyas secuencias y condictones de amplificacion se describen en el apartado 13 de
Materiales v Métodos, Los ADNc utilizados para detectar polimorfismos fueron los derivados de
muestras de poblaciones de vegetativos, varios prequisticos y quistes de resistencia maduros de
Colpoda inflata. Como muestras a ser amplificadas se emplearon dos diluciones de estos ADN¢ (107
y 107). Estos ADNc no presentaban el adaptador para EcoRI o modificacion alguna para una posterior
clonacién, sino que se trataba de los obtenidos de las transcripciones inversas de las poblaciones de
ARNmMm de los diferentes estados antes indicados.

El estudio de los pohmorfismos de las diferentes poblaciones de ADNc nos permitiria conocer
el grado de homologia entre las diferentes poblaciones, va que el empleo de la técnica RAPcD no
requiere un conocimiento previo del genoma o de la secuencia que va a ser analizada, y podria
constituir una tercera estrategia para la obtencién de una sonda especifica a partir de alguna de las
poblaciones de ADNc.

En todos los casos los cebadores utilizados mostraron una buena eficiencia en la obtencion de
patrones con multiples bandas. El patrén obtenido con el cebador EO4 presentd un gran nimero de
bandas, como se observa en la figura 25 El ADNc de etapas prequisticas (18 y 24 horas) aparece con
un patrén casi continuo de bandas que se extiende desde 1,5 Kb hasta unos 400 pb (Figura 25, carriles
3v4)

El patrén obtenide cuando las poblaciones de ADNc se amplificaron con el par de cebadores
SAI/SA2 (1:1) se muestra en la figura 26. Algunas de estas bandas son coincidentes en la mayoria de
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Figura 25: Polimorfismos obtenidos de la amplificacion por PCR de las diferentes poblaciones de ADNc
(diluciones 107) con el cebador EQ4 (agarosa de bajo punto de fusion al 2,5%). M: Marcadores de tamaio.
Carril 1: ADNc-vegetativos; Carril 2; ADNc-12h; Carril 3: ADNc-18h; Carril 4: ADNc-24h; Carril 5:

ADNc-quistes.
M1 2 3 45

Kb

0,65 -
0,45 -
0,29 -

0,154 -

Figura 26: Polimorfismos obtenidos de la amplificaciéon por PCR de las diferentes poblaciones de ADN¢
(diluciones 10") con el par de cebadores SA1/SA2 (agarosa de bajo punto de fusion al 2,5%). M:
Marcadores de tamafio. Carril 1: ADNc-vegetativos; Carril 2: ADNc-12h; Carril 3: ADNc-18h: Carril
4: ADNc-24h; Carril 5: ADNc-quistes. Las flechas indican las bandas que fueron cortadas y eluidas del gel

(bandas B1/18= 250 pby B2/Q <200 pb). 3
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las poblaciones, pero ademas se puede apreciar que los patrones procedentes de células vegetativas
y prequisticos de 12 horas presentan mayor homologia entre si (tres bandas de un total de cuatro), igual
que sucede con las otras dos poblaciones de prequisticos (18 y 24 horas) con respecto a la poblacion
de quistes (Figura 26). Cabe destacar también la presencia de algunas bandas, indicadas con flechas
(Figura 26), que solo se observan en las poblaciones sefialadas. Estas bandas fueron aisladas
posteriormente para ser utilizadas como potenciales sondas.

También se utlizo el cebador EQ3, secuencia complementaria al adaptador Eco RI, pero que,
en este caso, actua como cebador con secuencia al azar, al no estar las poblaciones de ADNc¢ unidas
a dicho adaptador, como anteriormente se indic. Igualmente, se observan muchas bandas coincidentes
en casi todas las muestras (Figura 27). Se observaron algunas bandas en la poblacion de ADNc
procedente de quistes maduros (sefialadas con flechas en la figura 27), que no aparecieron en el resto
de las poblaciones, y que fueron aisladas posteriormente para su posible utilizacion como sondas. Hay
que hacer notar también que el pafron obtenide cuando la poblacion se amplificé con el cebador EQ3
presenta un mayor tamafio molecular con respecto al observado con la mezcla de cebadores SA1/SA2.

En el primero de los casos (amplificacion con el cebador EO3, figura 27) Ia poblacion de
bandas amplificadas se extiende desde aproximadamente 2 Kb hasta 350 pb, mientras que con el par
SA1/SA2 (Figura 26) la banda de mayor tamafio amplificada y detectable con bromuro de etidio es
sola de 800 pb, apareciendo incluso bandas menores de 200 pb.

Se emplearon, asi mismo, los cebadores SA1 y SA2 por separado (Figura 28). En ambos casos
se observa que la amplificacién, empleando los mismos cebadores por separado, genera un patrén
diferente al obtenido con la mezcla SA1/SA2, rindiendo un mayor numero de bandas por muestra de
ADNc.

Una vez analizados los patrones de los polimorfismos de ADNc, se procedio a aislar aquellas
bandas que aparecian en una determinada etapa prequistica, que no aparecian en el resto de las
poblaciones analizadas, y que estaban lo suficientemente separadas unas de otras como para permitir
una facil escision del gel, minimizando asi la posible contaminacién con fragmentos de ADN
procedentes de bandas muy préximas,

Se eligieron dos bandas a partir del patron obtenido de la amplificacidn con el par de cebadores
SA1/SAZ: una banda de aproximadamente 250 pb (Figura 26, carril 3), aislada de la poblacién de
prequisticos de 18 horas, que denominaremos B1/18, y una banda de tamafic molecular inferior (< 200
pb), obteruda de la amplificacion de ADNc quistico que denominaremos B2/Q (Figura 26, carril 5).
Se aislaron otras dos bandas a partir de los polimorfismos con el cebador EO3, denominadas bandas
B3/Qy B4/Q de 320 y 1.600 pb respectivamente, aisladas en ambos casos a partir de la poblacion de
ADNCc de quistes (Figura 27, carril 5). Estos ADNSs fueron recuperados de los geles de agarosa segun
se describe en el apartado 7.2 de Materiales y Métodos, y los ADNs purificados fueron amplificados
de nuevo utilizando ios mismos cebadores. De las bandas aisladas B1/18 y B2/Q (Figura 27, carriles
3y 5 respectivamente) no se pudo obtener una nueva amplificacién, quiza por ruptura o degradacion
de la molécula de ADN onginal durante el proceso de extraccion o por la presencia de algun
contaminante que inhibio {a amplificacion,
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Figura 27: Polimorfismos obtenidos de la amplificacion por PCR de las diferentes poblaciones de ADNc
(diluciones 10") con el cebador EO3 (agarosa de bajo punto de fusion al 2,5%). M: Marcadores de tamario
Carril 1: ADNc-vegetativos: Carril 2: ADNc-12h; Carril 3: ADNc-18h; Carril 4: ADNc-24h; Carril 5:
ADNc-quistes. Las flechas indican las bandas que fueron cortadas v eluidas del gel (bandas B3/Q= 320 pb
y B4/Q=1.600 pb)

@@M12345

Figura 28: Polimorfismos obtenidos de la amplificacion por PCR de las diferentes poblaciones de ADN¢
(diluciones 107 con 1os cebadores SA1 (Figura A)y SA2 (Figura B) (agarosa de bajo punto de fusion al
1.5%). M: Marcadores de tamario. Carril 1: ADNc-vegetativos: Carril 2: ADNc-12h; Carril 3: ADNc-

18h; Carril 4: ADNc-24h: Carril 5; ADNc-quistes
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La amplificacién por PCR de la banda B4/Q, empleando el cebador EOQ3, rindié ocho bandas
de tamafio inferior al de la banda original extraida del gel, con una banda mayoritaria de unos 500 pb
(Figura 29). La amplificacion de la banda B3/Q, empleando el mismo cebador EO3, también produjo
una serie de productos que, en este caso, fueron de tamaifio superior al de la banda original extraida,
por lo que se procedid a aislar la banda de menor tamafio molecular {220 pb), denominandose banda
B3/Q/B (Figura 30),

La aparicion de bandas de menor tamafio, respecto de la banda onginal extraida, después de
una amplificacion por PCR empleando los mismos cebadores, se podria deber a la ruptura de la
molécula original durante la extraccion del gel de agarosa y su posterior purificacion. Por el contrario,
las bandas de tamafio superior al de la banda original extraida, sélo se pueden atribuir a contaminacién
de la muestra, ya con ADN procedente del mismo gel o contaminacién exdgena durante la reaccion
de amplificacion propiamente dicha,

En el esquema de la figura 31 se resumen las diferentes bandas aisladas a partir del estudio de
los polimorfismos de las poblaciones de ADNCc.

VEG/P12/P18/P24/Q

PCR (polimorfismus)

e T

E03 sl sz SALEAY
Py
B3/Q B4/Q  <J Bandas Aisladas [5> B1/18 B2/Q
m PCR (EO3) i POR (SAT/SAZ)
B3/Q/B B4/Q X X

POTENCIAL SONDA
(B4/ex)

Hibridarion
{(AUINe)

Figura 31: En el esquema se resumen las bandas que se han aislado a partir del estudio de polimorfismos de las
poblaciones de ADNgc y las posteriores amplificaciones de dichas bandas (VEG: Vegetativos; P12, P18 v P24:
Prequisticos de 12. 18 y 24 horas respectivamente; Q: Quiste de resistencia). F1 simbolo X indica aguellas bandas que
no pudieron ser amplificadas (B1/18 y B2/Q). o bien que no fueron especificas de una determinada poblacion (B3/Q/B).
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FIGURA 29 FIGURA 30

M

Kb

-
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Figura 29: Amplificacion por PCR de la banda B4/Q aislada (dilucion 10"). empleando el cebador EO3
(agarosa al 2.5%). La flecha indica la banda mayoritaria de 500 pb. M: Marcadores de tamaiio

Figura 30 Patron de bandas obtenido de la amplificacion por PCR de la banda B3/Q (dilucion 10 %

empleando el cebador EO3 (agarosa de bajo punto de fusion al 1.5%). La banda B3/Q/B (220 pb) que fue
aislada del gel. se marca con una flecha. M: Marcadores de tamafio
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Las bandas B4/Q y B3/Q/B fueron marcadas con digoxigenina por PCR con la finalidad de
comprobar su especificidad como sondas del estado quistico. Para ello se prepar¢ un dof blot con las
distintas poblaciones de ADNc (Figuras 32 y 33). En la figura 32 se muestra el quimiolumigrama
obtenido de un dor de las poblaciones de ADNc (vegetativos, prequisticos y quistes maduros),
hibridados con la sonda B4/Q. Dicha sonda hibridé de forma mas intensa con la muestra de ADNec de
quistes (como cabria esperar), pero ademas se aprecia hibridacion sobre todas las muestras de ADNc.
En la figura 33 se observa el quimiolumigrama obtenido de un /o con las mismas poblaciones de
ADNC, hibridadas con la sonda B3/Q/B que, por el contrario, mostrd una sefial semejante en todas las
muestras, excepto en la muestra de 18 horas, donde la sefial fue mas débil.

Se prepard una hibridacion Southiern con las poblaciones de ADNc (vegetativos, prequisticos
y quistes de resistencia), empleando desde 27 a 35 ug de ADN por muestra (Figura 34A) y utiizando
el fragmento B4/Q como sonda.

En el quimiolumigrama de la figura 34B se aprecia que el fragmento B4/Q hibrida con una
banda de tamafio molecular aproximado de 550 pb en vegetativos (Figura 34B, carril 1) y prequisticos
de 12 horas (Figura 34B, carril 2), aunque en esta ultima muestra no se aprecia con mucha claridad,
mientras en las muestras de ADNc de prequisticos de 18h y 24h (Figura 34B, carriles 3 y 4
respectivamente), la hibridacion se localiza en una banda de menor tamaiio (400 pb). Pero la mayor
sefial de hibridacion se obtiene, como cabria esperar, con la poblacion quistica, donde aparecen dos
bandas mayoritanas de 300 y 400 pb (Figura 34B, carril 5). La banda supenor (400 pb) coincide con
la de prequisticos de 18 y 24 horas.

Este fragmento B4/Q), al hibridar mayoritariamente en ADNc de quistes de resistencia y
también en prequisticos, se consideré inicialmente util como sonda de enquistamiento para,
posteriormente, detectar el gen completo sobre las genotecas prequisticas de ADNc¢ previamente |
construidas.

ANALISIS DE_LAS GENOTECAS DE ADNe¢ PREQUISTICOS CON LA SONDA B4/Q

Una vez realizada la hibridacion de la sonda B4/Q sobre diferentes muestras de ADN¢ (Figura
34), se aprecio que [a sefial de hibridacion positiva en prequisticos fue mas intensa sobre la muestra
de ADNc de 18 horas que sobre la de 12 horas. Esta fue la razon de que se eligiera la genoteca de
ADNCc de 18 horas para utilizar el fragmento B4/Q como sonda, con la finalidad de buscar el gen
completo o un fragmento mayor del mismo. El analisis de ia genoteca ADNe¢-18h se realizo a partir
de los clones aislados (halos claros) de las placas de agar (un total de 543 clones). La estrategia seguida
en el andlisis de 1a genoteca ADN¢-18h se esquematiza en la figura 35.

La mayor parte de los clones recombinantes se analizaron por hibridacion directa sobre filtros
de nylon conteniendo alicuotas de 15 pl de los clones aislados. Este volumen representa, por mancha
o muestra de ADN sobre el filtro, una cantidad que podria oscilar entre 10° y 107 ufp.

De este modo se analizaron 447 clones, de los que 84 se consideraron con respuesta positiva
(fuerte sefial de hibridacion) frente a la sonda B4/Q, o que representa el 19% del total de poblacion
analizada (Figura 35-I).
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Figura 32: Quimiolumigrama (dot hlor) obtenido de la hibridacion de diferentes poblaciones de ADNc con
la sonda B4/Q. Cada muestra representa Spug de ADN. A: Sonda B4/Q no marcada o control positivo; B:
ADNc-vegetativos; C: ADNc-prequisticos 12h; D: ADNc-prequisticos 18h; E: ADNc-prequisticos 24h;
F: ADNc-quistes.

