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RESUMEN

En la expresion de diverso genes cloroplasticos, las modificaciones
postranscripcionales que sufre el mMRNA son eventos criticos que regulan la estabilidad de
los mensajeros kplastidicos. Por ensayos realizados in vivo e in vitro se sabe que la
estabilidad “de" los ‘mensajes” depende tanto de ‘estructuras secundarias tipo tallo-asa
encoxitradas en las regiones 3’ que no se traducen (Untranslated regions: 3’'UTR), como de
proteinas de unidén a RNA (RNA binding proteins: RNPs). Se ha descrito la participacion
de algunas RNPs en el procesamiento de los 3’'UTRs de varios mRNAs de cloroplasto de
espinaca, Estas RNPs se encuentran asociadas a un complejo proteico de allo peso
molecular, que presenta actividades de endo y exonucleasas semejante al degradosoma
bacteriano.

La 24RNP es una proteina codificada en el nicleo, que ecs transportada al
cloroplasto y se asocia al complejo de procesamiento de RNA. Con base en los resultados
obtenidos en nuestro laboratorio, en relacién a la participacion de la 24RNP en Ia
estabilidad de los mensajeros cloroplasticos en , ensayos de procesamiento in vitro; se
planted, como objetivo de este trabajo, la caracterizacion de la union de la 24RNP a_las
regiones de dos mensajes de cloroplasto de espinaca (petD y pshA), determinar la
especificidad de esta unidn por alguna region del mensajero.

Los estudios de unidn se realizaron empleando 24RNP recombinante y los 3’UTRs
completos y varios segmentos de diferentes tamanos, analizandolos por las técnicas de
entrecruzamiento con luz ultravioleta (X-UV) y geles de retardo de RNA.,

Los resultados indicaron que la 24RNP se unid a los 3’UTRs completos de manera
cooperativa, Por la técnica de X-UV, esta proteina mostro mayor afinidad por las
secuencias posteriores al tallo-asa (3’) en ambos mensajes. Este ultimo resultado puede
tener implicaciones fisiologicas de gran importancia, ya que durante el procesamiento de
los 3’UTRs este extremo es eliminado. Los ensayos por geles de retardo indicaron que la
proteina es capaz de unirse a cualquier region en ¢l 3°UTR, aunque con diferentes .
afinidades, y que su union es a través de complejos de diferente tamaifio, lo sugiere una

diferente composicion multimérica para cada uno de estos complejos proteicos.
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INTRODUCCION

1. EL METABOLISMO DEL RNA

El metabolismo del RNA comprende los procesos de transcripcion, procesamiento,
traduccion, degradaciéon del RNA y su estabilidad. Estos son procesos conéervados
evolutivamente, en donde participan tanto secuencias consenso (elementos en cis) propias
del* mensajero, secuencias modificadas postranscripcionalmente por brdéesamiénto
(edicion, splicing) o la polimerizacion de nucledtidos (poli-A, poli-G),’»»as:i como ‘l‘a‘
participacion de proteinas (elementos en frans) que interactiian con los ;éklékn"ient:os‘, en f"cis,k
para regular algunos aspectos del metabolismo del RNA (Ananthara'mar'i‘ lk‘el'.'al.‘,‘ 2002;
Mignone er al,, 2002). Las proteinas relacionadas con el metabbiiémo del‘ RNA
comprenden entre el 3 y el 11% del total de proteinas en bactenas, arqueas y eucariotes
(Anantharaman etal., 2002). ' ‘

En un estudio comparativo de las proteinas: mvolucradas en el metabolismo del
RNA. Se logré dividirlas en dos grupos, de acuerdo con los domlmos que presentan. Las
proteinas de la clase I presentan dominios enzimaticos y dominios de interaccion. La clase
Il son proteinas no cataliticas, con dominios de unién a RNA (RNA binding domains:
RBDs) y algunas con dominios dc interaccién protcina-proteina las cuales estdn asociadas

con la formacion de compiejos multi-subunidad (Anantharaman e/ /., 2002).

1.1. mRNAs con elementos que responden a hierro. Un modelo de

regulacion postranscripcional.

