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| Departamento de Microbiologia de la Facultad de Bio-

logia de la Universidad Complutense de Madrid tiene una
larga trayectoria en la utilizacién de protozoos ciliados como
modelos microbianos. Dicha trayectoria se inicié con el Prof.
Dimas Fernandez-Galiano (hacia 1961), manteniéndose activa
desde entonces. El grupo que actualmente se denomina
“Estrés microbiano y contaminacién ambiental”’, surge araiz
de laincorporacién del Dr. Juan Carlos Gutiérrez, tras obte-
ner una plaza de Profesor Titular de Universidad, alld por el
afo 1987. Desde entonces, han pasado por nuestro grupo
numerosos estudiantes que han llevado a cabo sus trabajos
de tesis y obtenido el grado de doctor, para luego completar
su formacion cientifica fuera de nuestro pais o en otras ins-
tituciones nacionales. Algunos de ellos han logrado, poste-
riormente, una posicidn estable como profesor universitario.
Como reflejo de la propia vida, el nimero de miembros del
grupo ha cambiado alo largo del tiempo, y su aspecto actual
se muestra en la fotografia adjunta. Desde el inicio, el grupo
ha sido dirigido por los profesores Juan Carlos Gutiérrez y
Ana Martin-Gonzalez.

Uno de los mecanismos que presentan los microorganis-
mos para solventar el problema de la ausencia de nutrientes
(estrés nutricional), es llevar a cabo un complejo proceso de
diferenciacion celular (esporulaciéon [ enquistamiento) que
culmina con la aparicién de un estado criptobidtico o quies-
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cente (espora [ quiste) en el cual puede permanecer de mane-
ra indefinida, hasta la aparicién de condiciones éptimas
(nutrientes) para volver al ciclo crecimiento-divisién. Una de
las lineas de investigacion que nuestro grupo ha desarrollado
durante una primera etapa (aproximadamente 9 afios), ha
sido el estudio del proceso de enquistamiento en ciliados. Los
avances obtenidos por el grupo sobre este proceso de dife-
renciacién microbiana le han proporcionado reconocimiento
internacional y ser un grupo de referencia sobre el tema.
Las contribuciones mds importantes que el grupo ha ofre-
cido a la comunidad de ciliatélogos sobre este tema las pode-
mos resumir en los siguientes puntos: 1- El establecimiento
de una cinética del proceso de enquistamiento, utilizando
como marcador el grado de maduracidn de la pared quistica,
tras usar anticuerpos anti-pared. 2- Un modelo de cinética
de aparicidn de precursores de pared quistica y ensamblaje
de las diferentes capas que la forman. 3- Una mayor profun-
dizacién en el conocimiento de la composicidn bioquimica
y molecular de los constituyentes de la pared quistica, des-
tacdndose la deteccidn y estudio de manoproteinas y la con-
siderable riqueza de residuos de glicina en las proteinas que
la componen. 4- El andlisis de la condensacién cromatinica-
macronuclear que tiene lugar durante el enquistamiento,
destacdndose la deteccidon de formacidn de cristales poligo-
nales de cromatina, lo que constituye uno de los modelos
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Disminucién del potencial de membrana mitocondrial
(detectado por el fluoréforo JC-1), originado tras la expo-
sicion a Cd?* (1,7 uM) durante 24h. En la micrografia se
muestra una célula de T. thermophila en la que las mito-
condrias (principalmente localizadas en la periferia celu-
lar) muestran fluorescencia verde (~1.000x).

de condensacién cromatinica eucariota in vivo menos cono-
cido, al igual que el aislamiento y andlisis de un ADNc codi-
ficante de una proteina con una caja HMG (high mobility
group) involucrada en la condensacién del ADN. 5- La obten-
ciény andlisis de genotecas de expresidn a partir de quistes
maduros y poblaciones prequisticas, cuyo analisis nos ha
permitido conocer y corroborar muchos de los elementos
moleculares y rutas metabdlicas involucradas en el proceso
de enquistamiento. Los quistes maduros guardan en su cito-
plasma moléculas de ARNm, ya derivados de transcripciones
prequisticas o bien potencialmente utiles en el proceso de
exquistamiento. 6- La elaboracién de un modelo integrado
del proceso de enquistamiento en ciliados, confeccionado
a partir de todos los aspectos analizados tanto por el grupo
como por otros autores.