Figura 33: Quimiolumigrama (dor blot) obtenido de la hibridacion de diferentes poblaciones de ADNc con
la sonda B3/QQ/B. Cada muestra representa Spg de ADN. A: Sonda B3/QQ/B no marcada o control positivo;
B: ADNc-vegetativos; C: ADNc-prequisticos 12h; D: ADNc-prequisticos 18h; E: ADNc-prequisticos 24h;
F: ADNc-quistes.
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o i 2. 3.4 35 % 1 31 3 4 8§

A B

Figura 34. A: Patrones obtenidos de la amplificacion de las poblaciones de ADNc unidas al adaptador
EcoRI y amplificadas con el cebador EO3. M: Marcadores de tamaiio molecular con digoxigenina. Carril
1: ADNc-vegetativos (27 pg); Carril 2: ADNc-12h (33 pg). Carril 3: ADNc-18h (35,5 ug); Carril 4:
ADNc-24h (33,4 pg); Carril 5: ADNc-quistes (32 pg). B: Quimiolumigrama de la hibridacion del gel de
la Figura A con la sonda B4/Q marcada con digoxigenina.
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Aunque la hibridacién de 1a sonda B4/Q con la poblacién de ADNc-18h (Figura 34) indica que el
fragmento de ADNc que hibrida con Ia sonda es bastante abundante en dicha poblacién, el porcentaje
inicial de clones positivos resultdé anormalmente alto. Ante la posibilidad de que se tratara de faisos
positivos [se ha estimado que en EMBL3 la proporcion de falsos positivos varia entre el 10y el 50%
(PORTEUS, 1986)] se procedid a aislar el ADN virico, con la finalidad de hibridar directamente el
inserto con la sonda B4/Q, una vez liberado del vector.

El aislamiento del ADN de las particulas viricas se realizé por dos métodos diferentes (apdo.
12.6 de Materiales y Métodos) con objeto de minimizar los frecuentes problemas de digestion con
enzimas de restriccion (GOUELL & AHMED, 1991), pero en ambos casos el ADN aislado de los clones
positivos fue resistente a la digestién con la enzima de restriccion EcoRlI, por lo que el fragmento de
ADN heterologo no se pudo recuperar aislado (Figura 35-MI).

El fragmento clonado se intento aislar entonces por PCR empleando cebadores umversales para
Agt10 (apdo. 13.5. de Matenales y Métodos). La amphficacion se realizé directamente a partir de los
halos de lisis aislados thalos claros) y mantenidos en tampén SM (Figura 35-VI) o de clones
considerados como positivos después de la hibridacion con B4/Q (Figura 35-V).

Los resultados de la amplificacion fueron similares (Figura 36) tanto cuando ésta se realizo
directamente con virus intactos como cuando se emplearon algunos agentes desnaturalizantes (DMSO
o Nonidet P40), para facilitar la ruptura de la capsidas, como sugieren algunos autores (HENKEL et al.,
1993). En la figura 36 se muestra la banda amplificada (700 pb) (en presencia y ausencia de dichos
agentes desnaturalizantes) correspondiente al fragmento de ADN heterélogo del clon recombinante
12D10.

En ocasiones, la recuperacion del inserto por PCR directo a partir de particulas viricas
completas no rendian ningin producto. Ante la sospecha de que existiese algtin elemento presente en
la suspension de fagos que pudiera interferir en la amplificacion, ésta se realizé entonces a partir del
ADN aislado de los clones positivos de lambda (Figura 35-V). Pero los resultados fueron siempre
idénticos a los que se obtenian a partir de las amplificaciones usando las particulas viricas completas;
cuando la amplificacion directa no rendia ningun fragmento en un clon determinado, tampoco se
obtenia nada si se realizaba a partir de ADN aislado de ese mismo clon.

Se intenté comprobar la ausencia o presencia del inserto mediante digestiones enzimaticas con
EcoRI de los clones en los que no ocurria amplificacion, pero como hemos indicado anteriormente,
el ADN aislado por cualquiera de los dos métodos utilizados fue siempre resistente a la digestion.

La recuperacion de los fragmentos clonados, por amplificacion directa, s6lo se consiguié en
9 de los 84 clones seleccionados previamente como positivos, lo que representa el 10,7%. En el resto
de los clones aislados (89,3%;) la amplificacion (directa o a partir de ADN viral aislado) no dio origen
a ningun fragmento.

El anélisis de los 96 clones restantes (una vez analizados 447 por hibridacién directa sobre los
filtros de nylon, de un total de 543 clones) se realizo uinicamente por PCR directo a partir de los halos
de lisis. En este caso solo se obtuvieron 4 clones con inserto, que representa un porcentaje aimn mas
bajo (4%).
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Figura 35 Estrategia empleada cn el analisis de la genoteca de ADNc-18 h en Agt10 con la sonda
B4/Q).

(I): Cnbado por lubridacidn con la sonda B4/QQ de los halos de lisis aislados,
(ID): Aislamiento del ADN de los clones recombinantes positivos obtenidos con la sonda B4/Q.

(II1): Recuperacion por digestion enzimatica de los insertos de clones recombinantcs positivos,
obtenidos et: el cribado ¢on la sonda B4/Q.

(IV): Obtencion por PCR de los insertos de los clones recombinantcs positivos obtenidos del cribado
con la sonda B4/Q).

(V): Obtencion por PCR de los insertos a partir de ADN aislado de los clones recombinantes positivos
obtenidos del cribado con la sonda B4/Q.

(VI: Obtencién por PCR de los insertos, a partir de los ¢longs recombinantes.
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Figura 36: Productos de amplificacion del clon 12D10, procedente de la genoteca A-ADNc-18h, que mostro
hibridacion positiva en el cribado con la sonda B4/Q (agarosa al 1%). M: Marcadores de tamaiio. Carril 1:
Amplificacion directa por PCR. Carril 2: Amplificacion en presencia de DMSO al 6% (v/v). Carril 3:
Amplificacion en presencia de Nonidet P40 al 0,3% (v/v).

g o

Figura 37: Quimiolumigrama obtenido de la hibridacion de los 13 insertos aislados de la genoteca A-ADNc-
18h con la sonda B4/Q. Cada muestra representa Sug de ADN. Al: Clon 12C1; A2: Clon 12D1; A3: Clon
12D10: A4: Clon 12D11; A5: Clon 12F10; A6: Clon 12G11; A7: Clon 13C5; B1: Clon 13F6; B1: Clon

13F6; B2: Clon 15A2; B3: Clon 15D7; B4: Clon 15F7; BS: Clon 15G5; B6: Clon 16H2; B7: Sonda B4/Q
no marcada, utilizada como control positivo.
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De este modo fueron 13 los clones con fragmento de ADN heterdlogo recuperable: 9 clones
que previamente mostraron hibridacién positiva (12C1, 12D1, 12D10, 12D11, 12F10, 12G11, 13C5,
13F6 y 16H2), y 4 clones (15A2, 15D7, 15F7 y 15GS) que fueron elegidos, imicamente, por la
presencia de inserto, puesta de manifiesto con la amplificacion, aunque no habian sido hibridados
previamente con la sonda B4/Q.

La hibridacion de estos 13 fragmentos aislados con la sonda B4/Q no mostré mingun tipo de
sefial positiva (Figura 37). Por tanto, al menos en el caso de los clones previamente hibridados (19%
considerados positivos), se trataba de falsos positivos, fenomeno frecuente en el analisis de genotecas
de lambda.

5. CLONACION, SECUENCIACION Y ANALISIS DE UN FRAGMENTQ (B4/QA) DE
LA SONDA B4/Q

Ante los resultados negativos obtenidos tras el analisis de parte de la genoteca de ADNc-18h
con la sonda B4/Q y ya que dicha sonda, compuesta por varios fragmentos, constituia parte del gen que
nos interesaba estudiar, decidimos analizar su secuencia. La poblacion de fragmentos se prepard para
su clonacién en el vector pUCI18, segun se describe en el apartado 11 de Materiales y Métodos. La
clonacion en este caso se realizé con adaptadores BamHI/Notl, que mejoran la eficiencia de clonacién
respecto a Ia clonacidn de ADN con extremos romos.

El analisis de las colomas blancas se reahiz6 tanto por digestion enzimatica con BamHI como
por PCR, empleando cebadores universales de pUC/M13 (apdo. 13.5 de Matenales y Métodos). Se
selecciond uno de los clones que contenia un fragmento de aproximadamente 550 pb, coincidiendo con
el tamafio del fragmento mayoritario de la sonda B4/Q. El inserto {que denominaremos B4/QA) fue
recuperado tanto por digestion enzimatica con BamHI (Figura 38 A, carril 1) como por amplificacion,
aunque en este caso el inserto presentaba un tamafio ligeramente superior (650 pb) (Figura 38A, carril
2) al mcluir parte del vector, como consecuencia de los cebadores utilizados para su amplificacion. En
la parte superior del gel se observa tanto vector no digerido como productos de digestiones parciales.
En el quimiolumigrama de la figura 38B se muestran los resultados de la hibridacion (Southern) del
gel de la figura 38A con la sonda B4/, demostrandose que el inserto clonado en pUC18 es reconocido
por la sonda.

El ADN plasmidico del clon seleccionado fue extraido utilizando el &t comercial Quiagen,
obteméndose de 2 a 4 pg de ADN por mililitro de cultivo, con una pureza de 1,5. El fragmento clonado
fue secuenciado por el método de los dideoxinucledtidos trifosfatos (ddNTP), empleando cebadores
universales de secuenciacion en pUC18 (SAMBROOK et al., 1989).

La secuenciacion se realizo en ambas cadenas del inserto, obteniéndose 430 by 220 ben la
cadena complementaria. Ambas secuencias fueron alineadas, encontrandose numerosos huecos o gaps
en uno de los extremos del inserto, lo que hizo bastante dudosa la secuencia resultante de esta parte
extrema del fragmento, obteniéndose finalmente una secuencia fiable de sélo 381 pb (Figura 39).
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0,56 -

A ]

Figura 38: Clonacion de la sonda B4/Q en pUC 18. M: Marcadores de tamafio molecular con digoxigenina.
A: Electroforesis (agarosa 1,5%) del inserto B4/QA liberado del vector pUC18. Carril 1: Inserto B4/QA
obtenido por digestion enzimatica con BamHI. Carril 2: Inserto B4/QA obtenido por PCR con cebadores
especificos de pUCI18. B: Quimiolumigrama de la hibridacion del gel de la figura A con la sonda B4/Q.
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§5'- CCOTTGCTGT
AMACCAGTTT
TGGCGTAAAA
CATCATCGTT
TAACCTGTTEG
CAATCGAGGT
TCTACATACA

GGGGGACCAT

CGGACGACAA GAATATGAAG GTTACCAACC ATGATGATGT
GTAAAGAGAG AGCACCCTGA AGGTTTTAAA TTGCAACCCC
CAATTTAGAG TITITGGAAA CAAGCATCTG TTTTACATAG
GCTACGCTCA GTTCAGGTTT TAGTTCAATT TTGGGGCTTT
CTAAAAGGGA AGTAGCGATG TAACAAAATA GGTATATAAT
CGTTAGATAA GAATTTATTT  AAACAACATC AATTTTAAAA
TGACCGTACA GAAGCTGTAC AAAGCATTGC CTTGTTATTA

COTTGGTAGT TCTGCATTCAT -3

Figura 39: Secuencia del fragmento B4/QA de 381 pb. procedente de la sonda 134/Q

El mapa de restriccion tedrico del fragmento B4/QA, deducido a partir de la secuencia
nucleotidica se muestra en la figura 40. Dicho fragmento es reconocido por un total de 37
endonucleasas de restriccion, de las que sélo se representan en dicha figura aquellas que cortan mas
frecuentemente el fragmento B4/QA: SfaNI (dos veces), Maelll (dos veces) y Msel (cuatro veces),
mientras el resto (Taql, EcoRIT y Sau96I) cortan una sola vez.

Maell

B4/QA

EcoRl

100

Sfall Tagl
Mset hMaell!

Sau?sl

200 300

381 pb

Figura 40: Mapa de restriccion del fragmento B4/QA. deducido a partir de la secuencia nucleotidica

Dado que el analisis de Ia secuencia mostré un porcentaje de A+T del 62,2%, el hecho de que
la enzima Msel corte cuatro veces el fragmento secuenciado, ratifica igualmente la abundancia de pares
AT puesto que dicha enzima reconoce la secuencia 5-TTAA-3".

El analisis de [a secuencia, igualmente, nos proporciond los posibles marcos de lectura que se
pueden establecer en la misma: tres posibles en el sentido 5'-3' de una de las cadenas y otros tres en
el sentido 5'-3' de la cadena complementaria, va que el fragmento clonado podria estar inserto en el
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vector en cualquiera de los dos sentidos. De estos sets posibles marcos de lectura de la secuencia
nucleotidica, se eligieron dos como los mas plausibles, en funcion de la aparicion de tripletes de final
de lectura, encontrandose ambos en 1a misma cadena de ADNc (Figura 41). El primer marco de lectura
a considerar comienza en el segundo nucleétido, siendo el primer codén de 1a secuencia el triplete CGT
(Figura 41A), mientras que el segundo marco de lectura viable comienza en el pnmer nucledtido,
siendo el pnimer codoén de la secuencia el triplete CCG (Figura 41B).