El control de 1a homeostasis del hierro intracelular es un mecanismo complejo que
ha sido ampliamente estudiado en mamiferos, ¢l cual requiere de un sistema de regulacion
y de deteccidn del hierro intracelular, El hierro se introduce a la célula por -medio del
receptor de la transferrina (TfR) por un proceso de endocitosis, cuando los niveles de hierro
intracelulares son bajos. En condiciones de hierro normales o alto, el exceso de este metal
se almacena como ion férrico Fe(lll), especificamente como oxi-hidroxido de hierro
(FeOOH), el cual se une a la ferritina para su uso en cualquier demanda metabélica (Theil,

1998). La ferritina es una proteina constituida por una mezcla de subunidades de cadena

T m I
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pesada (H) (21 kDa) y de cadena ligera (L) (19 kDa). Los mensajeros de estas proteinas, a

su vez, estan estrictamente regulados a nivel postranscripcional, ya que presentan, tanto en

el 5’ como en el 3’UTRs, secuencias que forman estructuras tipo tallo-asa muy estables, las

cuales s¢ conocen como clementos de respuesta a hierro (Iron responsive glements: IREs).
Se han encontrado IREs en el 5’UTR de los mensajerqs de la ferritina, que ,codiﬁcén ala
subunidad H como a la L (Theil, 1998), en la 5-amfnolevulinato sintasa eritroide (eALAS)
(Cox et al., 1991), en la aconitasa mitocondrial de mamiferos (mt-aco) (Gfay etal, 1996)y
en la subunidad B de la succinato deshidrogenasa de Drosophila melanogaster (Kohler et
al., 1995). También se han identificado cinco estructuras IREs en el 3’°UTR de TfR (Kohler
et al., 1995). Aunado a cstos hallazgos se han identificado dos proteinas conocidas como
IRP1 e IRP2 (iron regulatory protein) con capacidad de unién a los IREs. Las IRPs tienen
una funcién importante en la regulacion del hierro intracelular, se unen con igual afinidad
al IRE del mRNA de ferritina regulando su traduccién, como al IRE mRNA de TfR,
regulando su estabilidad (Henderson er al., 1996).

La IRP1 es una proteina bifuncional, con un nicleo 4Fe-4S. Cuando se encuentra
como aconitasa citosolica cataliza la isomerizacion del citrato a isocitrato y en esta
condicién, no puede unirse a los IREs. Cuando los niveles de hierro intracelulares son
bajos, el complgjo 4Fc-4S se disocia y la proteina se unc con gran afinidad al IRE,
reprimiendo la expresion de la ferritina, ya que previene la union de factores iniciadores de
la traduccidn al sitio 5° cap del mRNA. Esto simultaneamente induce la sintesis de TfR por
proteccidn/estabilidad de su mRNA a ribonucleasas (Addes e a/., 1998) (Figura 1).

Los estudios filogenéticos de las secuencias IREs han mostrado un.lycop's‘er_l_so v
minimo de 28 nucledtidos, formando dos regiones separadas por una pequeﬁa't‘mrbﬁjaidef :
citosina localizada a cinco pares de bases antes de la burbuja conformada por séis:
nucleétidos (Barton et al., 1990). Todos los IREs presentan en la burbuja una seduehéﬁfa'ﬁ’- .
CAGUGN-3’ dondc la posicion N puede ser A, C, U, pero no G, como se mue‘stra‘éh‘;izla
Figura 2. Es importante resaltar la secuencia del tallo inferior del IRE, la cual no inﬂﬁye"en‘-:'f ;
la unién de las proteinas (Addess er al.,, 1997). El tallo superior requiere de un‘di.;thﬁc'ia
correcta y una orientacién espacial entre la burbuja C y la burbuja superior (Figura 2). o

Por ensayos de entrecruzamiento con luz ultravioleta (X-UV) se ha demoStrado que '

la IRP! se une a cuatro nucledtidos del IRE. La union de estas proteinas se ha localizado

2
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entre la posicion 13 y 17 de la burbuja conformada por seis nucledtidos en la estructura del

IRE (Figura 2).
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Figura 1. Metabolismo celular del hierro en mamiferos. Efecto del hierro en la
expresion de ferritina y del receptor de la transferrina en la célula. En el extremo izquierdo
de la figura se resume el efecto de niveles altos de hierro intracelular. En el extremo
derecho se describe la participacion de los IRPs para la toma de hierro extracelular.

