Genética de protozoos

Formas de multiplicación celular

Reproducción asexuada:

Fisión binaria: Es la más frecuente; ocurre en ciliados, flagelados y amebas. El núcleo se divide por mitosis y luego se fisiona el citoplasma segregando dos células hijas.
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Fisión múltiple, esquisogónica o merogonia: Típica en aplicomplejos; se produce una división múltiple del núcleo antes de la separación en células hijas. 
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Endodiogenia: Se aprecia en Toxoplasma y Sarcocystis; implica un proceso de brote interno, o fisión binaria dentro de la envoltura original de la célula madre.

[image: image3]
Reproducción sexual
Singamia: Consiste en la fusión de células haploides o gametas produciendo un huevo o zigota diploide.
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Conjugación: Solo se observa en ciliados, los cuales contienen dos tipos de núcleos, micronúcleos y macronúcleos. Como ejemplo tomaremos el caso de Tetrahymena sp., que posee un micronúcleo conteniendo 5 cromosomas convencionales centroméricos y un macronúcleo conteniendo aproximadamente 50 copias de cada uno de los 200-300 fragmentos cromosomales sin centrómeros. El macronúcleo contiene un 95% de la información del micronúcleo, y rige las funciones somáticas de la célula. Durante una división asexual, el micronúcleo se divide por mitosis y el macronúcleo por amitosis, o sea, por segregación al azar de un determinado número de copias de cada fragmento cromosómico; luego el citoplasma se divide formando dos células hijas cada una conteniendo un micro y un macronúcleo. El número de copias de fragmentos cromosómicos del macronúcleo se recuperará posteriormente a aproximadamente 50 para cada uno, antes de una nueva división. En la división sexual o conjugación propiamente dicho, existen varias etapas: ante la cercanía de células de distintos grupos de apareamiento (Tetrahymena contiene 7 grupos o sexos), un par de células se aparea y dispara la división meiótica del micronúcleo, generando 4 micros haploides, de los cuales tres son eliminados. El micro restante sufre una mitosis haploide generando dos micronúcleos. A través del canal de apareamiento cada célula intercambia un micro haploide, que se fusiona con el otro, dando un solo micronúcleo diploide por célula, conteniendo el mismo material genético en ambas. Por una nueva mitosis se generan dos micronúcleos uno de los cuales derivará a la formación del nuevo macronúcleo.
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Sincronía en el Ciclo celular y la Replicación del ADN entre núcleo y mitocondria en tripanosomátidos.
Los tripanosomátidos poseen una única mitocondria que recorre todo el cuerpo celular, cuyo ADN circular se encuentra en alto número de copias, concatenado y muy concentrado en una región intramitocondrial llamada kinetoplasto. Este se encuentra en la base del flagelo, vinculado a microtúbulos y otros componentes, formando el cuerpo basal. Esta complejidad y el hecho de ser única, obliga a la mitocondria a sincronizar su división y segregación a las del núcleo. Por tal motivo, en estos organismos existe un ciclo celular o nuclear solapado a un ciclo kinetoplástico.

Estructura de la cromatina y Cariotipo

Una de las características de la mayoría de los protozoos es que su cromatina no sufre el grado de condensación, durante la mitosis, vista en otras células eucarióticas. Esto impide hacer cariotipos por microscopía. El número de cromosomas se determina mediante cariotipos electroforéticos. Para ello se utiliza la técnica de electroforesis en campo pulsante donde se analiza el material nuclear en geles de agarosa de pureza y tamaño superiores a la convencional con campos eléctricos variables y en distintas orientaciones: lateral, octogonal, etc. De tal modo, el camino transitado por las macromoléculas que constituyen los cromosomas es varios órdenes de magnitud superior al de un gel convencional, permitiendo separar fragmentos del orden de millones de pares de bases. Así, se ha podido determinar por ejemplo, el número de cromosomas presente en Trypanosoma brucei en 11 pares no idénticos. Esto es, los pares homólogos no son idénticos, porque uno suele tener algo más de información que el otro. Por otro lado, Trichomonas vaginalis condensa cromatina en forma similar a una célula humana, lo que permite hacer un cariotipo microscópico, mostrando 6 cromosomas.
La menor condensación de cromatina en tripanosomátidos se debe en parte a la estructura particular de la histona H1. El contenido de histonas es equivalente al de vertebrados, con nucleosomas cuyo “core” contiene H2a, H2b, H3 y H4, en forma de octámero. H1 tiene la función de sostener la estructura del nucleosoma desde fuera y actuar estabilizando el ADN que no queda formando parte del nucleosoma. En tripanosomátidos, H1 es particularmente pequeña, lo que impide la interacción entre nucleosomas y la estabilización de ADN libre. Otras histonas también presentan diferencias, por ejemplo H3 carece de un dominio N-terminal susceptible de ser fosforilado, modificación que contribuye a la condensación de cromatina en vertebrados.
Regulación de la expresión génica