Con respecto al primer marco de lectura posible (Figura 41 A), encontramos dos tripletes TGA
de final de lectura, ya que los seis tripletes restantes (dos TAG y cuatro TAA), que podrian igualmente
ser final de lectura, Jos consideramos codificantes para glutamina, como sucede en la mayoria de los
ciliados estudiados (PRESCOTT, 1994). La secuencia codificante de 273 pb, con un porcentaje A+T de
66,3%, se extenderia desde el nucleétido 41 hasta el 310, donde aparece el segundo triplete TGA de
final de lectura (Figura 42) En la secuencia existe un primer triplete TGA dentro del nusmo marco de
lectura, localizado 15 bases antes del primer codon de inicio (ATG de la secuencia codificante).
Igualmente, destacamos la secuencia 5'-CCAACCATGA-3', al ser bastante similar a la secuencia
consenso propuesta para el inicio de traduccién en eucariotas (K0zAK, 1986). El polipéptido resultante
de la secuencia codificante (Figura 42) presenta tres dominios o motivos destacables: una region de
posible fosforilacidén por quinasa-C, localizada a partir det residuo aminoacidico 12 y constituida por
tres amuinoacidos (TLK), un motivo de N-muristilacion a partir del residuo 52 (GLLTCC) v un dominio
de posible N-glucosilacion, constitwido por cuatro aminoacidos (NQSR) localizado a partir del residuo
70 de la secuencia aminoacidica. Por uitimo, hay que destacar igualmente, que segln este marco
abierto de lectura el polipéptido podria comenzar por tres, dos o un residuos de metionina.

Respecto al segundo marco de lectura (Figura 41B), en el que no se ha encontrado ningtn
triplete TGA de final de lectura, se pueden considerar dos posibilidades:

a) Que todo el marco de lectura sea codificante, y que las dos secuencias ATG detectadas codifiquen
para metioninas internas de la secuencia polipeptidica (Figura 41-B1).

b) Que la secuencia codificante comience en el codon ATG de la posicion 310 de la secuencia, y por
lo tanto la secuencia codificante sea de 72 pb (Figura 41-B2).

La prnimera posibilidad rendiria un polipéptido de 127 aminodacidos, cuya secuencia se muestra
en la figura 43. Lo anico destacable en esta secuencia aminoacidica es la existencia de una region de
posible fosforilacion por la casein-quinasa II, constituida por cuatro aminoacidos (TNHD).

La segunda posibilidad (Figura 44) presentaria una region no codificante (a partir del extremo
5') de 309 pb, con un porcentaje A+T de 64%. La region codificante de este fragmento presentaria un
marco abierto de lectura de 72 pb, que codificaria para un polipéptido de 24 aminoacidos, con un
porcentaje A+T de 54,2%. En la region considerada como no codificante se observan tres repeticiones
mvertidas localizadas en las posiciones -230 a -192 (con una repeticién de 6 b), -187 a -160 (con una
repeticion de 5 b) y -117 a -89 (con una repeticion de 6 b). Un esquema de estas horquillas se muestra
en la figura 45. La mayor parte de la secuencia que se autoaparea en las horquillas estd constituida por
pares AT.
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Figura 41: Esquema que rcpresenta los dos marcos de lectura considerados (A v B) junto con las dos
posibles interpretaciones de uno de ellos (B, v B,). La figura A muestra una region codificante de 273 pb que
comicnza en ¢l primer ATG, conteniendo cuatro codones TAA v dos TAG que los consideramos codificantes
para glutamina (). La figura B constituyc un scgundo marco de lectura con dos posibles interpretaciones:
B1= toda la sccuencia constituye una region codificante (381 pb) sin ningiin codén de fin de lectura (TGA).
B2= la sccuencia constaria de una zona 3' no codificante de 309 pb, v una secuencia codificante de 72 pb que
camicnra en ¢l scgunde ATG y que contiene dos codones TAG.
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234 AAAATAG(JTATATAATC‘AATCGAGGTCGTTAGATAAGAATTTATTTAAACAACATCAATT
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-zH ?')“ ......

295 TI’AAAAT(‘ TACATAC ATGAC CGTACAGAAGCTGTACAAAGC AT'TGC C TTGTTATTAGGG
Q NoL H T %

!?" 3'10 - 1:1

354 GGACC ATC GTTGGTAGTTC TGC ATTCAT 3'

Figura 42. Secuencia nucleotidica y aminocacidica del primer marco de lectura considerado, que
contiene una secuencia codificante de 273 pb y 90 aminodcidos. En la regién 3' no codificante existe
un triptetc TGA en el mismo marco de lectura (subrayado con una banda negra) vy una secuencia
semejante a la secuencia consenso descrita por Kozak (i986). como inicio de traduccidon en
eucariotas {subrayada con una banda blanca) El simbolo (%) localiva el codon de final de Jectura
(TGA). Los aminodcidos enmarcados representan posibles dominos o motivos: TLK. motive de
fosforilacion por quinasa-C, GLLTCC., motive de N-miristilacién, v NQSR. motivo de
N-glucosilacion.
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59 TTGTAAAGAGAGAGCACCCTGAAGGTTTTAAATTGCAACCCCTGGCGTAAAACAATTT
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176 GGTTTTAGTICAATTTTGGGGCTTTTAACCTGTTGCTAAAAGGGAAGTAGCGATGTAAC
R F @& F N f G A F N [ L L K G K & R C N

234 AAAATAGGTATATAATCAATCGAGGTCGTTAGATAAGAATTTATTTAAACAACATCAATT
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Figura 43: Secuencia nucleotidica v aminoacidica del scgundo marco de lectura (B1). que
considera que toda la secuencia es codificante. Los amincdcidos enmarcados (TNHD) representan
un posible motivo de fosforilacion por casein-quinasa-il.
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Figura 44: Sccucncia nucleotidica ¥ aminoacidica del segundo marco de lectura (interpretacion
B2) que consideran una region codificante de 72 pb v 24 aminodcidos. En fa regidn 5' no codificantc
(309 pb) se disunguen siete secuencias TTTT (ver texto). sombreadas en gns, una sccuencia
palindrémica (enunarcada) v seis repeticiones inveriidas (indicadas con flechas). que podrian dar

lugar a la aparicion de tres horquillas. El (riplete ATG de inicio se encuenira subrayado cen una
banda negra
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Figura 45: Detalle de las horquillas encontradas en fa regidn 5' no codificante del fragmento B4/QA
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Discusion

1. INTRODUCCION

Este trabajo representa diferentes aproximaciones moleculares para la busqueda de una sonda
especifica del proceso de enquistamiento en el ciliado Colpoda inflata.

Como ya se ha expresado en la introduccion de esta Tesis, en ciliados no se ha identificado
hasta ahora ningiin gen relacionado con este proceso de diferenciacién celular denominado
enquistamiento, Si se han identificado, en cambio, algunos genes relacionados con procesos similares
de diferenciacion celular, tanto en microorganismos eucariotas como procariotas, tales como el proceso
de esferulacion en Physarum (BERNIER et al, 1987), genes especificos de esporulacion en
Dictyostelium discoideum (DOWDS & Loomis, 1984; JULL:N et al., 1982;1984; SINGLETON et al.,
1988), asi como muchos genes estructurales y/a reguladores de la expresion génica en la esporulacion
de Bacillus subtilis (ERRINGTON, 1993).

En ciliados el gran desconocimiento sobre este tema es reflejo, probablemente, del escaso
numero de trabajos que existen sobre 1dentificacion y caracterizacion de proteinas relacionadas con el
proceso de enquistamiento. Por ello, nos parece til comentar, a continuacion, el contenido de los mas
relevantes.

MATSUSAKA y HONGO (1984) han identificado, por anaiisis electroforético, dos bandas
polipeptidicas de alto peso molecular [140 y 190 KD, esta ultima PAS (Periodic Acid Shiff) positiva]
especificas de pared quistica de Histriculus muscorum, aunque se han descrito ademas otras seis
bandas de bajo peso molecular que podrian también formar parte de la pared de estos quistes.

En otro cihado hipotrico, Paraurostyla sp. (Rios et al | 1989), se han identificado al menos 15
proteinas diferentes {(algunas glucosiladas) especificas de pared quistica, aungue s6lo cuatro de estos
polipéptidos de bajo peso molecular representan el 70% de las proteinas de la pared quistica.
Posteriormente, el empleo de un antisuero policlonal contra algunas de estas bandas polipeptidicas ha
permitido su localizacion en el ectoquiste y endoquiste por inmunocitoquimica a microscopia optica
(Rios et al., 1992).

En Colpoda inflata (MARTIN-GONZALEZ et al., 1991b) el empleo de un antisuero policlonal
contra paredes quisticas completas aisladas permmitio identificar tres principales bandas polipeptidicas
de 61, 66 y 70 KD. El analisis inmunocitoquimico a microscopia electrémica de transmision,
empleando dicho antisuero, indico la presencia de proteinas que reaccionan con este antisuerc en las
dos envueltas (ectoquiste y endoquiste) de la pared quistica de este ciliado.

Por el contrario, no existen atm datos meleculares sobre la aparicion de nuevos transcritos
durante el proceso de enquistamiento en ciliados o sobre la expresidn génica involucrada en el mismo,
y los escasos datos de que disponemos sobre actividades transcripcionales en el enquistamiento se
basan en estudios fisiologicos. En ciliados, en general, se sabe que el proceso de enquistamiento es
dependiente de sintesis de ARN y proteinas (Tabla I}, ya que el empleo de inhibidores de ambos
procesos, aplicados durante las primeras horas del proceso de enquistamiento, conduce a la muerte de
las células, al impedir la formacion del estado diferenciado o quiste de resistencia.

Una de las posibles razones que podria explicar la falta de datos moleculares en protozoos,
puede ser la ausencia de un método generalizado de induccidén sincrénica del enquistamiento. A
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diferencia de la esporulacion en microorganismos eucariotas como Aspergifius (TIMBELAKE, 1980),
Physarum (SAUER et al | 1969}, Blastocladiella (JAWORSKL, 1976) o Dictyostelium {RAMAGOPAL &
ENNIS, 1981) donde este proceso es bastante rapido y sincronico, en amebas, y sobre todo en ciliados,
el enquistamiento es generalmente bastante asincronico. A pesar de ello se ha logrado inducir
enquistamiento sincronico en algunos ciliados hipotricos (DALLAL, 1987; MATSUSAKA, 1977; RIOS et
al, 1989; YONEZAWA, 1985a)y en algunas amebas (CHAGLA & GRIFFITHS, 1978, LASMAN & SHAFRAN,
1978) sin que ello haya supuesto un avance en la resolucion de los aspectos moleculares del
enquistamiento.

Otro problema que dificulta, la realizacién de una posible genética inversa, especialmente en
Colpodidos, es Ia dificil solubilizacion de los componentes molecuiares de las paredes quisticas (TIBBS,
1982). Esta cuestion se comentara posteriormente, en relacion con la obtencion de una sonda especifica
de enguistamiento.

Por tanto, seguin lo expuesto hasta ahora, podemos decir que la ausencia de datos moleculares
sobre el enquistamiento. junto con los problemas antes citados, dificulta la obtencion de una sonda
adecuada y especifica de enquistamiento en Colpodidos, Por ello, el trabajo que se presenta aqui ha
constituido una biisqueda de posibles estrategias para la obtencién de sondas génicas especificas,
involucradas en el enguistamiento. El esquema de la figura 46 se simplifican las diferentes
aproximaciones moleculares que hemos empleado en la busqueda de dichas sondas o genes
involucrados en el enquistamiento de Colpoda inflata.

. VEGETATIVOS / PREQUISTICOS / QUISTES DE RESISTENCIA

l

Aislawmienio de handas €——— ARN total
ESTRATEGIA i*J l

ARNmM

'

ADNC ——— Expertmentos de sustraceion
i { ESTRATEGIA Zﬁj

Poliniorfismnos de ADNe

| ESTRATEGIA 3¢ |

Figura 47 Esquema simplificado de las estrategias moleculares utilizadas en la basqueda de sondas
cspecificas de caquistamiento
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2. ANALISIS DE ARN TOTAL__ Y POLIADENILADQ DURANTE EL
ENQUISTAMIENTQ

Las etapas elegidas para los aislamientos, tanto de las muestras de ARN total como de ARN
poliadenilado, fueron dos estados diferenciados del ciclo (células vegetativas y quistes de resistencia),
y cuatro etapas prequisticas diferentes (prequisticos de 12h, 18h, 24hy 72h). Estos tiempos fueron
elegidos en funcion de la cinética de enquistamiento de . inflata, estudiada por técnicas de
inmunofluorescencia (BENITEZ et al., 1994), La estimacion de la duracion total del proceso de
enquistamiento es de aproximadamente 200 horas, por fo que para asegurarnos de la obtencion de
muestras de ARN de quistes maduros, hemos utilizado cultivos de aproximadamente un mes desde la
mnduccion de enquistamiento

Como ya se ha descrito, se emplearon dos métodos diferentes para ¢l aislamiento de ARN total:
método de tiocianato de guanidina/fenol/cloroformo (CHOMCZYNSKI & SaccHI, 1987) y el de
precipitacion con cloruro de litio (CATHALA et al., 1983). Las muestras obtenidas en las extracciones
de ARN con el método de CHOMCZYNSKI y SACCHI presentaron menor pureza (valor medio 1,3, Tabla
XD, lo que indica una mayor contaminacion con proteinas que pedria deberse a la existencia de un
unico paso de purificacion fenol/cloroformo, que ademas se lleva a cabo Gnicamente en la primera
parte del protocolo, ¥ que no se repite posteriormente. En cambic, en el método de extraccion basado
en el LiCl, existen cuatro pasos de purificacion (dos en fenol/cloroformo y dos en cloroformo) en la
pentiltima etapa dei proceso, lo que permite obtener una relacion A, /A, mas préxima a 2, aunque,
por el conirario, representa también una mayor pérdida de muestra v por consiguiente un menor
rendimiento.

El aistamiento de ARN total por el método del LiCl permite [a recuperacion de ARNm mtactos,
e incluso de precursores de hasta 10 Kb de longitud, aunque en ocasiones pueden perderse ARN de
pequefio tamafio (CATHALA et al,, 1983). En nuestro caso estas posibles pérdidas no resultaban
importantes, ya que nuestro interés se centraba en transcritos de mayor tamafio, por lo que el analisis
de los patrones de ARN total durante el enquistamiento de C. inflata se realizd utilizando ambos tipos
de extracciones.