Se ha identificado que el tipo de apareamicento entre estos nucleétidos de la burbuja
son criticos para la eficiencia de unién de estas proteinas (Henderson er al., 1996‘)'.' Las IRPs
pueden ser moduladas por diferentes factores, como la presencia de éxido nitrico NO
(Phillips et al., 1996), estres oxidativo como el H,O; (Pantopoulos et al., 1998), hipoxia
(Hanson et al., 1998), eritropoyetina (Weiss et al., 1997), a-anti-tripsina hepatica
(Graziadei e al., 1997), fosforilaciéon por proteinas cinasa C (PKC) (Schalinske et al.,
1996), hormona tiroidea (T3) (Leedman et al., 1996) y grupo hemo (Goessling et al., 1998).
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Figura 2. Secuencia y estructura secundaria de los IREs. A) IRE de la ferritina humana
cadena H. B) IRE de una mutante ensayada por Addess (1997), donde la unién de la
proteina no se modifica. C) Estructura tridimensional del IRE de la secuencia en A. C7
forma una pequeiia burbuja; C13 y G17 se aparean. Figuras tomadas de Addes er al. (1997).

1.2. mRNAs con elementos ricos en AU, seital de degradacién.

La regulacion de la estabilidad y el tiempo de vida media de los mRNAs ha sido un
tema importante en ¢l estudio del RNA. Los andlisis de la secuencia de los mensajeros con
diferente estabilidad o tiempo de vida media en el citoplasma de células de mamiferos :
detectaron secuencias consenso en las regiones 3’UTR, principalmente pentanuélééiidbs ‘
AUUUA, hexanucledtidos AUUUUA (Tholanikunnel er al., 1999), heptanuclreé‘t‘ido’s
AUUUUUA (Balmer et al., 2002) y nonanucleétidos UUAUUUA(U/A)(U/A) (Subyaga et
al., 1995; Lagnado et al., 1994). Estas secuencias son conocidas como elementos ricos en A
U (AU rich elements: AREs). Los AREs se han encontrado en mensajeros localizados tanto
en el niicleo como en el citoplasma de las células de mamiferos y las levadura (Chen et al.,
2001). Los mensajeros que presentan este tipo de elementos en las células de mamiferos
codifican proteinas que regulan la proliferacion y diferenciacion celular, asi como la
respuesta inflamatoria y la respuesta a estimulos ambientales (Suda er al., 2002), tales como
citocinas, oncoprotefnas y receptores acoplados a proteina G (Mukherjee et al., 2002).

Existen evidencias de que mensajeros con AREs entran en un proceso muy dinamico de
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des-adenilacion y degradacién del mensajero en el sentido 3’ a 5°. En estudios in vitro,
donde se han mutado los AREs en estos mensajeros, ,s'e ha encontrado un aumentoén la
estabilidad de los mismos (Mukherjee et al., 2002), por lo que se ha propuesto que estas ,
secuencias son determinantes de la estabilidad de los mensajeros.

Los ‘AREs interactian con proteinas de ‘unién a RNA formando un complejo ‘

nbonucleoprotelco (RNPs) (elementos trans) (Suda ‘et al., 2002). Una de estas proteinas es

la AUF1 o ribonucleoproteina D (AUF1/hnRNP-D). En diferentes estudios se ha: tratado de L

caracterizar  la funcién de esta proteina,” encontrandose que la umén

desestabiliza el mensajero (Buzby er al., 1999). Por otro lado, se ha encontrado que Ia
proteina HuR parece participar con una funcién antagénica a la AUF l,,xng;ementando la
estabilidad de mensajeros. Por tanto la pérdida de esta proteina estaasocnada con una
expresion reducida de genes durante la replicacién en envejecimiento‘cél’:d‘lé?(i\i’ang et al.,
2001; Blaxall er al., 2002). -