El rendimiento de esta linea se traduce en unos 40 tra-
bajos publicados (contando a partir de la creacién del grupo)
en revistas internacionales de la especialidad, de los cuales
8 son revisiones. Estos trabajos fueron financiados por 6
proyectos de investigacion procedentes de diversas entida-
des, uno de los cuales fue un proyecto europeo, cuya coor-
dinacién estuvo a cargo de nuestro grupo.

La segunda linea, igualmente ligada al estrés celular, que
nuestro grupo ha desarrollado simultdneamente con la pri-
mera (durante unos afios) y que continta hasta la actualidad,
nace de una colaboracién en un proyecto (“Desarrollo de
técnicas analiticas para microorganismos y metales pesados
en lodos”) que se desarrolla entre 1997-99. A partir de este
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Estructura 3D de la Cd-metalotioneina TtheMTT1 de T. ther-
mophila, inferida de la secuencia aminoacidica. La estruc-
tura muestra dos regiones globulares (correspondientes a
los extremos N- y COOH-terminales) separadas por una
region lineal, cuyo conjunto recuerda a la forma "Yo-Yo"
tipica de las metalotioneinas de otros organismos.

proyecto, iniciamos una nueva linea sobre el estudio molecu-
lary celular de la respuesta estrés desencadenada por la pre-
sencia de metales pesados en protozoos ciliados, y mas con-
cretamente en el ciliado-modelo Tetrahymena thermophila.
Las principales contribuciones que el grupo ha aportado ala
comunidad cientifica sobre este tema se podrian resumir en
los siguientes puntos: 1- Aplicacién de la citometria de flujo
en los ensayos de ecotoxicidad de metales en diversas espe-
cies de protozoos aislados de ecosistemas acudticos o eda-
ficos. 2- Identificacién, utilizando diferentes fluoréforos, de
la existencia de bioacumulacién de metales en diferentes
especies de ciliados, como mecanismo de resistencia a estos
agentes toxicos. 3- Deteccidn y estudio de la existencia de
estrés oxidativo inducido por metales en protozoos ciliados.
4- Aislamiento, caracterizacion y analisis de la expresidn de
genes que codifican metalotioneinas (MTs) en especies del
género Tetrahymena. Nuestro grupo ha contribuido con la
identificacion de 5 nuevos genes que codifican tanto CdMTs
(MTs que unen preferentemente Cd**) como CuMTs (MTs que
unen preferentemente Cu*). 5- Creacién de dos subfamilias
de MTs en ciliados con valor taxondmico y filogenético, e
introduccién de un modelo que podria explicar, en base a su
estricta estructura modular y submodular, la historia evolutiva
de estas proteinas altamente conservadas. 6- Existencia de
procesamiento postranscripcional del ARNm codificante para
la MT TtheMTTs5, que determina su posible localizacién intra-
celular dependiendo del proceso celular en la que estd invo-
lucrada (conjugacion, respuesta a estrés inducido por meta-
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les, etc). 7- Desarrollo de biosensores celulares basados en la
utilizacién de los promotores de MTs (TtheMTT5y TtheMTT1)
fusionados con la luciferasa como gen reportero. Estos bio-
sensores, tras su validaciéon usando muestras naturales acua-
ticas o edaficas, han resultado ser los mas sensibles para la
deteccidn de determinados metales respecto de aquellos ela-
borados con células procariotas o eucariotas. La patente
nacional de ambos biosensores esta actualmente tramitan-
dose. 8- Un andlisis cuantitativo (QRT-PCR), bajo muy diversas
condiciones de estrés (incluyendo metales), de la expresién
de genes codificantes de glutation-S-transferasas (GSTs), lo
que nos ha revelado que estos genes (un total de 63 isoformas
en T. thermophila) se conducen como “ecoparalogos” que
responden diferencialmente a diversas condiciones de estrés.
9- El descubrimiento en un protozoo de vida libre como T.
thermophila de la existencia de tripanotion (N',N%-bis(gluta-
tionil)-espermidina = T(SH),), molécula antioxidante descu-
bierta en 1985 en protozoos parasitos (tripanosomatidos),
y que se crefa exclusiva de este grupo de protozoos parasitos
que presentan un metabolismo tidlico muy particular, y en
los cuales el glutation (GSH) estd ausente. Aunque la coexis-
tencia de ambos tipos tidlicos (GSH y T(SH),) se ha descrito
en otros dos protistas (Euglena gracilis, flagelado fotosintético,
y laameba potencialmente patégena Naegleria fowleri), ésta
es la primera vez en que se detecta y analiza la actividad tri-
panotion sintetasa en un protozoo ciliado no parasito. 10-
Caracterizacidn y analisis de la expresion de un gen codificante
de Fitoquelatina sintasa (FQS) en T. thermophila que no sin-
tetiza fitoquelatinas, estando mas bien involucrado en la hidrd-
lisis del GSH. 11- Los metales pesados inducen apoptosis en T.
thermophila, y este proceso apoptdtico es muy similar al que
ocurre en mamiferos, el cual incluye; degradacidn parcial de
ADN-macronuclear con formacién de cuerpos apoptdticos
macronucleares, cambios drasticos a nivel de membrana con
liberacion de fosfatidilserina, liberacién de Ca* mitocondrial
y alteraciones en su potencial de membrana, activacion de
caspasas (iniciadoras y ejecutora), expresién de metacaspasas
y endonucleasas-G. La obtencidn de cepas “knockout” en
ambos genes EndoG1y EndoG2 han mostrado la necesidad
de ambas enzimas en la degradacién controlada de ADN-
macronuclear, durante la apoptosis inducida por metal.