El patron electroforético de las diferentes muestras de ARN total mostré la presencia de dos
bandas de ARN muy intensas, situadas debajo de las bandas de ARNr que aparecen en todas las
muestras prequisticas asi como en los quistes de resistencia (Figura 4). Pero el patron observado en
la muestras de ARN poli(A)" procedente de etapas vegetativas (Figura 6) indica que ambas bandas
estan presentes también en células que se encuentran en el ciclo crecimiento-division, aunque su
abundancia es mucho menor, ya que sélo son visibles, con bromuro de etidio, en muestras purificadas
y enriquecidas en ARNm. Podemos considerar dos posibles interpretaciones acerca de la naturaleza
de estas bandas de ARN tan abundantes:

a) podria tratarse de ARN ribosomico, procesado, degradado o alterado durante el proceso de
enquistamiento.

b} podrian ser moléculas de ARNm mvolucradas en el proceso de enquistamiento.
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En relacion con ta primera de las hipotesis, se puede interpretar como una degradacién
selectiva de ARNr durante el proceso de enquistamiento, que podria relacionarse con la dismmucidn
de los niveles celulares netos de ARN que ha sido detectada en algunos ciliados como Histriculus
muscorum (SENDO & MATSUSAKA, 1982) y Colpoda steinii (TIBBS & MARSHALL, 1970), asi como en
Acanthamoeba (STEVENS & PACHLER, 1973).

A pesar de que durante el enquistamiento de Colpoda inflata puede existir unt mecanismo de
degradacién selectiva para el ARNr 265/28S, los resultados obtenidos cuando se utilizé la sonda
ribosémica heterdloga procedente de Fuplotes crassus (sonda que contlene el extremo 3' del ARNr
17S/18S v la secuencia completa del ARNr 26S/28S) parecen descartar esta posibilidad. La sonda
utilizada, aunque heteréloga, hibrida con las dos bandas de ARNr (Figura 5B), pero no se detecta
hibridacion en ninguna de tas dos bandas indicadas (15A y 15B), por lo que resulta dificil pensar que
dichas bandas representen productos de degradacion det ARNr 265/28S. La hibridacion con la sonda
homdloga de ARNr (fragmento de 555 pb del extremo 5' del ARNr 17S/18S) tampoco hibrida con las
bandas de ARN antes citadas (Figura 4C), confirmando igualmente que, al menos, la banda 15B
(situada debajo de la subumdad ribosomica menor) no es tampoco un producto de degradacion.

En esta segunda hibndacion (Figura 4C), se puede apreciar que el marcaje aparece sobre todo
en la subunidad menor del ARN ribosomico, aunque se aprecia también hibridacion con la banda
ARNr 265/288. Puesto que la sonda ribosoémica utilizada contiene solo un fragmento del extremo 3'
del ARNr 178/188S, resulta sorprendente la hibridacion con la subunidad grande del ARN ribosémico.
Estos resultados podrian interpretarse como la consecuencia del arrastre de ARNr [75/188 durante la
electroforesis, va que la hibridacién aparece mas como un patrén continuo que como una sefial
especifica a la altura del 265/288. Esta hipétesis resulta mas plausible que la posible existencia de
zonas de homologia interna entre la sonda ribosémuca utilizada y la subumidad grande, o incluso que
la existencia de algun precursor que aparezca durante el procesamiento del ARN ribosomico y que se
sittie a nivel de ARNr 265/288S.

Se ha detectade también (Figura 4C, carril 1) una banda situada encima del ARNr de la
subunidad mayor, presente solo en muestras de ARN total procedentes de células vegetativas. Esta
banda no se ha detectado en el resto de las muestras de ARN prequistico (Figura 4C carriles 2y 3) y
pensamos que podria tratarse de un precursor de ARN nbosomico, quiza ARNr 35S que podria
contener los tres ARNr de mayor tamarfio, como sucede en Tetrahymena (CECH, 1986), aunque la
carencia de estudios semejantes en Colpoda no nos permite aun caracterizar esta molécula.

En resumen, la ausencia de hibridacion de ambas bandas (15A y 15B) con cualquiera de las
dos sondas ribosémicas utilizadas (sonda homologa procedente de €. inflata y sonda heterdloga
procedente de £. crassus) parece descartar {a primera de las hipotesis, ya que parece mas probable que
se trate de ARN no ribosémico.

Segun la segunda hipotesis propuesta, es posible que se trate de transcritos poliadenilados,
aunque el hecho de su aislamiento a través de una columna oligo(dT) no garantiza que las moléculas
se encuentren poliadeniladas, ya que existe una fraccion de ARN ribosémico, y por tanto carente de
una cola poli(A)’, que es también retenido (Figura 6, carril 1). De hecho existen referencias en ciliados
{MARTINDALE & BRUNS, 1983; SCIIMIDT et al, 199]1) que muestran unicnes inespecificas de moléculas
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de ARN a ia matnz de las columnas de oligo(dT) causada por la presencia de zonas ricas en pares A-T,
en lugar de su union a la cola poliadenilada de los ARNin, lo que confirma el alto contemdo A+T en
el ADN micro v macronuclear de ciliados (PRESCOTT, 1994).

La aparicion de nuevos transcritos durante el enquistamiento estaria en consonancia con los
estudios realizados con inhibidores de transcripcion, que han puesto de manifiesto que el
enquistamiento es dependiente de nueva sintesis de ARN tanto en Colpoda (BENITEZ, 1990), como en
el resto de ciliados estudiados (GIESE, 1973; GUTIERREZ, 1981, MATSUSAKA, 1979; MATSUSAKA &
KiMURA, 1981; RunTMAaN & KUk, 1985, YONEZAWA, 1985Dh).

La presencia de las bandas 15A y 15B en extracciones purificadas y enriquecidas en ARNm
procedentes de células vegetativas (Figura 6) podria indicar que dichas moléculas de ARN representan
transcritos que, aunque estan mayoritartamente presentes durante el proceso de enquistamiento, se
sintetizan también durante el ciclo crecimiento-division del ciliado. Se puede especular, por tanto, sobre
la existencia de un mecanismo de regulacién de la actividad transcripcional, o bien mecanismos de
regulacion postranscripcionales que favorezcan la acumulacion de estos transcritos, como por ejemplo,
alteraciones en su tasa de degradacion, o mecanismos de estabilizacion de ARNm.

Asi, por ejemplo, durante la diferenciacion de Dictyosteliiom (ROWEKAMP & FIRTEL, 1980) se
ha descrito un mecanismo de regulacidn de la actividad transcripcional. En este microorganismo se han
localizado transcritos presentes en una copia por célula durante el crecimiento vegetativo, detectandose,
en cambio, varios cientos de copias de dichas moléculas durante Ia fase de preagregacion. Pero, como
han sugerido KiL1ICK & WRIGHT (1974), ain no se conoce si estos cambios son consecuencia del
incremento de la actividad transcripcional o de la disminucién de Ia tasa de degradacion debida a
mecanismos de estabilizactén de ARNm.

Estas bandas de ARN (15A y 15B) encontradas en (" inflata (probablemente ARNm como
ya se ha indicado) aparecen también en el quiste de resistencia maduro (Figura 4B, carril 4). Segln se
ha expuesto en la introduccion (Tabla I) existen numerosas especies de hongos, amebas y algunos
ciliados cuyas formas de resistencia (esporas o quistes) contienen algunos ARNm necesarios para la
germinacion o exquistamiento, que han sido brosintetizados por la célula durante la formacion de la
espora © quiste. En procariotas ocurre algo similar durante la esporulacion, ya que la espora bacteriana
de Bacillus (MOIR et al., 1994) contiene también ARNm que utilizara durante su germinacion.

Los escasos datos de que disponemos hasta ahora (ya que en Celpoda inflata no se ha
realizado atin ningiin estudio con inhibidores metabolicos durante el exquistamiento) no nos permiten
afirmar si estas moléculas de ARN (posibles transcritos) contienen informacidn necesaria para el
enquistamiento o para el proceso opuesto (exquistamiento), y si estos ARNm detectados durante el
enquistamiento son los mismos que se acumulan también en el quiste de resistencia.

El estudio de la cinética del enquistamiento por inmunofluorescencia (BENITEZ et al., 1994),
empleando un antisuero contra elementos de pared de los quistes de (. inflata (MARTIN-GONZALEZ
etal, 1991b), indican que al comienzo del proceso de enquistamiento (entre 6 y 10 horas después de
la induccién del proceso} la célula adquiere la forma esférica, pero aun no ha comenzado a secretar los
precursores de pared. Por otra parte, el estudio ultraestructural del enguistamiento en este ciliado
(MARTIN-GONZALEZ et al , 1994) ha puesto de manifiesto que los precursores de la capa mas extemna
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o ectoquiste (en forma de paquetes fibrilares) surgen en células prequisticas de 8 horas. Posteriormente,
estos precursores son secretados para formar el ectoquiste (proceso rapido y uniforme en toda la
superficie celular prequistica), y la formacion de esta capa externa culmina entre 20 y 30 horas después
de la induccion del enquistamiento. La secrecion de precursores de la capa intemna o endoquiste es mas
tardia, observandose entre 20 y 30 horas después de la induccion (MARTIN-GONZALEZ et al., 1994).

De acuerdo con todos estos resultados, es posible que 1a aparicion de nuevos transcritos en la
célula prequistica (al menos los que codifican para elementos de pared) sea muy temprana,
probablemente antes de las 8 primeras horas desde la induccion, aunque no se descarta la aparicion
posterior de otros ARNm necesarios durante el proceso de diferenciacion. De hecho, se ha sugerido
(GUTIERREZ. et al., 1990) que la aparicién sucesiva de precursores en el citoplasma prequistico pedria
estar determinada por una expresion génica igualmente secuencial.

Seguin todo lo expuesto anteriormente, parece probable que las bandas 15A y 15B, presentes
principalmente en muestras procedentes de etapas prequisticas, representen moléculas de ARN
poliadeniladas, especialmente abundantes durante etapas tempranas del proceso de diferenciacion. Es
posible que estos primeros transcritos sean inestables, como sucede durante la diferenciacién de
Dictyostelium (BLUMBERG & LODISH, 1980; MANGIAROTTI et al., 1985; NEVINS, 1983)

De nuestro trabajo no se han desprendido datos suficientes para conocer st estos ARN
procedentes de las bandas 15A y 15B son los mismos que se acumulan en los quistes de resistencia,
gracias a algiin mecanismo de estabilizacion postranscripcional. Tampoco conocenos hasta cuando
la célula prequistica es transcripcionalmente activa, aunque parece logico pensar que dicho proceso
disminuya paulatinamente a lo largo del enquistamiento debido a la progresiva deshidratacion que sufre
la célula y que probablemente inactiva el metabolismo celular (GUTIERREZ et al | 1990).

r

3. ESTRATEGIAS EMPLEADAS EN LA BUSOUEDA DE SONDAS ESPECIFICAS DE
ENOUISTAMIENTO EN €. inflata

Como ya se ha sefialado, el principal problema para la blisqueda de genes especificos de
enquistamiento es la ausencia de una sonda adecuada, lo que es consecuencia a su vez de una serie de
dificultades que comentaremos a continuacion,

En primer lugar, los problemas para la solubilizacion de componentes macromoleculares de
pared quistica de ciliados han sido ya descritos en la bibliografia (GUTIERREZ et al., 1984, Rios et al |
1989; TIBBS, 1966, 1982). Por ello la posibilidad de elaboracion de sondas oligonucleotidicas a partir
de la secuencia aminoacidica de algunas de las proteinas constitutivas de pared, resulta bastante
compleja, a diferencia de lo que sucede con proteinas solubles que se liberan al medio, como por
ejemplo, las feromonas (MICELI et al., 1989). Igualmente, se podria utilizar una proteina solubie de
caracter enzimatico involucrada especificamente en el enquistamiento, pero el escasisimo conocimiento
actual del metabolismo higado al enquistamiento hace, de momento, inviable esta aproximacion. No
obstante, no descartamos aun la posibilidad futura de utilizar una proteina de pared quistica como
herramienta para llevar a cabo una genética inversa, cuando se logre una adecuada solubilizacion y
liberacién de alguna proteina de pared quistica en Colpoda inflata.
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posiblcs genes (sondas) involucradas en ¢l proceso de enquistamiento de Colpoda inflata

99




Discusion

La dificultad de utilizar marcaje radiactivo (por falta de permisos e instalaciones adecuadas)
nos impidié también realizar experimentos de marcaje /n vivo que nos permitieran, posteriormente,
utilizar sondas de ARN aisladas durante diferentes fases del enquistamiento, estrategia empleada
frecuentemente en algunos de los genes caracterizados en procesos de diferenciacién en hongos
(BERNIER et al., 1986a; DOWDS & LoOMIS, 1984; JACQUET et al., 1981; MANGIAROTTE et al., 1985;
PALLOTA et al., 1986; ROWEKAMP & FIRTEL, 1980; Wi .11aMs & L1.0YD, 1979). Teniendo en cuenta
esta serie de lirnitaciones y problemas, nos propusimos la busqueda de alguna sonda especifica de
enquistamiento utilizando tres diferentes estrategias, esquematizadas en la figura 46 y cuyos
resultados, que se presentan agrupados en la figura 47, se discutiran a continuacion.

3.1. Sondas derivadas de bandas de ARN

Esta estrategia fue desarrollada basandonos en la inusual mtensidad de las dos bandas de ARN
anteriormente citadas (1 5A y 15B), visibles en electroforesis de agarosa a partir de muestras de ARN
total obtenidas de etapas prequisticas (Figura 9).