Otras proteinas de unién a estos elementos ademds de la AUF,l‘ y HuR son: hnRNP
Al, TTP y hsp70 (Blaxall et al., 2002; Chen ef al., 1995). El que varias proteinas tengan la
capacidad de unirse a los AREs, hace suponer que podrian estar compitiendo por un mismo
sitio en el ARE de un mensajero especifico. Por otro lado, estos y otros hallazgos sugieren
que las RNPs pueden tener una participacion multifuncional, que podria incluir estabilidad
de mRNAs, modulacion de la des-adenilacion de mensajeros (Mukherjee et al., 2002),

participacién en la via de ubiquitinacién/proteosoma y en el degradacién de mRNA, asj la- .-

capacidad de unirse a DNA para moduklar la funci6 ""deﬁ‘la‘s telomerasas (Blaxall et;" al, -

2002). Tan importante ¢s la pamc:pac:én de esta ] prote(nas en esta serie de eventos que 'e es;‘

conveniente mencionar que su umon puede estar‘—fuertemente regulada:po procesos(de; -

fosforilacidn, localizacién. de componentes en el mlcroamb nte. (concentracionde

mensajeros y/o RNPs en la zona), asi como por la presenma de protefnas'que no’ mteractuan'

directamente con los AREs y que se comportan como protefnas co-asocladas o co-
reguladoras de estas RNPs las cuales responden a diferentes condtcnones amblentales como

estres o presencia de sustratos especificos (Blaxall er al., 2002; Vasudevan et aI., 2001). :




1.3. Vias de degradacion de mRNAs en mamiferos y levadura.

En la mecanismo de degradacion de mensajeros participa un complejo multip'rotgi,co,,_;_
llamado exosoma. En las células humanas y en levadura, este complejo se ha encontrado en -
el nicleo, participando en el procesamiento del RNA ribosomal (rRNA) y maduracion de-
RNA pequefio nuclear (snRNA), y en el citoplasma, participando en la degradacién de los
mRNAs. Esto da ecvidencia de lo importante que es ecste complejo- en--los- dos
compartimentos (Mukherjee er al., 2002). El exosoma de mamifero se ha purificado y
caracterizado por espectrometria de masas. Su composicion es muy similar al exosoma de
la levadura (Chen er al., 2001), el cual a su vez es similar al degradosoma de Escherichia
coli por la presencia de RNAsa PH, RNAsa D o RNAsa R, RNA helicasas y RNAsa II]
(Mitchell er al., 2000).

Para la degradacion de los mensajeros en las levaduras se han descrito dos vias, En
ambas, como primer paso, se encuentra el acortamiento de la cola de poli-A en el extremo
3’ del mensajero. En la via que no depende del exosoma el mensajero se degrada con
direccion 5” a 3’ comenzando con la remocidn del cap S° por la enzima Dcpip (decapping
enzyme). Esta actividad esta regulada por el tipo de cap, del propio mensajero, asi como
por el grado de poli-adenilacion y los elementos AREs presentes en el mensajero (Chen ¢/
al., 2001; Gao er al., 2001; LaGreandeur er /., 1998). La segunda via de degradacién no
depende de la remocion del cap y sigue un patrén de actividad exonucleasa 3’ a 5’
dependiente del exosoma, posterior a la pérdida del extremo de poli-A (Dehilin ef a/., 2000,
Mukherjee ef al., 2002).

El proceso de degradacion de los mensajeros en los mamiferos parece iniciarse
también con la pérdida de residuos de adenina de la cola de poli-A ubicada ¢n el extremo 3’
del mensajero. Sin embargo, los pasos subsecuentes no estan muy bien definidos, aunque se
sugiere que la degradacion puede ocurrir por ambas vias: 5 a 3’ 03’ a 5°, con una posterior
degradacion del resto del mensajero (Chen ef al., 2001). La presencia de AREs en los '
mensajeros promueve la participacion del exosoma en la degradacion via 3’ a 5’ Sm
embargo, no se conoce el mecanismo por el cual el exosoma.es capaz de dlstmgunr o

substratos especificos (Mukherjee et al., 2002) Se cree que, las RNPs pa'

los AREs reclutan a este complejo y determinan el sustrato. a degradar En la Fi lgura 3 se
6



presenta un modelo en el cual se compila la informacién de diferentes articulos con
respecto a la degradacion de mRNAs (Mukherjee et al., 2002; Hoff et al., 2002).