Epigenética

Como se verá más adelante, los tripanosomátidos no poseen regulación de la expresión génica a nivel transcripcional. Sin embargo, la modificación de histonas por fosforilación, acetilación, metilación, etc., constituye un primer nivel de regulación, muy probablemente por modificación de los niveles de condensación/relajación de la cromatina. Este fenómeno ocurre en vertebrados y también en tripanosomátidos, aun cuando estos organismos poseen naturalmente una cromatina menos compacta. Es más, este relajamiento natural permitiría al organismo responder mucho más rápidamente a cambios bruscos en su entorno, expresando o reprimiendo más rápidamente un grupo de genes, dado que el ADN estaría más accesible al aparato de expresión.

Post-transcripcional

Los tripanosomátidos poseen las tres ARN polimerasas equivalentes a las de mamíferos, pero con algunas diferencias:

-RNApol1 no solamente transcribe ARNr, sino que además transcribe, al menos en T. brucei, dos proteínas que se encuentran en gran proporción en la célula: la prociclina, que constituye la cubierta celular de la forma procíclica o de insecto y la VSG, la cubierta de la forma sanguínea, involucrada en la variabilidad antigénica. La RNApol1 es la polimerasa más activa y con mayor poder de corrección (proofreading), lo que permite la transcripción de la enorme cantidad de ARNr  de las células. Por el mismo motivo, fue seleccionada por T. brucei para transcribir la VSG, la que constituye un 10% de todas las proteínas celulares, encontrándose en aproximadamente 10 millones de copias en la cubierta celular. Es más, así como los tripanosomátidos poseen un típico nucleolo, que es el lugar de transcripción de ARNr por RNApol1, también poseen excepcionalmente en la naturaleza, un segundo sitio de transcripción activa de RNApol1que es la región subtelomérica donde se está expresando la VSG de turno. Esta proteína tiene la característica única de ser expresada en un sitio denominado ESAG, siempre subtelomérico, y el transcripto es policistrónico, con genes asociados, todos los cuales codifican proteínas de superficie. Recordemos que T. brucei posee 11 pares de cromosomas, lo que implica 44 regiones subtelomericas o 44 potenciales ESAG, de los cuales solo se utiliza uno a la vez. Sin embargo, la célula posee más de 1000 copias no idénticas de VSG, ubicados en minicromosomas y regiones cromosómicas interiores. Estas constituyen reservas que T. brucei utiliza para la variación antigénica. La misma se produce por tres mecanismos: i) apagando un ESAG y prendiendo otro (44 posibilidades), ii) enviando al mismo ESAG activo alguna de las otras 1000 copias del gen vsg y reemplazando completamente la copia preexistente (1000 posibilidades, esta recombinación se favorece por una serie de repeticiones a ambos lados del gen vsg), iii) o enviando  una copia pero reemplazando parcialmente la preexistente (millones de posibilidades teóricas). Tanto los ESAG como el gen ARNr tienen secuencias promotoras reconocibles.
- RNApol2 transcribe el resto de los genes de proteínas y genes únicos de tripanosomas denominados SL-ARN (por splice leader ARN). Solo SL-ARN posee promotores reconocibles. Se supone que el resto de los genes proteicos se transcriben como largos policistrones que comienzan en regiones abiertas de cromatina sin promotores, apertura provocada por el accionar de otras polimerasas (RNApol1 y RNApol3). Esto hace que casi todas las proteínas que se expresan en tripanosomátidos no sean reguladas a nivel transcripcional, sino por procesos post-transcripcionales como los que analizaremos a continuación.
- RNApol3 transcribe otros SL-ARN y ARN-transfer, con promotores reconocibles.

