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Tetrahymena: el microorganismo-modelo.

1 protozoo ciliado Tetrahymena thermophila

constituye, junto con Paramecium, un micro-
organismo eucariota modelo dentro del grupo de
los protozoos ciliados. La principal razon de ello es
su elevado grado de "domesticacion” en el labora-
torio, junto con sus caracteristicas genéticas. Las
caracteristicas mas importantes que han hecho de
este ciliado un microorganismo-modelo las pode-
mos resumir en los siguientes puntos:

* Su crecimiento. Se puede cultivar en cultivo
puro o axénico (tanto medio liquido como so6lido) y
en medio definido, lo cual es esencial para aislar
mutantes auxotrofos. La densidad celular que se
puede alcanzar en condiciones 6ptimas (32 °C) es
del orden de 10° celulas/ml. Igualmente, se puede
desarrollar el cultivo continuo, alcanzando niveles
de biomasa muy superiores.

* Su tamaiio. No es uno de los mayores cilia-
dos que se conocen, pero es relativamente grande
(40-50 mm de longitud), lo que facilita la posibili-
dad de transformacién por microinyeccion direc-
tamente en el macronucleo. En la Figura 1 se
muestra una micrografia obtenida por microsco-
pia optica de un cultivo de este microorganismo.

* Su genoma. Como todos los ciliados, presen-
ta en el mismo recinto citoplasmatico dos tipos de
nucleos estructuralmente y funcionalmente dife-
rentes (dimorfismo nuclear). El microntcleo (2n)
constituido por 5 pares de cromosomas metacén-
tricos (un nimero muy bajo en comparacién con
otros ciliados), puede sufrir mitosis y meiosis por
lo que la segregacion de genes micronucleares es
tipicamente mendeliana. Este nuicleo representa
la linea germinal ya que s6lo interviene durante la
conjugacioén, y no expresa su contenido durante el
ciclo crecimiento-division. Por el contrario, el
segundo nucleo denominado, por su mayor tama-
no, macronucleo (45n), el cual se origina a partir
del micronucleo durante la conjugacién, es el
transcripcionalmente activo durante toda la vida
del microorganismo. Su ADN no se distribuye
mitéticamente, sino que existe un reparto aproxi-
mado (amitosis) de su contenido poliploide duran-
te la divison entre las dos futuras células hijas.
Por lo que, los elementos (moléculas subcromoso-
micas) del macrontcleo experimentan una segre-
gacion al azar (segregacion fenotipica), fenomeno
que a un genetista le podria recordar a la segre-

Figura 1. Células de Tetrahymena thermophila.

gacion de plasmidos incompatibles en bacterias.
Asi, un heterocigoto Aa puede dar lugar, después
de n divisiones, a lineas celulares separadas
homocigotas AA y aa. Las piezas de ADN que cons-
tituyen el macronucleo (unas 300 piezas autore-
plicativas (ARPs) subcromosémicas acentromeéri-
cas) se pueden separar por electroforesis de
campo pulsado. Y todas ellas tienen telomeros
(G,T,),,,, €n ambos extremos.

* Su ciclo biolégico. Tetrahymena presenta
una biologia tipicamente eucariota. Su multiplica-
cion es exclusivamente por biparticion transver-
sal. La division celular acompafa un complejo
proceso morfogenético, en donde se elabora la
ciliacién de las futuras células hijas. Ademas del
ciclo crecimiento-division, este ciliado presenta un
proceso sexual (conjugacion) en donde se inter-
cambian nucleos gaméticos (pronucleos haploi-
des) las dos células conjugantes. Del resultado de
la conjugacion derivan cuatro células (cariénidas)
con nuevos macronucleos y micronucleos. Este
proceso ha sido extensamente estudiado por
numerosos ciliatélogos, siendo el proceso de con-
jugacion mejor conocido (citolégica y genética-
mente) entre todos los ciliados [1]. La especie T.
thermophila tiene siete tipos conjugantes (nating
types) diferentes, y para conjugar ambos tipos
celulares han de presentar tipos conjugantes dis-
tintos. La transformacién del microntcleo (2n) en
el nuevo macrontcleo (45n), una vez se han fusio-
nado los pronucleos (n) derivados de cada célula
conjugante, constituye uno de los procesos que
mas ha llamado la atencién a los ciliatologos
moleculares, y consiste en una intensa reorgani-
zacion del ADN (fragmentacion en lugares especi-
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ficos en los 5 pares de cromosomas micronuclea-
res para originar las 300 piezas subcromosoémicas
o minicromosomas (ARPs), adiciéon de telomeros
en los extremos y amplificacion para dar las 45
copias del macronucleo).