Esta segunda linea (actualmente en progreso) ha rendido
(desde su inicio, 1999) un total de 20 articulos publicados en
revistas internacionales, de los cuales 3 son revisiones. Estos
trabajos se han financiado con 8 proyectos concedidos por
diversas entidades.

Alo largo de todos estos afios hemos establecido cola-
boraciones y/o proyectos conjuntos con diversos grupos,
nacionales e internacionales, entre los primeros cabe des-
tacar la colaboracién con los siguientes investigadores: Dra.
C. Ascaso (Instituto de Ciencias Medioambientales, CSIC),
Dr. LM Ruiz-Pérez (Instituto de Parasitologia y Biomedicina,
CSIC), Dra. S. Atrian (Universidad de Barcelona), Dr. E. Torres
(Universidad de la Corufia), entre otros. Y entre los segun-
dos, destacamos a los siguientes investigadores: Dr. E. Orias
(Universidad de California, EEUU), Dr. AP. Turkewitz (Uni-

versidad de Chicago, EEUU), Dr. D. Chalker (Universidad de
Washington, EEUU), Dr. S. Ottonello (Universidad de Parma,
Italia), Dra. G. Sergejeva (Instituto de Citologia, Rusia), Dr.
A. Viarengo (Universidad de Alessandria, Italia), entre otros.

Simultdneamente a las dos principales lineas de investi-
gacion, antes descritas, el grupo hallevado a cabo, de forma
puntual, otros proyectos o actividades, tales como el estudio
de los protozoos del suelo (colpodidos) como bioindicado-
res de desertizacidn, o el de los microfdsiles de protistas
incluidos en dmbar del Cretacico inferior y la secuenciacion
masiva de minicromosomas del genoma-macronuclear de
ciliados esticotricos.

Como hemos mostrado en este breve resumen sobre la
actividad de nuestro grupo, estamos abiertos a la elabora-
cién de proyectos conjuntos y colaboraciones con todos
aquellos grupos de microbidlogos que trabajen con protistas
u otros microorganismos o bien, que estén interesados en
algunos de los aspectos (incluyendo técnicas) o lineas en
que el grupo trabaja.
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