RNPs

Desadenllasa
Remocién del
5'pppG’™ )

Diferentes
OO

Exosoma

-SENALES AMBIENTALES
-ESTRES

-HORMONAS
a B

B ¢ SRR S

ORIt e e

iv‘msﬂ SRR ‘;' ST
nmffp‘“ “
mGpp + a 7"‘Gpp-—“” .
“ 5 —p 3 54— 3

Figura 3. Modelo de degradacién de mensajero. A) RNP con capacidad de reconocer
elementos AREs y promover la pérdida de adeninas en el extremo 3° del mismo (mostrada
con flecha gris). De acuerdo con factores ambientales como estres, condiciones
nutricionales, etc., el mecanismo de degradacién puede ocurrir como en B o como en C. B)
Degradacién con direccién 5’ a 3°. No se descarta la posibilidad de la interaccién fisica con
otras RNPs, como factores implicados en la remocion del Cap. C) RNPs pueden reclutar al
exosoma promoviendo el degradacién del mensajero en direccién 3° a 5° o proporcionarle
estabilidad aumentando el tiempo de vida media del mensajero.
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Por ultimo, se ha descrito que la presencia de mutaciones en los AREs de diferentes
mensajeros puden ser de las causas etiologica de enfermedades malignas como linfoma y

neuroblastoma (Suda et al., 2002).

1.4, Factores que determinan inestabilidad en mRNAs citoplismicos de
plantas.

La estabilidad dc los mRNAs de plantas ha sido menos estudiada que el mecanismo
de transcripcion per €. Sin embargo, se han encontrado mensajeros de vida media corta
(horas o minutos), en los cuales se ha determinado la participacién de factores en cis
formando complejos con RNPs, Estas proteinas participan en mecanismos de sintesis,
procesamiento, edicién, modificacion y exportacion de RNAs (Proudfoot ef /., 2002; Reed
et al., 2002; Klock ef al., 2002), asi como en ¢l desarrollo floral correcto y mediando
sefiales hormonales y ritmo circadiano (Fedoroff, 2002),

El estudio de los factores en cis, se encuentran elementos que ge’neran estabilidad
del mensajero. Dentro de los factores en cis se encuentra e’ri:::'ei;:S’dél mensajero el cap
(cinco metil-guanosina) y en el 3’ una secuencia de poli-A. Los factores en frans que
interactuan con estas ﬂltimés secuencias son protecinas de unién’é ia cola de poli-A (poly-A
‘binding proteins: PABPs), las cualcs presentan cuatro dominios de unién a RNA y son muy
conservadas evolutivamente. No se conocen con detalle los mecanismos responsables de la
remocion de estos extremos o la regulacion de la estabilidad especifica de ciertos
mensajeros.

En los genes SAUR (small Auxin-Up RNA) en soya y Arabidopsis se han
encontrado otro tipo de elementos en cis (McClure e/ al., 1989). Estos transcritos presentan
tiempos de vida media de 10 a 50 min. El gen mas estudiado es el SAUR-AC! de
Arabidospis (Gil et al., 1994): Este gen fue analizado desde su regién promotora, sccuencia
codificadora y regiones no traducibles, determinando que existen elementos caracteristicos
en la region 3'UTRs de todos los transcritos SAUR que confieren inestabilidad a los
mensajeros que los poseen. Estas regiones se denominaron elementos rio abajo
(downstream elements: DST). Estos elementos consisten de tres subdominios conservados,

separados por dos regiones variables en secuencia y cantidad de nucledtidos (Figura 4).
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Figura 4. Secuencia consenso del clemento DST identificado en algunos mRNAs muy
inestables en plantas. Los nimeros romanos indican los tres subdominios que caracterizan
a este elemento. Las letras maylsculas son los nucledtidos conservados y las letras
mindsculas indican nucledtidos mas frecuentes. N () indica el namero de nucleétidos que
separa a un subdominio del siguiente.