* Su avanzado analisis genético. Tetrahymena
es uno de los ciliados en que se han desarrollado
mejores herramientas para el analisis genético:
facil aislamiento y caracterizacién de mutantes
(dominantes y recesivos) obtenidos tras mutagé-
nesis estandar, proceso de conjugacion facilmente
inducible en el laboratorio y altamente sincrénico,
posibilidad de inducciéon de alteraciones viables de
la conjugacién (citogamia, exclusién gendmica,
bloqueo de la fusién de los pronucleos), que con-
lleva la obtencion de homocigosis total a ambos
niveles micro- y macronuclear, o la producciéon de
heterocariontes (micro- y macronucleo genética-
mente distintos en la misma célula), facil mante-
nimiento de mutaciones letales, cepas nulisémi-
cas (pérdida de uno o mas cromosomas) o knoc-
kouts en estado homocigoto en el micronucleo, o
la posibilidad de mapear o localizar genes en los 5
pares de cromosomas micronucleares utilizando
cepas nulisémicas [2].

* Su avanzado analisis molecular. Podemos
transformar Tetrahymena por electroporacion,
bombardeo biolistico o microinyecciéon. El ADN
transformante se puede introducir en el micronua-
cleo, el macronucleo vegetativo o desarrollandose
en la conjugacion (esbozo macronuclear). Se pue-
den construir vectores plasmidicos utilizando el
ADNr macronuclear (esta molécula esta represen-
tada en 9.000 copias/macronucleo). Se puede
sobre-expresar genes, ya utilizando vectores de
alto nimero de copias como utilizando promotores
inducibles de metalotioneinas (exponiendo a la
célula a un metal pesado como el Cd), pudiendo
incrementar la expresion génica en un rango de
unas 1.000 veces. Un novedoso método, desarro-
llado en T. thermophila, hace posible la construc-
cién y utilizacién de ribosomas con ARN antisen-
tido, frente a un determinado ARNm insertado en
el ARNr 26S, y no alterando la funcionalidad del
ribosoma. Lo que facilita la evaluacién de la no
expresion de dicho gen (esencial o no para la célu-
la).

Participacion de Tetrahymena en
descubrimientos fundamentales.

omo una consecuencia de ser un microorga-
nismo-modelo, ampliamente utilizado en mul-
tiples areas de la Biologia, Tetrahymena ha sido el
protagonista unico en el desarrollo de descubri-
mientos fundamentales o hitos realmente relevan-

tes en Biologia. Estos son algunos de ellos:

* Fue el primer microorganismo eucariota en el
que se desarrollo la induccién de cultivos sincré-
nicos, facilitando el analisis de las diferentes fases
del ciclo celular eucariota [3].

* Fue uno de los sistemas vivos que participo
en el descubrimiento de los lisosomas y peroxiso-
mas [4].

* Ha sido un modelo para la identificaciéon y
purificacion de los diferentes componentes de un
motor celular eucariota (el cilio, base de la movili-
dad de los ciliados).

* Fue el sistema vivo pionero en el estudio de
los telomeros, la enzima telomerasa (la primera
retro-transcriptasa eucariota descubierta) y la
funcién de los telomeros en la senescencia celular [5].

* En este ciliado se descubri6, por primera vez,
la capacidad autocatalitica del ARN (ribozimas), lo
que le vali6 a Thomas R. Cech el premio Nobel de
Quimica en 1989. De tal manera, que los intro-
nes del grupo I de Tetrahymena constituyen
actualmente una de las cinco clases de ribozimas
descritas (con autocatalisis intramolecular o en
cis). Se cree que, en el futuro, una de las posibles
aplicaciones de las ribozimas sea la terapia géni-
ca, inhibiendo la expresion temprana de virus
oncogenos de ADN.

* El descubrimiento, relativamente reciente, de
la funcién de la acetilacion de histonas en la
expresion génica se debe a estudios realizados en
este ciliado [6].

Caracteristicas Gnicas de Tetrahymena a ser
explotadas en un futuro.

tras caracteristicas de Tetrahymena que

hacen de este ciliado una herramienta extre-
madamente 1Util y relevante en el futuro desarrollo
de diversas areas biologicas son:

* Su utilizaciéon en la biomonitorizacion de un
medio acuatico (como bioindicador de la presencia
de contaminantes). Este ciliado se ha utilizado en
la evaluacion de mas de 2.000 compuestos poten-
cialmente téxicos para el ser humano originados
por diferentes procesos industriales. Al ser un
microorganismo sin pared celular en estado vege-
tativo, su sensibilidad frente agentes xenobidticos
es mayor que cualquier microorganismo eucariota
con pared celular. Tetrahymena es uno de los
pocos microorganismos eucariotas, junto con las
bacterias, en que se ha descrito mejor la aclima-
tacion a solventes organicos, por lo que ofrece una
oportunidad Unica para el estudio de dicha acli-
matacion. Es un excelente modelo eucariota para
estudiar el estrés causado por metales pesados
(sistema idéneo, por la posibilidad de analisis
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genético y rapido crecimiento, en estudios ecotoxi-
colégicos y genotoxicidad). Sus metalotioneinas
(proteinas queladoras de metal pesado) son
inusualmente ricas en residuos de cisteina (domi-
nios de quelacién), por lo que podrian servir como
elementos en la construccién de biosensores
moleculares para metales pesados [7].