Una vez aisladas ambas bandas de ARN (15A y 15B), se sintetizaron los hibridos ADNc: ARN
para cada una de las muestras. El paso siguiente fue su amplificacion por PCR y su clonacion en el
vecfor pUC18. Esta clonacion se realizo sin adaptadores, es decir, clonaciéon de ADNc con extremos
romos. Por esta razon, probablemente, el porcentaje de transformantes fue en ambos casos muy bajo
(1,2% y 6% respectivamente).

Después de seleccionar fos clones que contenian inserto de ADNc (clones pCIBS y pCIA18),
se marcaron por PCR con digoxigenina para realizar hibridaciones sobre muestras de ARN total
aisladas a diferentes tiempos del proceso de enquistamiento.

Estas hibridaciones (empleando como sondas los insertos B9 y A18 marcados) sobre las
muestras de ARN total, extraidas con tiocianato de guanidina/fenol/cloroformo, mostraron seftales de
hibridacion muy deébiles en ambos casos (Figuras 14 a 18). Los resultados de las hibridaciones
utilizando muestras de ARN total obtenudas por LiCl fueron negativas, ain cuando las cantidades de
ARN depositadas sobre los filtros fueron las mismas en ambos métodos.

La extraccion de bandas de ARN, presumiblemente especificas de estados diferenciandose, y
su posterior clonacion, no es un método utilizado frecuententente ya que, generalmente, resulta dificil
la visualizacion clara de bandas de ARNm tras tincidon con EtBr, por lo que la identificacion de
transcritos especificos suele realizarse empleando un marcaje radiactivo in vivo con posterior deteccidn
en un autorradiograma a partir de muestras purificadas y enriquecidas en ARNm. Ademas, otro
problema asociado a esta metodologia es el escaso rendimiento que se obtiene de! aislamiento directo
de ARNm a partir de geles de agarosa, asi como la obtencion de ARNm frecuentemente degradado
(WALLACE et al., 1987}

Una posible explicacion para la falta de reconocimiento de los fragmentos clonados, utilizados
como sondas (B9 y Al8), sobre muestras de ARN total podria ser la contaminacion con algunas de las
bandas de ARNr préximas a fas aisladas 15A y 15B, que posteriormente podrian haber sido clonadas
en el vector, al presentar homologias entre secuencias internas ricas en adenina y el cebador oligo(dT)
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utilizado para la sintesis de ADNc. De hecho, se ha descrito la existencia de algunos clones de ADNc
"ribosomal" resultantes de la transcipcion inversa de ARN ribosomal empleando cebadores oligo(dT),
a partir de poblaciones de ARN total utilizadas para la clonacion (WILLIAMS & LLOYD, 1979). Sin
embargo, la hibridacion negativa de estos fragmentos clonados (B9, A18 y A35) (Figura 21) con parte
del fragmento del ADNr 178/18S utilizado como sonda, parece descartar la posible contaminacion
ribosomica, al menos con parte de la subunidad 17S/188 del ARNTr, que hubiera sido mas probable
para el clon B9, ya que deriva de la banda de ARN mads cercana a dicha subunidad de ARNr (banda
15B). No obstante, atin cabe la posibilidad de contaminacion con la subunidad mayor de ARNT,
cercana a la banda superior de ARN que se ha clonado {15A), aunque no tenemos datos suficientes
para comprobar esta hipotesis.

La dificultad de interpretar estos resultados junto con la falta de hibridacién sobre filtros
conteniendo las poblaciones de ADNc clonadas (Figuras 19 y 20), nos llevo a descartar estos insertos
{B9 y A18) como potenciales sondas de enquistamiento.

3.2. Experimentos de sustraccion

La segunda estrategia se basd en experimentos de hibridacion sustractiva entre los ADNc
sintetizados a partir de poblaciones de ARN poli(A)” de céiulas prequisticas de 12 y 18 horas. El
objetivo de estos experimentos era la comparacion de 1a homologia de ambas poblaciones de ADNe,
obtenidas en etapas relativamente tempranas del proceso, donde pensamos que podian encontrarse
mayores diferencias entre las poblaciones de ARNm. De este modo podriamos seleccionar moléculas
de ADNCc¢ especificas de algunas de estas poblaciones prequisticas, eiminando el resto de moléculas
homologas de ambas poblaciones.

Para realizar estos experimentos se partié de poblaciones de ADNc unidas a adaptadores
EccRI, que permate su amplificacion por PCR con un cebador especifico (EO3) que hibrida con dicho
adaptador. Con objeto de obtener suficiente cantidad de ADNc para realizar la sustraccidon se
amplificaron, utilizando el cebador antes citado, cinco alicuotas de cada una de las poblaciones, que
después se unieron.

La electroforesis de estas muestras de ADNc¢ amplificadas (Figura 22) presentaba un conjunto
de moléculas con un tamafic maximo inusualmente alto en ambas muestras (12 y 18). Una posible
interpretacion para este hecho podria ser la formacion de concatémeros entre las moléculas de ADNc
amplificadas (debido a la presencia de extremos protuberantes Eco RI).

Con la finalidad de incrementar la potencial heterogensidad de una de las poblaciones de
ADNc (18 h), se realizd un PCR asimétrico (Figura 23) empleando una mezcla desigual de cebadores
(EO4 : EO5 = 9 : 1) El cebador EO5 (5'-EO04+E03-3") permutiria la amplificacién de todas las
moléculas de ADNc de dicha poblacion (18 horas), mientras el cebador EO4 (de secuencia arbitraria
para estas poblaciones) permitiria ia amplificacion de algunos fragmentos de dichas moléculas por
homologia interna (Figura 48),
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Figura 48: Isquema dec amplificacion con los cebadores EO4 y EO5

También se podria contemplar la posibilidad de que el fragmento EO3 del EOS, que hubrida
con el adaptador EcoRI, pudiera encontrar alguna regién homéloga mterna, como se muestra en el
esquema anterior (Figura 48), lo que incrementaria igualmente la heterogenetdad de la poblacion. Esta
posibilidad se pudo dilucidar posteriormente al utilizar estos mismos cebadores en el estudio de
polimorfismos de las peblaciones de ADNc (sin adaptadores EcoRI). Los resultados, que seran
discutidos en el siguiente apartado, indican que ambas poblaciones de ADNc (12h y 18h) presentan
zonas de homologia interna para ambos cebadores (EO4 y EO3), siendo especialmente abundantes las
secuencias complementarias al cebador EO4 (Figura 25) dada la aparicion de un gran numero de
bandas.

Es importante indicar que el patron de polimorfismos con este cebador no genera fragmentos
mayores de 2,2 kb o, al menos, no lo hace con el suficiente rendimiento como para ser detectados con
EtBr, va que como algunos autores sefialan (BJOURSON et al., 1992), el empleo de grandes fragmentos
de ADN {generalmente de tamafio superior a 2 kb) puede incrementar el riesgo de perder regiones no
homologas durante la sustraccion. En nuestro caso, la amplificacion de las moléculas completas de
ADNCc se generaria, teoricamente, solo con los cebedores EO3 y EOS, mientras el empleo del cebador
EO4 (y también del cebador EO3), podrian originar fragmentos de tamafio inferior a la longitud
completa de las moléculas de ADNc en ambas poblaciones {12h y 18h). No se descarta tampoco la
presencia de secuencias intemnas complementarias al cebader EOS (EQ3+EQ4), pero dada la longitud
de dicho cebador (33 pb), resulta mas improbable.

La posterior amplificacion por PCR de cada una de las poblaciones sustraidas (ADNc-18s y
ADNc-12s) empleando el cebador EOS dio origen a un patrén continuo de bandas (Figuras 24A y
24B). Como ya hemos indicado, el cebador EO5 permitiria la amplificacion completa de todas las
moléculas de ADNc que presentaran extremos EcoRI. Por tanto, estos resultados podrian indicar, en
principio, una maxima heterogeneidad entre ambas poblaciones,

El empleo de diluciones en las amplificaciones nos permitié amplificar selecivamente las
moleéculas mas abundantes presentes en la poblacion En cualquiera de las diluciones empleadas, el
cebador EOS siempre mostré un patrén continuo de bandas, mientras que el EQ4 ongind bandas
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discretas en ambas poblaciones sustraidas (en el caso de ADNc-18s a partir de la segunda dilucién
utilizada y para ADNc-12s en las dos altimas diluciones).

Ambas poblaciones sustraidas resultaron tener un gran numero de moléculas de muy diferente
tamario, todas ellas amplificadas por el EOS. Estos resultados admiten dos posibles interpretaciones:
la sustraccion no se ha reahizado con suficiente efectividad, o ambas poblaciones (12h y 18h) son muy
diferentes, existiendo muy poca o ninguna homelogia entre ellas.

Las amplificaciones con el cebador EO4, de secuencia arbitraria para ambas poblaciones,
originé bandas discretas, mas evidentes en las diluciones mas altas, Estos resultados indicarian, por una
parte, la existencia de una amplificacién selectiva dada la abundancia de estas moléculas en las
poblaciones vy, por otra, clerta heterogeneidad entre ambas poblaciones sustraidas, ya que los patrones
de bandas amplificadas son bastante diferentes (Figuras 24A y 24B).

Aunque existen casos en los que la hibridacion sustractiva se ha aplicado con éxito (BJOURSON
et al., 1992, LEE et al., 1991; YANCOPOULUS et al., [990), también es cierto que la sustraccidon no
siempre es efectiva, o el rendimiento no es demasiado alto. Nos inclinamos a pensar que el punto
critico de la metodologia es la fotobiotinilizacion del ADN, mas que la union con la estreptavidina, la
cual presenta una especificidad muy alta por la biotina, si1 bien la etapa de hibridacion puede resultar
igualmente critica.

Creemos que, probablemente, la sustraccion se ha realizado parcialmente o con un bajo
rendimiento, ya que resulta poco fiable que ambas poblaciones, tan cercanas en el tiempo segun la
cinética de enquistamiento de (. inflafa (BENITEZ et al., 1994), presenten una heterogeneidad tan
elevada. Por otro lado, también los resultados del estudio de los polimorfismos de las poblaciones de
ADNg¢, nos indican, como va discutiremos en el siguiente apartado, la existencia de una elevada
homologia entre estas dos poblaciones

Sin embargo, la amplificacion con el cebador EO4 nos ha mostrado cierta heterogeneidad entre
las poblaciones, presentando patrones de bandas diferentes. No descartamos la posibilidad de utilizar
esta probable heterogeneidad en un futuro proximo, tras asslar las bandas diferenciales, marcarlas y
dilucidar por hibridacién cruzada su presencia/ausencia en fas muestras 12h y 18h. Dichas bandas
podrian ser utilizadas como sondas especificas de etapas prequisticas, siempre y cuando no estuvieran
presentes en ambas poblaciones.

3.3. Polimorfismos de poblaciones de ADN¢

Como consecuencia de la deficiente sustraccion obtenida entre las poblaciones de ADNc (12h
y 18h), intentamos una segunda estrategia para buscar una mayor heterogeneidad entre dichas
poblaciones. Esta estrategia se baso en el estudio de los patrones polimorficos obtenidos por PCR,
empleando cebadores de secuencia arbritaria para los ADNc de estados prequisticos (12h, 18h y 24h)
y los procedentes de estados definitivos (vegetativos y quistes maduros). De esta forma, a partir de
estos perfiles polimérficos, se podrian obtener bandas unicas o especificas de algan estado prequistico
o diferenciado en una poblacién concreta de ADNc.

Todos los cebadores utihzados (EQ3, EO4, SAl yv SA2) se comportaban como cebadores
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arbitrarios o marcadores polimorficos para todas las poblaciones de ADNe, ya que dichas poblaciones
carecian del adaptador EcoRl. Como se observa en las figuras 25 a 28, todas las amplificaciones
mostraron patrones con un alto numero de bandas {especialmente con el cebador EO4), encontrandose
en algunos casos bandas de alto tamafio molecular (hasta 2 Kb).

A partir de los patrones de polimorfismos de las diferentes etapas prequisticas, podemos
deducir la existencia de un elevado mvel de homologia entre todas las poblaciones, destacando
especialmente las poblaciones de ADN¢ de prequisticos de 12 y 18 h. En general, no apreciamos
grandes diferencias entre estas etapas prequisticas y los dos estados diferenciados del ciclo {vegetativos
y quistes). En todos los casos, se detectan numerosas bandas comunes a todas las poblaciones (ver
especialmente los polimorfismos con cebadores SA1/SA2, SAl y SA2 de las figuras 26 y 28
respectivamente) No obstante, también se observan bandas unicas, presentes s6lo en algun estado del
proceso de enquistamtento, o bien en los estados diferenciados, con cualquiera de los cebadores
utilizados. El aislamiento de todas estas bandas resultaba a veces problematico, debido a su cercania
con otras bandas comunes, por lo que sélo fueron escindidas del gel aquellas bandas que, ademas de
ser intensas, estuvieran suficientemente separadas de oftras, para minimizar al maximo las
contaminaciones con bandas cercanas.

A pesar de que !a banda con la que finalmente trabajamos (B4/Q) no fue visible por tincién con
EtBr en la electroforesis de las distintas muestras de ADNc (a excepcion de {a muestras de ADNc¢ de
quistes de la que fue aislada), se confirmo su presencia en las muestras del resto de las pobiaciones de
ADNc¢, con similar intensidad de hibridacién para todas ellas {Jor de la figura 32) Una posterior
hibridacion (Southern) de estas mismas muestras de ADNe¢ con el fragmento-sonda B4/Q (Figura 34)
mostro resultados mas interesantes.

En primer fugar, v como se confirmd con las hibrnidaciones en dor, todas las muestras
presentaron alguna sefial de hibridacion positiva, pero la intensidad de la sefial no fue la misma para
todas ellas. Es posible que la presencia desigual de esta molécula especifica de ADNc en los diferentes
estados estudiados, se tradujera en una amplificacién por PCR también desigual, obteméndose la
maxima presencia en los quistes de resistencia de (. inflara. En segundo lugar, también apreciamos
que la hibridacion positiva con la sonda B4/Q se localiza en fragmentos de la poblacién de ADNc
situados en diferentes niveles. Las poblaciones de vegetativos v prequisticos tempranos (12 h)
presentan una banda de hibridacion a la misma altura, mientras en el resto de prequisticos (18 y 24 h)
ja sefial se localiza en bandas de menor tamafio molecufar. En las muestras de ADNc de quistes
aparecen dos bandas de hibridacion, una de las cuales coincide con la de los prequisticos de 18 y 24
h, mientras que la otra banda se localiza justo debajo de la anterior.