Trans-splicing del ARN nuclear en tripanosomátidos

Los genes (salvo dos de ellos) de tripanosomátidos en particular y de protozoos en general no suelen tener intrones, por lo que el procesamiento por cis-splicing, tan ubicuo en vertebrados, no es frecuente. En su lugar ocurre el trans-splicing, que tiene como función procesar o madurar el pre-mensajero policistrónico en mensajeros monocistrónicos listos para abandonar el núcleo y proceder a la traducción.
El cis-splicing implica la eliminación de una porción de ARN (intrón) presente sobre la misma molécula. El trans-splicing, en cambio, involucra dos moléculas de ARN, una el mensajero inmaduro policistrónico, la otra el SL-ARN, un ARN pequeño codificado en otra región del mismo cromosoma o en un cromosoma diferente. El pre-mensajero policistrónico es procesado por trans-splicing en forma co-transcripcional, esto es, a medida que la hebra de ARN va siendo sintetizada.
Los extremos de los mensajeros suelen estar protegidos de la degradación por nucleasas, mediante una caperuza de GTP invertido y metilado en su extremo 5´ y por poliadenilacion en 3´.  En tripanosomátidos, el SL-ARN tiene una caperuza 5´, pero no los premensajeros. La protección viene dada por la unión de un fragmento cappeado de SL-ARN, llamado miniexón, al extremo 5´ de un gen que se está transcribiendo. Cuando la transcripción progresa, queda expuesta la región intergénica entre este gen recientemente protegido y el siguiente. En dicha región existe una zona rica en pirimidinas que suele ser una señal para trans-splicing. Al quedar expuesta, recluta la maquinaria ribo-proteica encargada del procesamiento, donde se cliva el pre-mensajero, se agrega una poliadenilacion 3’ al primer gen ya cappeado y se agrega un nuevo miniexón sobre el nuevo extremo 5’ del segundo gen en curso de transcripción. Este proceso se repite tantas veces como genes existan en el policistrón, lo que implica que en estos organismos todos los mensajeros maduros comparten la misma secuencia a 5’, representada por el miniexón.
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Es interesante notar que el miniexón adquiere una estructura secundaria muy similar a la del ARNsn U1. U1 es el primer elemento de la maquinaria de splicing que se recluta sobre intrones de vertebrados y durante años se postuló que actúa como tal en tripanosomátidos. Hoy se tienen dudar al respecto, dado que también existe un verdadero U1 en estos protozoos, tal vez involucrado en el cis-splicing de los dos únicos genes con intrones que poseen.
Esta modificación o procesamiento post-transcripcional no se realiza a la misma velocidad en todos los genes, dado que está influenciada por las regiones no traducibles a 5’ y 3’ de cada gen, lo que sugiere que el trans-splicing es utilizado en la regulación de la expresión génica. Otro nivel de regulación es la degradación del mensajero maduro, donde las mismas regiones no traducibles pueden estimular o retardar la acción de exo- y endo-nucleasas, haciendo que cada mensajero posea una determinada vida media.

Edición de ARN mitocondrial en kinetoplástidos

Los tripanosomátidos se caracterizan por poseer una única mitocondria extendida a lo largo de todo el cuerpo celular. Su ADN es abundante y concentrado en una única partícula, muy visible al microscopio óptico, denominada kinetoplasto, que da nombre a la familia de organismos.

El kinetoplasto está formado por decenas de ADN maxicírculos, de entre 10 y 20 mil pares de bases, y centenas o miles de minicírculos de aproximadamente 2000 pares de bases. Los maxicírculos representan el ADN mitocondrial convencional, con genes de proteínas mitocondriales, ARNr y ARNt. Alguno de estos genes parecen no tener sentido, esto es, no existe un verdadero marco de lectura abierto, a no ser que se introduzcan o quiten una o varias uridinas. Esto es exactamente lo que ocurre in vivo, por un proceso denominado Edición del ARN. La edición necesita de información externa al gen, lo cual contradice el dogma de la biología molecular. Esta información la suministran ARN pequeños denominados guías (ARNg), codificados sobre los minicírculos. Cada inserción o deleción de uridinas requiere de un guía específico, por lo que dependiendo de la especie de tripanosomátido pueden existir unos pocos o cientos de guías diferentes. Esto último ocurre en T. brucei donde es frecuente el pan-editing, o sea la necesidad de editar numerosas veces y en forma secuencial un dado gen. La edición es llevada a cabo por una maquinaria ribo-proteica denominada editosoma y es considerada una forma de regulación post-transcripcional de genes mitocondriales.
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