Otro ejemplo de regulacidn postranscripcional se presenta en una respuesta a la
infeccion por hongos. El dafio producido por infeccion o por heridas en las plantas
desencadena una serie de mecanismos de defensa que comienza por el réf_()rZanniento de las
parcdes celulares, Algunas de las proteinas encontradas en la:pa;r_;e'd»kéélulér sin estrés, son
ricas en prolina, como la PvPRP1 (cell wall proline-rich proteiryi/);inffiaﬁto, esta proteina se
degrada en los casos de estres, como parte de un mecanismo de conservacion de energia
metabolica. Por otro lado, se inicia la transcripcion de proteinas ricas en tirosina, que
refuerzan la pared celular. Se ha encontrado que el mRNA de PvPRP! presenta una
secuencia de aproximadamente 27 nt en la region 3°UTR, que determina la estabilidad det!
mensajero. Esta secuencia presenta una region rica en U con un motivo de AUUUA (Abler
¢t al., 1996). En donde se une una proteina de 50 kDa, esta proteina fue llamada PRP-BP y
muestra gran afinidad por el RNA en extractos tratados con moléculas “elicitor” de
Colletotrichum lindemuthianum y su unién a RNA es regulada por el estado redox, en

ensayos in vitro (Lamb e/ al., 1997; Medi ef al., 1998).

2. CONTROL DE LA EXPRESION GENETICA EN EL
CLOROPLASTO

La expresion genética cn los cloroplastos estd regulada a diferentes niveles, dentro
de los cuales se encuentran la transcripcién y la maduracion de los mRNAs. En los eventos
de maduracion de los mensajeros existe splicing, edicion y procesamiento de los extremos
5* UTR y 3°’UTR, tanto de mensajeros mono- como policistronicos. Ademas, también
existen los mecanismos de estabilidad y degradacion de los mensajeros, los cuales también

son importantes en la regulacion genética.
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Los cloroplastos son organelos que contienen un genoma circular, el cual codifica
aproximadamente para 100 proteinas, Para el funcionamiento de este organelo es necesaria
la participacion de proteinas que son codificadas en el nicleo, traducidas en el citoplasma y
posteriormente transportadas al cloroplasto (Sugiura, 1989). Al ngas de las proteinas
codificadas en el nlcleo, con actividad en el cloroplasto, estan los factores dc transcripcion,
proteinas de division para cloroplasto, proteinas de union a RNA y proteinas que integran
los fotosistemas, entre otras (Fujiwara et af., 2001). Sm embarg,o el ‘genoma cloroplastlco
es autosuficiente en el proceso de traduccion, ya que contxcne todos los tRNAs rRNAs y

proteinas ribosomales necesarios.

La mayoria de los genes cloroplasticos se transcnben de maner pohcnstromca
Algunos policistrones codifican proteinas de un cierto proceso bloqulmlco aunque
frecuentemente se encuentran policistrones con genes cuyos productos no tienen funciones
relacionadas, Los dos. tipos de policistrones son procesados para producir- unidades
independicntes, por una serie de pasos controlados y con la participacion de factores
nucleares (Figura 5) (Mullet, 1993). Estos eventos estan sujetos a regulacion diferencial
llevada a cabo por la maquinaria de procesamiento post-trancripcional (Del Campo et al.,

2002).

2.1. Control de la expresion genética a nivel transcripcional.

Un claro gjemplo de regulacion a nivel transcripcional sc ha obscrvado en mutantes
fotosintéticas de Chlamydomonas reinhardtii, en donde se han encontrado un gran nimero
de productos nucleares involucrados cn los procesos de transcripcidn, asi ,coymo de
procesamiento, traduccion y estabilidad de mensajeros cloroplasticos (Rochaix, 2001). Se
han identificado dos tipos de factores nucleares que participan en la transcripcion: el primer
tipo son los factores que se unen al DNA en presencia de la RNA . polimerasa. En
cloroplastos y etioplastos se han encontrado factores tipo sigma que fesponden alaluzy
que pueden modular la actividad transcripcional por mecanismos de fosforilacién y
defosforilacion (Tiller et al., 1993). El segundo tipo son proteihas secuencia especifica que
participan como activadores o represores transcripcionales. Como ejemplo de este tipo de