Una primera interpretacion posible del patron de hibridacion obtenido de los diferentes ADNc
de distintas fases del enquistamiento de C. inflata, podria ser la consecuencia de la incompleta
transcripcion realizada /n vitro por la transcriptasa inversa. En el paso de ARN poli(A) a ADNc se
pueden originar diferentes longitudes o extensiones de moléculas de ADNc¢ para cada especie de
ARNm, de tal forma que en una determinada poblacion de ADNc podemos encontrar una mezcla de
moléculas de ADNc de diferentes longitudes derivadas del mismo transcrito. Y no sélamente pueden
existir diferencias cualitativas sino también cuantitativas para cada copia de ADNc, por lo que existe
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heterogeneidad cualitativa y cuantitativa en la poblacion de moléculas de ADNe derivadas de un mismo
ARNm, Asi por ejemplo, en los quistes maduros hay dos fragmentos mayoritarios, derivados del
mismo transcrito que son reconocidos por la sonda B4/Q. En las muestras de prequisticos de 18hy
24h, el fragmento mayoritario coincide con el de menor tamafio reconocido por la sonda en quistes.
Y en vegetativos y prequisticos de 12h la sonda B4/Q reconoce un fragmento (de los posibles
derivados del mismo ARNm) de igual tamafio que el mayor obtenido en la muestra de quistes de
resistencia.

Una segunda interpretacion del patron de bandeo observado en la figura 34, podria ser un
posible procesamiento de transcrito primario o precursor, dando origen a formas mas pequefias que
surgirian en 1a mayor parte del proceso de enquistamiento, acumulandose ambas formas en los quistes
maduros. De este modo, podrian existir diferencias cuantitativas entre ambas formas (procesadas y no
procesadas) en las diferentes poblaciones, lo cual explicaria la deteccién de sélo una de ellas en
algunas muestras. Esta segunda hipotesis nos parece improbable, sobre todo teniendo en cuenta que
la sonda B4/ es un subproducto de PCR derivado de un fragmento aisiado de ADNc de
aproximadamente 1.600 pb, longitud que parece mas préxima a la media que presentan los ARNm
eucariotas.

Segun todos los datos expuestos, nos inclinamos hacia la primera posibilidad, es decir, que la
sonda B4/Q ha hibndado preferentemente con fragmentos menores o incompletos del mismo transcrito
original, mas abundantes en las muestras de ADNc

Existe otro punto importante que merece discusion ya que, como acabamos de decir, [a sonda
B4/Q procede de una molécula de mayor tamafio obtenida en uno de los polimorfismos, pero, en
cambio, la hibridacion de dicha sonda con la peblacion de ADNc de quistes se observa en dos bandas
(Figura 34), la mayor de las cuales presenta un tamafio de 400 pb.

Probablemente, la explicacion mas inmediata a esta observacion sea la pérdida de esta
molécula de ADNc de gran tamario (y probablemente de otras) durante la transferencia, pero podemos
pensar quizé en otra explicacion adicional, derivada de la metodologia utiizada. No hay que olvidar
que esta hibridacion se ha realizado sobre poblaciones de ADNc unidas al adaptador EcoRI y
amplificadas con el cebador EQ3, que al ser complementario a la secuencia de dicho adaptador,
permite aplificar toda la poblacion, obteniendo asi cantidad suficiente de ADNc para realizar las
hibnidaciones. Evidentemente, 1a realizacion de amplificaciones consecutivas sobre una poblacion de
moléculas puede conilevar un efecto no deseado, como es la seleccién de las moléculas mas
abundantes en dicha poblacién. De este modo, podria ser posible que la molécula original de 1.600 pb
estuviera infimamente representada en ia poblacion amplificada, ya que la amplificacion por PCR
incrementaria la poblacidn de moléculas mas abundantes que, como se observa en la figura 34, se
sitiian en un rango inferior de tamafios, perdiendo paulatinamente las moléculas menos abundantes.

Por Gltimo, otra cuestion a discutir es {a intensidad de hibridacién, es decir, la cantidad de
copias presentes en cada muestra. El incremento paulatino en la intensidad de 1a hibridacion (débil en
vegetativos y prequisticos tempranos y mas intenso a medida que avanza el enquistamiento, hasta
alcanzar el maximo en la muestra de quistes de resistencia), podria interpretarse bien como
consecuencia del aumento en los niveles de transcripcion de dicho gen, o bien debido a una sucesiva
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acumulacion en el citoplasma prequistico sin que dichos transcritos sean degradados, con el
consiguiente aumento de longevidad. Ademas, ambas posibilidades ne son excluyentes, por lo que se
podrian dar simultaneamente durante el enquistamiento.

Por consiguiente, tendriamos un fragmento-sonda (B4/Q) que corresponderia a un transcrito
que aparece preferentemente durante el enquistamiento (aunque también se detecta en vegetativos),
y que se acumula en los quistes de resistencia definitivos. Estos resultados, tomados en conjunto,
coinciden con algunos datos descritos en ofros sistemas vivos eucariotas y procariotas que
experimentam procesos de diferenciacion, en algunos casos semejantes a la criptobiosis de ciliados.
Asi por ejemplo, RUTHERFORD y colaboradores (1985) distinguen dos clases de ARNm presentes
durante el proceso de diferenciacion (formacion del cuerpo fructifero y esporas) en fictyostelium:
ARNm constitutivos (presentes tanto durante el crecimiento de las formas vegetativas como durante
el proceso de diferenciacion, aunque en numero variable de copias) y ARNm especificos de cada etapa
del proceso de diferenciacion (agregacién, post-agregacion y formacidn de esporas y tallo en el cuerpo
fructifero).

Segun esta posible clasificacion de transcritos presentes durante procesos de diferenciacion
microbiana, se podria pensar que el transcrito que reconoce la sonda B4/QQ se comporta
constitutivamente, ya que aparece tanto en vegetativos como en estadios de diferenciacion, Por otra
parte, el incremento de su presencia en etapas prequisticas avanzadas y quistes maduros, nos podria
hacer pensar que dicho ARNm es importante o necesario para el enquistamiento de (" inflafa. Sin
embargo, caben otras interpretaciones, como por gjemplo que este ARNm, aungue biosintetizado
durante el enquistamiento no se traduzca hasta el exquistamiento, siendo mantenido o guardado en el
estado quiste hasta su utilizacion en los primeros momentos del exquistamiento. Estos transcritos se
pueden mantener sin degradacion, bien debido a la desthudratacion que ha sufrido el citoplasma quistico
durante el proceso de enquistamiento, o bien debido a mecanismos de estabilizacion postranscripcional
para moléculas de ARNm. En este sentido se podria pensar en clertas estructuras secundaras que
regulen su estabilidad o en la asociacion con proteinas especificas formando complejos de
rbonucleoproteina, gue mantienen estable, y potencialmente traducible, al transcrito durante
prolongados periodos de tiempo, como sucede para ciertos ARNm en oocitos de Xenopus laevis
{STANDART & JACKSON, 1994) El almacenamiento de moléculas de ARNm especificas de
diferenciacion es un hecho comprobado tanto en eucariotas [diferenciacion de Dictyostelium (DOWDS
& LooMis, 1984)] como en procariotas [situaciones de estrés inducido por hambre en el género Vibrio
{ALRERTSON, 1990)]

Igualmente, existen casos descritos en la bibliografia microbiana en los que determinados
transcritos biosintetizados durante ciertas fases de un proceso de diferenciacion se utilizan en otras
etapas posteriores; asi por ejemplo en la esporulacion de hongos como Mucor (ORLOWSK], 1991) y
Blastocladiella (SLva et al , 1987), al igual que en la esporulacion bacteniana (MOIR et al., 1994). En
ciliados [Tetrahymena pyriformis (SOARES et al., 1984)] se ha descrito la utilizacion de ARN poli(A)’
preexistente, no asociado a ribosomas, en células que sufren una situaciéon de estrés inducido por
hambre.

En Dictyostelium discoideum se ha obtenido ADNc a partir de uno de los ARN poliadenilados
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acumulados en las esporas de este hongo (CAMONIS et al., 1982), utilizandose como sonda sobre una
genoteca de ADN genémico, lo que condujo al aislamiento del gen codificante para el ARNm
almacenado en el estado espora (JULIEN et al., 1982). La hibridacién de dicho fragmento génico con
ARN poliadenilado procedente de células vegetativas, células en diferentes fases del proceso de
diferenciacién y esporas, resultd similar a la que hemos encontrado en . inflata con la sonda B4/Q,
es decir, bajos niveles de hibridacién en vegetativos y células diferenciandose, mientras la seflal de
hibridacién se incremento unas quince veces en la muestra de ARN procedente de esporas. Estos
autores sugieren que la acumulacién de este ARNm (especifico de espora) estaria sometido a cierto
control durante el proceso de diferenciacion, sin que exista una apertura génica especifica ligada a
dicho proceso.

Haciendo un resumen en este punto de la discusion, tendriamos, por tanto, un transcrito
presente en baja cantidad en el estado vegetativo de (. inflata, que paulatinamente incrementa su
presencia a medida que avanza el enquistamiento, hasta alcanzar el maximo nivel en el quiste maduro.
En este punto caben dos posibles interpretaciones:

» Que sea un ARN especifico de enquistamiento, y por tanto, necesario para dicho proceso,
que se acumula en el quiste, manteniéndose funcional o no, como consecuencia tanto de la
deshidratacion como de la inactivacién metabolica que conileva dicha deshidrataciéon,

» Que sea un ARNm que ha de ser traducido durante el exquistamiento, aunque se biosintetice
en el enquistamiento, para lo cual se almacena en el quiste de resistencia.

Con respecto a la primera de las hipotesis, la deteccion de hibridacion en células vegetativas
no tiene por qué ser un hecho que descarte esta posibilidad, ya que en varios ciliados (GUTIERREY. et
al., 1983b; MARTIN-GONZALEY et al., 1994; WALKER et al., 1980) se han detectado precursores de
pared (ectoquiste) en estados muy tempranos, incluyendo células vegetativas. Por tanto, la expresion
de ciertos genes especificos de enquistamiento podria darse, igualmente, en estados vegetativos,
existiendo un mayor nivel de transcripcion durante el enguistamiento, o bien algin mecanismo de
regulacion postranscripcional para los transcritos ya existentes. En cualquier caso, se han detectado
transcripciones muy tempranas respecto del inicio de procesos de diferenciacion tanto en procariotas
[esporulacion bacteriana (ERRINGTON, 1993)] como en eucariotas [diferenciacion en Dictyostelinm
(LooMIs, 1990}

Sabemos que durante el proceso de enquistamiento en ciliados existe una autofagia
relativamente elevada en el citoplasma prequistico (GUTIERREZ et al, 1990), lo que conlleva
degradacion macromolecular. Por ello, los transcritos especificos de enquistanuiento (ya sean transcritos
temprana o tardiamente sintetizados) deberian presentar caracteristicas estructurales que les hicieran
estables frente a esta degradacton. Asi mismo, existe una disminucion global del contenido de ARN
citoplasmatico durante el enquistamiento (PIGON & EDSTROM, 1961) por lo que, es posible que un gran
numero de transcritos sean degradados. Esto nos hace pensar que los ARNm que prevalecen durante
el enquistamiento y se acurnulan en el estado quistico, deben presentar caracteristicas estructurales que
les hagan longevos y estables. Los mecanismos de estabilizacion de transcritos constituyen un modo
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de regulacion génica postranscripcional realmente importante en sistemas eucariotas (ATWATER et al.,
1990; CLEVELAND, 1989).

En definitiva, carecemos de datos experimentales suficientes para inclinarnos por alguna de las
hipétesis que se han expuesto y que resumimos a continuacion.

a) Que sea un transcrito constitutivo, utitizable por la célula tanto en estado vegetativo como
prequistico, aungue el nimero de copias varie de un estado a otro y que, por lo tanto, no sea
especifico de enquistamiento.

b) Que sea un transcrito especifico del proceso de enquistamiento, aunque de aparicion muy
temprana, y cuyo numero de copias se incremente durante dicho proceso acumulandose
finaimente en el quiste maduro por efecto, principalmente, de la deshidratacion citoplasmadtica.

¢) Que sea un transcrito de sintesis temprana que se acumule o almacene en el quiste de
resistencia, pero que no sea traducido hasta el exquistamiento, por lo que se trataria de un
transcrito especifico de exquistamiento.

4. ANALISIS DE 1.A GENOTECA DE ADNc 18 HORAS

Una vez elegida la sonda B4/Q como especifica del enquistamiento de Colpoda inflata, ya que
presentaba un patron de hubridacion cuantitativamente diferente en las poblaciones de ADNc sobre las
que se realizo la hibridacion, se traté de buscar la secuencia completa del gen en alguna de las dos
genotecas que se habian construido previamente; ADNc de prequisticos de 12 horas y ADNc de
prequisticos de 18 horas.

La sonda elegida (B4/Q}) constituye sélo un fragmento de un ADN¢ de mayor longitud. Este
subfragmento es producto de una amplificacion por PCR de un fragmento de ADNc de 1.600 pb
generado del polimorfismo con el cebador EO3 a partir de la poblacion de ADNc de quistes (Figura
27, carril 5).

A pesar de que el fragmento B4/Q utilizado como sonda presentaba una mayor abundancia en
la muestra de ADNc¢ de quistes (Figura 34), también se detecté hibridacion positiva en la muestra de
ADNCc de 18 horas. Por esta razon, y dado que dicha genoteca se encontraba ya preparada, se opté por
comenzar la busqueda de un fragmento de mayor longitud que constituyera parte del gen implicado
o que incluyera el gen completo.