» Tetrahymena es el hospedador natural de la
bacteria patégena Legionella. La ruta fagocitica es
reprogramada por la bacteria de una manera simi-
lar a aquella que ocurre en los macréfagos huma-
nos. Esto hace que el binomio Tetrahymena/
Legionella pueda ser una magnifica oportunidad
para estudiar los factores genéticos de ambos
(hospedador y bacteria) involucrados en la patoge-
neicidad bacteriana. Este ciliado es, igualmente,
un potencial habitat celular para la formacién de
numerosos reservorios para diversas bacterias
patégenas, por lo que es un modelo excelente para
desarrollar estrategias que prevengan la entrada
de patogenos que reprograman la ruta fagocitica.

* Tanto en Tetrahymena como en Paramecium
el ATP es un quimiorepelente. Los ciliados son los
unicos microorganismos eucariotas que muestran
receptores para ATP, los cuales presentan una
reacciéon cruzada con anticuerpos frente a recep-
tores de ATP (que al mismo tiempo son los recep-
tores del dolor) de vertebrados [8]. Por lo tanto,
este ciliado constituye una buena oportunidad
para estudiar la transduccién celular sensorial y
las rutas de transduccién de senal. Este protista
responde a la morfina, la insulina e histamina, y
el opioide f-endorfina afecta a la fagocitosis.
Tetrahymena posee proteinas G, componentes de
la ruta del inositol fosfolipido, protein-kinasas,
sistemas adenilato ciclasa/AMPc, guanilato cicla-
sa/GMPc, sistemas calcio-calmodulina y o6xido
nitrico. En resumen, este ciliado constituye un
modelo microbiano para el estudio de la inflama-
cion, receptores del dolor, el efecto de hormonas y
otros mecanismos de transducciéon de sefial, junto
con el efecto de farmacos naturales o sintéticos
sobre sistemas de transduccion de sefial. Por todo
ello, es potencialmente importante en aplicaciones
farmacéuticas y biotecnologicas.

Estas son algunas de las caracteristicas Uinicas
que hacen de este ciliado un microorganismo
eucariota digno de ser considerado como protago-
nista de un futuro proyecto de secuenciaciéon del
genoma.

Proyectos piloto de secuenciacion del
genoma-macronuclear Tetrahymena/
Paramecium: la sorpresa.