factores se ha identificado, en la regiéon promotora del gen psbD, un elemento que puede
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ser reconocido por CDF2 (chloroplast DNA binding factor 2), que modula la expresién de

este gen fotosintético (Iratni er al.,; 1994); -

Transcripcion

Secuencia
Policistrénico s

Pre-mRNA

Complejo
protéico

Procesamiento RNP

Figura 5. Modelo de control de la expresién genética en cloroplastos. En este esquema
se muestra la participacion de factores nucleares en el procesamiento de mensajeros
cloroplasticos (ver explicacion en el texto).

2.2. Control de la expresion genética a nivel postranscripcional.

Durante la diferenciacién de los proplastidios a cloroplastos, los niveles de
transcritos se incrementan debido a la activacion de genes fotosintéticos (Taylor, 1989). En
estudios comparativos de las actividades de transcripcién y acumulacion de mensajeros
fotosintéticos como psbA (proteina DI del fotosistema lI), rbcL (subunidad grande de la
ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa) y atpB/E (subunidades B y € de la ATP sintasa) de

plastidos de espinaca y cebada, se observd un incremento diferencial de estos mensajeros,
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el cual no puede ser explicado por un aumento en la transcripcion (ya sea por niveles altos
dc algunas de las RNA polimerasas presentes o la accesibilidad y fuerza de los promotores
per sé). Este incremento diferencial se debe a un aumento en el tiempo de vida media de los
mensajcros, generando la acumulacion de los mismos (Mullet ef al., 1987Grulsseme1al 7

1988). Estos resultados mostraron la independencia que- e\clste entre la act|v1dad"

transcnpcwnal y la acumulacion de transcritos durante el dcsarrollo de los plastldlos,

mensajeros. B , . .
Uno de los f cto es que part1c1pa en la ‘acumulacion 'y establlldad de los mensajeros‘_

esla presencxa de estructuras secundarlas en el extremo 3’UTR y de estructuras secundanas ;
y tcrclarlas presenles en otras reglones de los mensajeros. Estos elementos pueden
inleractuar Con factores que actiian en frans como las RNPs y en otros casos por interaccion
con otros RNAs (Klaff er al., 1996). Un dato interesante es que, a pesar del origen
endosimbidntico de los cloroplastos, el promedio de vida media de los mensajeros de
procariotes esta dado en segundos, mientras que en cloroplastos es de horas, aunque existen
diferencias en genes especificos. Por ejemplo, el mensajero de psaA (apoproteina clorofila
a del fotosistema [) tiene una vida media de 6 h, mientras que el mensajero de psbA
presenta una vida media de 40 h (Kim ¢r al., 1993; KlalTl e al., 1991). Sugiriendo que:
existen mecanismos especificos de estos organelos que permiten esta diferencia.

Otro ejemplo de regulacion postranscripcional se presenta en el operén ndhH-D.

Este operon contiene seis genes nd/, cuyos productos se encuentran en bajos niveles en:el

cloroplasto y el gen psaC (proteina PsaC del fotosistema 1) cuyo producto es muy. ;7

abundante. Especificamente, psaC se encuentra antes del gen ndhD, por lo que el 3°UTR de -
psaC es también el 5°UTR del ndhiD. En esta region se llevan a cabo procesos de edicionen
dos sitios diferentes, por lo que el procesamiento de psaCy genera un mensajero nth;no
funcional. Si se procesa correctamente el S’UTR de ndhD, entonces el mensajero de psd‘Ci ‘
c¢s inestable. Para el gen ndhiD, el sitio II cercano al sitio de inicio de la traduccion, siv"efmpre;;j
es editado. La edicion del sitio | parece ser importante para producir un RNAm‘fun¢idﬁal
de psaC, lo que es observado con mayor frecuencia. Se desconocen los factoréQ 'q;ie

participan en el “switching” de este procesamiento (Del Campo e al., 2002).
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2.3. Procesamiento de los extremos 3'UTRs de mRNAs de cloroplasto.