La estrategia general para detectar un gen determinado a partir de una genoteca, no requiers
el aislamiento previo de clones recombinantes, ya que el clon o clones que llevan dicho gen se detectan
directamente sobre placas Petri conteniendo todo tipe de halos, tras una hibrnidacion con la sonda del
gen que se busca sobre un filtro-copia de la placa Petn (DYSON, 1991; SAMBROOK et al.,, 1989). Esta
técnica faciiita el escrutinio de un gran numero de clones en un corto espacio de tiempo. A pesar de
esta clara ventaja, el aislamiento directo y previo de los halos recombinantes puede obwviar el
nconveruente de posibles contaminaciones debidas a fa difusidn entre halos vecinos (PORTEUS, 1986).
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Como ya hemos indicado, la genoteca de ADNc de prequisticos de 18h en Agt10 se obtuvo
antes de contar con alguna sonda especifica de enquistamiento, motivo por el que se utilizaron los
clones recombinantes va aislados y por lo que la muestra a analizar fue bastante reducida (543 clones).
Estas limitaciones no constituyen, inicialmente, un problema, ya que existen diversos estudios de
difenciacion en los que se han analizado un nimero reducido de clones en genotecas de ADNc
(BERNEER et al., 1986a; DOWDS & LOOMIS, 1984; MARTINDALE & BRUNS, 1983).

Por tanto, para realizar las hibnidaciones se utilizaron alicuotas del tampén SM (centeniendo
DMSO como crioprotector) en que se encontraban resuspendidas las particulas viricas que habian
difundido de los blogues de agar. El tratamiento posterior de los filtros fue el mismo que se utiliza para
los filtros-copia obtenidos directamente de las placas Petri.

El volumen de las alicuotas de los diferentes clones que se depositaban en los filtros fue el
mismo (15 pl), que representa una cantidad de 10” a 107 ufp. Sin embargo, la cantidad de fagos que
contenia cada alicuota dependia, tanto del tamafio del halo aisfado de la placa de agar como de la
cantidad de particulas vircas que se desprenden en el tampon SM, lo que indica que las alicuotas
empleadas en la hibridacion no contenian el mismo numero de particulas viricas, aungue una cantidad
minima de 10" ufp es suficiente para obtener una sefial positiva de hibridacion, como pudimos
comprobar en experimentos previos utilizando una sonda de Agt10 marcada con digoxigenina.

Existia ademas otro problema adicional, ya que como hemos indicado la genoteca de ADNc-
18h se preparo antes de disponer de una sonda adecuada para llevar a cabo su analisis, por lo que los
halos aislados se mantuvieron durante aproximadamente un afio a -20°C en SM con adicién de 7%
(v/v) de DMSO. A pesar de que existe alguna referencta bibliogréfica en la que el mantenimiento de
genotecas se realiza a -70°C tras congelacion rapida en nitrogeno liquido (BAINBRIDGE, 1991), en
nuestro caso la congelacion a -20°C no afecto a ia viabilidad de los fagos almacenados, como se pudo
comprobar al realizar la amplificacién posterior de algunos de dichos clones.

Los resultados que obtuvimos en cuanto al nimero de clones que presentaban inserto (el 10,7%
de los clones considerados como positivos en una hibridacién previa y el 4,2% de los analizados
Gnicamente por PCR) podrian indicar la pérdida de los fragmentos clonados, puesto que todos los
clones que se analizaron eran halos claros y, por tanto, constituidos por particulas viricas
recombinantes. No hemos encontrado referencias en la bibliografia sobre la obtencion de un porcentaje
tan alto de clones inestables, v ciertamente resulta dificil conocer st estos clones han perdido sus
insertos de ADN durante el largo tiempo de almacenamiento o si, en su origen, se trataba de halos o
placas constituidos por particulas viricas que carecian de ADN heterologo. Esta segunda hipotesis
parece menos probable, puesto que los aislamientos se realizaron utilizando como hospedador la cepa
de £ coli C600 hfl que permite seleccionar unicamente fagos recombinantes, no llegando a observarse
en ningun momento placas o halos turbios.

Si nos inclinamos a pensar que estos clones habian perdido sus insertos de ADN, cabe pensar
si la pérdida era del ADN heterologo clonado o quiza sélo de ciertas zonas de ADN de lambda,
necesarias para la union de los cebadores en Ia reaccion de amplificacion por PCR para recuperar el
inserto. Para abordar el problema se llevaron a cabo dos tipos de experimentos:
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a) Realizar una amplificacion por PCR a partir de ADN aislado de los clones, evitando asi dos
posibles problemas: la diferente cantidad de particulas viricas que existen cuando la
amplificacién por PCR se lleva a cabo directamente y evitar la presencia de algun tipo de
elemento que pudiera interferir en la reaccidn de amplificacion.

b) Intentar liberar los posibles insertos por digestion enzimatica a partir de ADN viral aislado
de cada clon. Las digestiones se realizaron con la enzima EcoRI que reconoce las secuencias
que flanquean directamente al ADN heterdlogo.

Contrariamente a lo esperado, ninguno de los dos procedimientos ofrecié mas informacién.

En el primero de ellos, los resultados de la amplificacion por PCR fueron fos mismos, tanto a
partir de ADN aislado de un determinado clon como directamente a partir de la suspension de fagos
de ese mismo clon. Por tanto, en este caso se demuestra que la efectividad de Ia amplificacion no
depende de la pureza del ADN a ser amplificado. Parece probable, por tanto, que estos clones hayan
perdido el inserto o bien, las zonas de reconocimiento para los cebadores.

En el segundo tipo de experimentacion, todos los clones analizados fueron resistentes a la
digestion con EcoRI, tanto aquellos que presentaban un inserto como los que carecian de €l
Probablemente, los problemas asociados con la digestion enzimatica de los clones podrian ser
consecuencia de su crecimiento en placas de agar (en lugar de agarosa) que puede constituir un posible
inhibidor de la actividad endonucleasica (BAINBRIDGE, 1991, SAMBROOK et al., 1989).

En resumen, solo el 7,2% de los 180 clones analizados por PCR, para comprobar la presencia
de ADN heterdlogo clonado, presentaban mserto. Es un porcentaje realmente bajo, sobre todo teniendo
en cuenta que todos los clones seleccionados procedian, como ya hemos sefialado, de halos claros.

Los datos que acabamos de exponer parecen indicar que en un gran niimero de clones de la
genoteca se habia producido la pérdida de los fragmentos clonados, o bien de algunas de las secuencias
de ADN virnico necesanias para la recuperacion de los insertos, qiuzd como consecuencia del
almacenamiento prolongado de los clones que componian la genoteca.

Por ultimo, es destacable el alto porcentaje de falsos positivos que se obtuvo al realizar el
primer analisis de la genoteca con la sonda B4/Q: 84 clones dieron respuesta positiva de un total de 447
clones analizados por esta técnica. Esta primera criba de la genoteca se llevo a cabo sin preparar filtros
por duplicado, que es la forma habitual para discriminar los posibles clones positivos (SAMBROOK et
al., 1989). En nuestro caso, las réplicas de los filtros suponian doble trabajo y exigian mucho tiempo,
ya que dichos filtros se preparaban a mano, depositando las alicuotas directamente con una
micropipeta. En su lugar, se decidié realizar una segunda criba utilizando los fragmentos clonados que
pudieron ser recuperados por PCR (s6lo 9 clones). Ninguno de los insertos fue reconocido por la sonda
B4/Q indicando igualmente que se trataba de falsos positivos.

La aparicion de un gran namero de falsos positivos es un fendmeno frecuente en el analisis de
genotecas de lambda para hibridaciones realizadas con marcaje radiactivo (CLANCY et al., 1983;
PORTEUS, 1986; TAaGU, 1993). El marcaje no radiactivo que hemos utilizado en nuestro caso podria
estar relacionado también con la aparicion de los numerosos falsos positivos, ya que incorpora una
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etapa que no se utiliza en el marcaje con radiactividad, basada en el empleo de anticuerpos anti-
digoxigenina. En esta etapa podria producirse un reconocimiento inespecifico con el vector lambda que
condujera a la aparicion de sefiales falsamente positivas, dificultando la deteccion de los auténticos
clones positivos.

Entendemos asimismo que el nimero de clones analizados ha sido realmente bajo, sobre todo
teniendo en cuenta el gran namero de falsos positivos que suelen aparecer en genotecas de lambda.

Ante la imposibilidad, de momento, de aislar un fragmento mayor (o el gen completo) a partir
de la genoteca, decidimos, fundamentalmente por motivos de tiempo, conocer algo mas sobre las
caracteristicas del fragmento B4/Q que se ufilizdé como sonda, por lo que procedimos a su
secuenciacion.

5. ANALISIS DE LA SECUENCIA DEL FRAGMENTO B4/QA

Ante los resultados negativos en los intentos de obtener el gen clonado en la genoteca de ADNc
{(18h), decidimos secuenciar alguno de los fragmentos que constituyen la sonda B4/Q.

La clonacion se realizo en el vector pUC18, etapa necesaria para llevar a cabo ia secuenciacién
automatizada. Tras la clonacion del conjunto de fragmentos contenidos en la sonda B4/Q, se obtuvo
un clon positivo que contenia un inserto de 550 pb, que denominamos fragmento B4/QA (Figura 38).
Al ser uno de los clones con mayor inserto, se decidio secuenciarlo, aunqgue tras la secuenciacion solo
obtuvo una secuencia fiable de 381 pb, después de obtener las secuencias de ambas cadenas y repetir
por duplicado Ia secuenciacién de una de ellas.

El reducido tamario de la secuencia obtenida (solo 381 pb), nos delimita extraordinanamente
cualquier consideracion relativamente fiable sobre el gen al que pertenece. Sin embargo, nos parece
de nterés, sobre todo teniendo en cuenta el futuro de este trabajo, discutir algunas de sus
caracteristicas, asi como posibles marcos de lectura que podriamos establecer en la misma.
Previamente, debemos tener en cuenta algunas consideraciones:

a) El fragmento clonado deriva de una poblacion de ADNc, es decir, transcritos poliadenilados
convertidos en ADNc in vitro, por lo que el gen en si es basicamente codificante y se encuentra
procesado (en el caso de la existencia de intrones). Por tanto, se trataria de un gen de clase 11.

En el género Colpoda no se conoce aun secuencia alguna sobre genes de clase II, ya que la
unica secuencia publicada hasta ahora se refiere al ARNr de la subunidad pequefia (GREENWOOD et
al., 1991), es decir, un gen de clase L.

Ante esta ausencia de informacion sobre genes de Colpoda, hemos aplicado los conocimientos
ya existentes sobre el codigo genético que utilizan la mayoria de los ciliados estudiados hasta el
momento (PRESCOTT, 1994). Tetrahymena. Paramecium. Paraurostyla, Oxytricha y Stylonychia
utilizan el triplete TGA como tnico codén de fin de lectura, mientras que los otros dos posibles
tripletes (TAA y TAG) codifican para glutamina, a excepcion de Fuplotes, que utiliza los tripletes TAA
y TAG como fin de lectura, mientras el codén TGA codifica para cisteina (PRESCOTT, 1994). Los
ciliados del género Calpouda se encuentran mas cercanos a fetrafymena y Paramecium que a Euplotes,

111



DISCUSION

por lo que hemos utilizado el triplete TGA como tnico coddn de fin de lectura.

Por otra parte, y considerando cualquiera de los posibles marcos de lectura de la secuencia
obtenida, no tendria sentido considerar los codones TAA vy TAG como fin de lectura en ninguna de
ellas, va que se encuentran en numerosas ocasiones a lo largo de las mismas (Figura 41), lo que
careceria de sentido en un ADNc.

b) La secuencia obtenida presenta un contenido moderadamente elevado en A+T (62,2%), que
no se aleja demasiado del valor promedio (74%) gue presenta el ADN macro y micronuclear de un
ciliado estandar como 7etrahymena (PRESCOTT, 1994). Sin embargo, resulta importante diferenciar
regiones codificantes de Ias que no lo son, Asi, en Tetrahymena las regiones codificantes presentan un
54% de A+T, mientras en las no codificantes, el porcentaje es superior al 76%. En cihiados hipotricos
el promedio de A+T en secuencias codificantes es de 50-60% y en secuencias no codificantes de un
69-75% (PRESCOTT, 1994),

En nuestro caso, la secuencia del fragmento B4/QA esta mcompleta, por lo que constituye una
pequeiia parte de lo que puede ser el gen completo, de modo que no representa el valor completo y
correcto de A+T de la secuencia codificante. A pesar de todo ello, el porcentaje de A+T obtenido se
aproxima mas a los valores promedio presentados en general en ciliados.

En la secuencia obtenida, podemos establecer dos posibles marcos de lectura diferentes que
se muestran en la figura 41, dependiendo de los codones de fin de lectura que hemos considerado como
reales. A continuacion discutiremos cada uno de ellos.

El primer marco de lectura (Figura 41 A) muestra una posible secuencia codificante de 273 pb
(Figura 42). Sin embargo, y teniendo siempre presente que la secuencia es incompleta, existen una serie
de razones que parecen descartar esta primera alternativa:

» En primer lugar, debemos recordar que se trata de una molécula de ADNc derivada de un
transcrito poliadenilado y, por consiguiente, procesado. Se podria pensar en un transcrito policistronico,
pero resulta un hecho extrafio en eucariotas. No obstante, carece de sentido encontrar una secuencia
codificante tan corta con respecto al resto que aun queda por secuenciar, que es mucho mayor, dado
que la secuencia B4/QA (381 pb) es una parte del fragmento B4/Q de 550 pb, derivado a su vez de una
banda de un patron polimdrfico de la poblaciéon de ADNc quistico de 1.600 pb. Por tanto, la region
secuenciada representa sélamente un 23% del total de la secuencia y nuestra potencial region
codificante (273 pb) representaria inicamente un 17% del total de la molécula de ADNc de la cual
deriva. Todos estos datos son correctos siempre que se considere que la banda de 1.600 pb representa
el ADNc completo, lo que no sabemos si es cierto. Seglin esta primera interpretacion, el resto de la
molécula (83%) podria ser una secuencia no codificante, o bien una secuencia codificante interrumpida
por zonas no codificantes, es decir, por intrones, lo que resulta muy improbable al tratarse de un
transcrito procesado. Al mismo tiempo, el porcentaje en A+T de las zonas no codificantes (108 pb),
posibles secuencias intrénicas en este marco de lectura, es muy inferior al descrito en ciliados (>85%).