Actualmente, existen sélo dos genomas micro-

bianos eucariotas completamente secuenciados;
el primero fue el de la levadura Saccharomyces
cerevisiae (sobre 1997-98) y el segundo ha sido
completado este afio (2002) en otra levadura,
Schizosaccharomyces pombe, lo que demuestra el
merecido poder de la comunidad de cientificos
dedicados al estudio de estos microorganismos.
Igualmente, esta ya muy avanzado el genoma del
protozoo parasito Plasmodium falciparum (de inte-
rés obvio por ser el causante de la malaria).
Ademas, existen mas de una docena de proyectos
de secuenciaciéon de genomas en otros microorga-
nismos eucariotas, algunos de los cuales son:
Leishmania, Giardia, Trypanosoma o Entamoeba
(todos ellos parasitos), junto con Candida,
Aspergillus o Neurospora, entre otros. Pero entre
todos ellos no encontramos todavia a ningin pro-
tozoo ciliado. Los dos mejores candidatos para
abordar proyectos similares son Tetrahymena
thermophila y/o Paramecium, aunque personal-
mente, por las multiples razones anteriormente
expuestas, pienso que el primero es un candidato
mas idéneo que el segundo. En ambos casos, el
tamano estimado del genoma macronuclear ha
secuenciar es del orden de unas 200 Mb, similar
al tamafio del genoma de la mosca del vinagre
(Drosophila), un orden de magnitud superior al de
Saccharomyces y unas quince veces inferior al del
ser humano. A pesar de la ardua tarea que impli-
ca abordar este proyecto de secuenciacion, que
necesariamente implicaria la participacién de
varios grupos de diferentes paises, junto con una
buena financiaciéon, se han llevado a cabo dos
modestos proyectos piloto en ambos ciliados. El
primero comenzé en 1999 en Paramecium, y el
coordinador de los 12 grupos que participaron en
este mini-proyecto fue el Dr. J. Cohen (Francia).
En este proyecto se trataba de identificar y
secuenciar el maximo numero posible de genes
macronucleares de este ciliado, para lo que se
transformaron (por microinyeccién) una serie de
cepas mutantes con diferentes fragmentos de ADN
macronuclear (digestiones con varias endonuclea-
sas), identificando por complementacion la mez-
cla de fragmentos que lleva el gen que revierte el
fenotipo mutante a silvestre, y tras fraccionacion
(por tamarfios) de dicha mezcla se llevo a cabo la
clonacion de la sub-fraccién y se seleccion6 el clon
que recupera el fenotipo silvestre. Pues bien, se
obtuvo una genoteca formada por fragmentos de
ADN macronuclear de un rango de 6 a 12 Kb, y
con unas 3.139 secuencias codificantes de un
tamano promedio de 500 pb. Como en este ciliado
hay pocos y pequefios intrones, es como secuen-
ciar una genoteca de ADNc. Al descartarse las
secuencias menores de 100 pb, el numero de
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secuencias se redujo a 2.990, lo que representa-
ria una proporcién del genoma del 1-2% (1,5 Mb).
De todas ellas, tras su secuenciacion, se identifi-
caron unas 726 de las cuales 4 codificaban para
diferentes ARNs (ARNt / ARNr) y el resto (722)
para proteinas, de las cuales 9 eran genes conoci-
dos en Paramecium (existentes ya en bases de
datos), mientras los 713 restantes contenian mar-
cos abiertos de lectura (ORFs) completamente
nuevos [9]. Todos los cuales, de forma provisional,
se han clasificado en diversas categorias funcio-
nales, asi, por ejemplo, hay 64 involucrados en el
transporte celular, 82 en crecimiento, 33 en el
balance iénico, etc. La sorpresa fue encontrar que
muchas de las proteinas codificadas por estos
genes de Paramecium presentan una mayor simi-
litud con las correspondientes de los seres huma-
nos, mientras que en otro microorganismo euca-
riota (con genoma completamente secuenciado)
como es Saccharomyces, esas mismas proteinas
son menos similares. Esta sorpresa (agradable
para los ciliatélogos) se confirmé en el segundo
proyecto-piloto, desarrollado en Tetrahymena
thermophila. En el cual participaron sélo 4 grupos
(EEUU y Canad3), y se llevé a cabo la secuencia-
cién de varias genotecas de ADNc [10]. De los 157
clones secuenciados, el 17% se identificaron con
secuencias de genes conocidos de Tetrahymena ya
existentes en bancos de datos, mientras que un
52% del total encontraban similitud con otros
organismos. Entre estas ultimas, el 95% de las
mismas fueron similares a proteinas humanas, y
el 11% de ellas no se encontraban en otros micro-
organismos eucariotas (incluyendo Saccharomyces).
En resumen, estos genes especificos de multicelu-
laridad se presentan tanto en Tetrahymena como
Paramecium, pero no asi en otros microorganis-
mos eucariotas como las levaduras.

Los protozoos ciliados surgieron hace unos
1.000 millones de afios (era Proterozoica, eén
Precambrico), son mas antiguos que los hongos
(incluyendo las levaduras). Si recordamos el arbol
filogenético de los eucariotas elaborado usando el
ARNr, podemos ver que pudo existir un ancestro
comun para los ciliados y, por otra parte, los hon-
gos, animales y plantas. Por lo que, los genes de
multicelularidad (de biologia animal) pudieran
haber surgido en ese ancestro comun, mantenién-
dose en los ciliados y perdiéndose en otros micro-
organismos eucariotas (las levaduras han perdido
estructuras comunes en metazoos, como los cen-
triolos). En cualquier caso, poseemos (en los cilia-
dos) una magnifica oportunidad de atribuir fun-
ciones (gendémica funcional) a muchos genes pre-
sentes igualmente en el ser humano y que se des-
conoce aun su funcién. Esta es una de las prin-

cipales razones que podemos argumentar en
defensa de un futuro proyecto de secuenciacion
completa de genoma macronuclear de
Tetrahymena. El propulsor mas entusiasta de este
gran proyecto es el Dr. E. Orias (EEUU), con el que
nuestro grupo participa actualmente en un mini-
proyecto sobre aislamiento y caracterizacion de
genes de Tetrahymena involucrados en multiples
formas de estrés celular, lo que contribuira, igual-
mente, al conocimiento del genoma macronuclear
de Tetrahymena. Esperemos que la propuesta de
la secuenciaciéon del genoma de Tetrahymena
(apoyada por numerosos grupos de diversos pai-
ses) se haga realidad en un préximo futuro.
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