112



Discusron

» En segundo lugar, la secuencia codificante presenta un contemdo en A+T relativamente
elevado (66,3%) a diferencia de la media observada en ciliados para regiones codificantes (PRESCOTT,
1994).

» Igualmente, se observa que aparecen tres metioninas como inicio de la secuencia codificante,
lo que resulta realmente inusual.

» Existe una secuencia de 10 bases que se asemeja (aunque no es idéntica) a la secuencia
consenso de inicio de traduccidn en eucariotas (K0zZAK, 1986). La secuencia consenso propuesta por
este autor estd constituida por 9 bases (CCA/GCCATGG) y funciona como una secuencia iniciadora
de la traduccion en eucariotas. La secuencia 5'-CCAACCATGA-3' encontrada en nuestro fragmento
(Figura 42) presenta una base adicional (A} que no existe en la secuencia consenso, asi como una A
en posicion +4. A pesar de ello, mantiene una purina {A) en posicion -3, caracteristica comun a muchos
otros ARNm de ciltados (HELETENBEIN, 1985; KLOBUTCHER et al., 1984; 1991; MiCELI et al., 1989).

» Con respecto a la secuencia aminoacidica resultante de la secuencia codificante, podemos
destacar el uso de cuatro tripletes TTT que codifican para fenilalanina (F), coddn que no es
frecuentemente utilizado en ciliados (BANNON et al., 1984; HELITENBEIN, 1985; HELFTENBEIN &
MULLER, 1988; HOROWITZ & GOROVSKY, 1985, MICELI et al., 1989). A pesar de ello, genes de
Paramecium (PryER et al , 1987) y Fuplotes (KLOBUTCHER et al., 1991 LIANG et al , 1994, MEYER
et al., 1991) utilizan codones TTT para fenilalanina, aunque en una proporcion inferior respecto al
codon TTC, que codifica también para este aminoacido. Igualmente, en la secuencia que presentamos,
existen algunos codones que son muy poco frecuentes en los genes de ciliados descritos hasta ahora:
CGT (argimina), AGG (arginina), ACG (treonina), GGG (glicina) v TCG (serina) (MARTINDALE, 1989;
PRESCOTT, 1994).

El segundo marco de lectura que consideramos en el sentido 5'-3' de la secuencia (Figura 41B),
presenta dos interpretaciones posibles. En primer lugar, se puede estimar que todo el marco de lectura
sea codificante (Figura 41-Bl) vy que los codones ATG codifiquen para metioninas internas del
polipéptido (Figura 43) con lo que éste seria rico en residuos de fenilalanina (F) y glutamina (Q) (11
y 13 residuos, respectivamente). De nuevo, la mayor parte de los residuos de fenilalanina vienen
codificados por codones TTT (8 residuos) y el resto {s6lo 3 residuos) por el codén TTC, lo que resulta
algo inusual en ciliados como acabamos de discutir. '

La abundancia en residuos de glutamina (Q) se debe a que hemos considerado los codones
TAA y TAG codificantes de este aminoacido, ademas de los propios de la glutamina (CAA y CAG).
Otros aminoacidos igualmente abundantes en esta secuencia son la leucina (L) con 12 residuos, y la
lisina (K) con 10 residuos. Todo ello no es mas que el resultado de la abundancia de pares A+T
(62,2%), que es relativamente alta para una secuencia codificante, lo que hace que predominen los
aminoacidos que utilizan los codones mas ricos en A y/o T.

Todos los puntos discutidos hasta ahora hacen poco probable esta primera posibilidad
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considerada dentro del segundo marco de lectura.

Una segunda postbilidad de interpretacion, dentro del mismo marco de lectura (Figura 41-B2),
seria que la secuencia codificante comenzase en el codén ATG de la posicién 310, con lo que la
secuencia codificante presente en este fragmento tendria solo 72 pb, siendo mayor la regién no
codificante con 309 pb (Figura 44). En este caso, los porcentajes de A+T de ambas regiones (54,2%
para la codificante y 64% para la no codificante) se aproximan mas a los datos generales obtenidos en
ciliados (PRESCOTT, 1994). Asi mismo, la region 5' no codificante (309 pb) presentaria una serie de
caracteristicas estructurales mteresantes:

a) Se observan tres repeticiones invertidas que pueden originar tres horquillas localizadas entre
los nucledtidos -227 a-199, -182 a-167 y -113 a-93 de la region 5' no codificante (Figura 45). Las
secuencias autoapareantes de dichas horquilias estan formadas por 5-6 bases y son ricas en pares A+T.
En ciliados hipotricos (MICELI et al., 1989) estas horquillas, localizadas cerca del origen de traduccion,
pueden representar origenes de replicacion. Igualmente podrian actuar como punto de unién o
reconocimiento de proteinas implicadas en la transcripcién o en su regulacion, como sucede en
levaduras (STRUHL, 1988) Asi musmo, la regulacion traduccional de determinadas especies de ARNm
esta mediatizada por secuencias localizadas en la region 5" no codificante de dichos transcritos. El
ejemplo mas claro nos lo ofrece el ARNm que codifica para la ferritina (CASEY et al., 1988), cuya
traduccion se ve incrementada en presencia de hierro, al eliminarse la horquilla presente en la regién
5' no codificante. En la secuencia del gen que nos ocupa, estas horquillas podrian tener una funcién
similar en la regulacion de la traduccion de su ARNm.

b) Existen siete secuencias TTTT, tres de las cuales forman parte de las horquillas comentadas
anteriormente. Estos tetranucleotidos de timina se han encontrado en la regiéon 5' no codificante de
algunos genes, tanto en hipotricos (HELFTENBEIN, 1985; HELFIENBEIN & MULLER, 1988, KAINE &
SPEAR, 1982; LIANG et al., 1994, MICELI et al., 1989) como en Paramecium (PRIER et al | 1987) y
Tetrahymena (BANNON et al., 1984). En algunos eucariotas (KORN & BROWN, 1978, LIANG et al,
1994) estas secuencias se han relacionado como sefiales de terminacion de la transcripeion.

En nuestro caso, v si consideramos correcta esta interpretacion del marco de lectura, no
sabemos que significado podria tener la aparicion de horquillas en la region 5' no codificante, al igual
que sucede en otros ciliados.

¢) A pesar de que la regidon situada antes del codon de inicio, en esta interpretacién de la
secuencia, no se asemeja a las secuencias consenso propuestas para inicio de traduccién en eucariotas
(CCA/GCCATGG) (Kozak, 1986) 0 en Saccharomyces (A/TAA/TAA/CA) (HAMILTON et al., 1987),
es una caracteristica comuin a muchos otros genes de ciliados, a diferencia, por ejemplo, de lo que
ocurre en los escasos genes identificados que se han relacionado con procesos de diferenciacion en
hongos (BERNIER et al., 1987; PODGORSKY et al., 1986; SAVARD et al., 1989), que presentan secuencias
semejantes a la secuencia consenso de Saccharomyces,
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d) Se observa una secuencia palindromica AATTTATTTAA en posicion -38 a -28, proxima
al codon de inicio de traduccion (ATG). En hipotricos, las secuencias palindromicas ricas en pares A+T
en regiones no codificantes, se han relacionado con su posible funcien comeo origenes de replicacién
(HELFTENBEN, 1985). Al igual que para las otras secuencias, desconocemos qué funcién podria tener
en este caso.

A pesar de que la region codificante de esta segunda interpretacion del marco de lectura es
probablemente incompleta (solo 24 aminoacidos), podemos destacar algunas caracteristicas. En primer
fugar, el unico residuo de fenilalanina encontrado viene codificado por el triplete TTC, algo que resulta
mas acorde con la utilizacién de codones en cihiados. En segundo lugar, el aminoacido mas abundante
presente en este oligopéptido es la glutamina (Q) (12,5% de la secuencia obtenida). En Colpoda steinii
(Tmis, 1966, 1982), la proteina que forma parte de la pared quistica es rica en residuos de glutamina
(20%). Sin embargo, resultaria osado considerar una posible analogia, ya que la secuencia es
incompleta y el marco de lectura puede no ser el correcto.

A la espera de tener la secuencia completa y segiin todos los datos expuestos, esta segunda
interpretacion del marco de lectura del fragmento B4/QA (Figura 44), parece la mas factible de todas
las consideradas, en funcion del porcentaje en A+T, de sus caracteristicas estructurales (horquillas) y
de la utilizacion de codones.

En definitiva, ei fragmento B4/QA constituye una fraccidon muy pequefia de un gen de clase
I, probablemente involucrado en el enquistamiento de (. inflata, que incluiria una buena parte de la
region 5' no codificante del gen y una minima parte de la region codificante. Evidentemente, [a posible
confirmacién o refutacion de esta hipotesis esta pendiente de la completa secuenciacion del gen.

6. PERSPECTIVAS Y ALGUNAS CONSIDERACIONES GENERALES

Somos conscientes de que el trabajo que aqui se presenta es un trabajo inacabado, ya que
unicamente se muestra la secuencia de un fragmento de 381 pb (B4/QA) de la sonda B4/Q. El
conocimiento de la secuencia completa, no solo de la sonda B4/Q sino de la molécula de ADNc de la
cual procede (1.600 pb), nos ofreceria mucha mas informacion para tratar de comprender la funcién
de este transcrito en el proceso de enquistamiento.

Nuestro objetivo mas inmediato se centraria, por tanto, en la secuenciacion completa de esta
molécula de ADNc. El conocimiento de la secuencia nos permitira conocer de qué proteina se trata,
sus caracteristicas estructurales y su posible funcién en el enquistamiento de Colpoda inflata.

Otras cuestiones interesantes que han quedado sin resolver en este trabajo y que deberian
constituir, igualmente, parte de estas perspectivas son las siguientes:

» Basandonos en la posibilidad de encontrar alguna heterogeneidad en las poblaciones de 12h
y 18h en los experimentos de sustraccion, cabria la posibilidad de aislar bandas diferenciales y
utilizarfas como sondas especificas de algunas de estas etapas, siempre y cuando no estuvieran
presentes en ambas muestras ni en células vegetativas.
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» El patrén de hibridacion con la sonda B4/Q) sobre poblaciones de ADNc nos ha permitido
establecer una serie de hipdtesis sobre posibles mecanismos de expresion génica involucrados en el
enquistamiento. Estas hipotesis deberian ser dilucidadas en un futuro préximo.

Ademas de resolver estas cuestiones pendientes, es necesaria la busqueda de mas genes
involucrados directa o indirectamente en el enquistamiento y, en este sentido, este trabajo de tesis nos
ha resultado de gran utilidad para descartar postbles estrategias y enfocar otras nuevas.

Debemos, igualmente, considerar y valorar el hecho del caracter pionero del trabajo que aqui
se presenta (vease la bibliografia relativa a enquistamiento en ciliados que se ha publicado hasta ahora),
con todas las dificultades caracteristicas de la ausencia de precedentes dentro del ambito de los
protozoos ciliados que ayuden a contrastar resultados y a solventar problemas técnicos o
metodolégicos.

Sin embargo, v al igual que ocurre con otros aspectos del proceso criptobidtico en ciliados,
hemos encontrado curiosas similitudes respecto de otros procesos criptobidticos semejantes, tanto en
procariotas como en eucariotas, lo que nos indicaria que posiblemente estamos comenzando a
comprender mejor el desarrollo de este complejo proceso de diferenciacion celular.
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1. Los quistes de resistencia maduros del ciliado Colpoda inflata contienen ARN poliadenilados, al
igual que sucede en los quistes de amebas y en otras formas de resistencia o criptobioticas, como las
esporas de hongos filamentosos y levaduras,

2. El estudio de los polimorfismos de las poblaciones de ADNc obtenidos de celulas vegetativas,
prequisticas y quistes de resistencia, revelan una elevada similitud entre ellos. Estos resultados podrian
indicar que se originan pocos transcritos especificos de enquistamiento, como parece ser que también
ocurre en el enquistamiento de amebas.

3. Los resultados obtenidos sobre el transcnito del que forma parte el fragmento secuenciado B4/QA,
nos indican que puede variar la concentracion intracelular de algunos ARNm durante el proceso de
enquistamiento de ' inflata. Y, como sucede para este transcrito, podrian acumularse un mayor
numero de copias en el estado diferenciado o quiste de resistencia.

4. El hecho de que determinados transcritos incrementen su presencia en el estado criptobiético,
parece ser un fenomeno habitual entre los sistemas vivos microbianos que presentan procesos similares
al enquistamiento de ciliados Su correcto significado, asi como las caracteristicas fisiologicas y
estructurales que lo hacen posible, son cuestiones aun por resolver en la mayoria de los casos.

5. El presente trabajo constituye, teniendo en cuenta lo publicado hasta el momento, el primer intento
conocido sobre estudios moleculares del proceso de enquistamiento en protozoos ciliados. El caracter
pionero del mismo ha implicado la optimizacién y adaptacién de diversas técnicas, su adecuacion a las
caracteristicas del material vivo y del proceso a estudiar, asi como el diseiio de diferentes estrategias.
Todo ello ha constituido un conocimiento previo necesario que, a nuestro entender, sera la base del
futuro trabajo molecular sobre el enquistamiento del ciliado Colpoda inflata.
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