EL prdbesaiwmieritdde 3kxthrNAk"és .un-evento que ocurre en mulliples pasos y cuyo
resultado es un mensujero funcnonal con una estabilidad y localizacion subcelular apropiada
77 para su traduccmn Uno de los aspectos lmportantes es la secuencia y estructura secundaria
del RNA.V,En los_ exvtyrremos 3, UTRs de transcritos mono y policistrénicos se han encontrado.
secuencias tépetidas e invertidas (IR), las cuales pueden formar estructuras estables dé‘
__tallo-asa (Stern et al., 1987). Estas estructuras son similares a las presentes en gehcs_de?,,
- procariotes, en los cuales funcionan como terminadores de la transcripcién indep¢hdientc5

de rho. En cloroplastos se ha demostrado que estas secuencias IR fuﬁcignah como
clementos regulatorios en cis, que son utilizados como guias para el procésamiento 'y la
estabilidad del mensajero tanto in vitro como in vivo (Stern et al., 1989; Stern et al., 1991,
Monde et al., 2000).

El procesamiento del extremo 3°UTR ha sido estudiado en cloroplastos de espinaca_
y Chlamydomonas reinkardtii a partir del aislamiento de un complejo proteico soluble de
cloroplasto, con capacidad de procesar los 3°UTRs (Stern er al., 1993; Hayes ef al.; 1996):
Estos estudios han mostrado el probablc mecanismo dc procesamiento, sc lleva a cabo en
dos pasos. En el primer paso hay un corte endonucleolitico entre 10 y 20 nt después de la.

cstructura tallo-asa. En espinaca se encontrd una proteina de 67 kDa: que presenta

inmunoreactividad con la RNAasa E de /2. coli y posteriormente se ldenuf'co como GroEL .

La actividad endonucleolitica de GroEL no ha quedado clara (Bagmsky et ‘

embargo, se ha revelado la presencia de otras endonucleasas como la: CSP41 (Yang er a/

1996). Este corte endonucleolitico es seguido por una degradacion 3 —) 5’ que continta
hasta uno o dos nucledtidos antes del talio-asa (Hayes er al., 1996). La exonucleasa,
responsable de esta actividad, ha sido identificada en espinaca como una proteina de 100
kDa, la cual presenta homologia con la PNPasa de £. coli (Monde er al., 2000; Schuster ef

ul., 1999). Esto se esquematiza en la Figura 6.

2.4. Regulacion de la traduccion.
La mayoria de los proccsos realizados en cloroplastos son regulados por la:luz.:En: -

el caso de la regulacion de la expresion genética, se ha demostrado la participacion de la luz
como agente inductor o represor, tanto a nivel postranscripcional como traduccionél. Las
TSl CON 1 13
FALLA b7 (it

e - s




RNPs participan en estos procesos dependiendo de sefiales externas como cambios en la
fosforilacion y niveles de oxido-reduccién, En los c]rorkroprlgstos;dgrc,reinhardtii‘se aislaron

un complejo de varias proteinas que se unen especfﬁcaménte al S’UTR de psbA.

Procesamiento
o
Lo
10-20 nt Secuencia Cancenso
para Endonucleasa 24RNP O

Complejo de
Procesamiento

mRNA maduro /\g =
RN — —

Modificado de Hayes et 4/, 1996.

Figura 6. Modelo de procesamientos de los 3’ UTRs de cloroplastos. En este esquema
se muestra el mecanismo de procesamiento de mensajeros de cloroplasto (ver explicacion
en el texto). i

Las proteinas identificadas son RB38, RB47, RB55 y RB60-63. RB47 interactiia
especificamente con la regién 5°UTR de este mRNA y todas se requeren para la traduccién.
La Figura 7 muestra la participacion de las RNPs en procesos de regulacion fina de los
niveles de expresion de proteinas debido por la presencia de luz. En diversos estudios se ha
propuesto que la estabilidad del mRNA de psbA se basa en la capacidad de formacion de
este complejo RNA-proteina, el cual puede asociarse a los ribosomas. RBP47 es un
miembro de la familia de las PABPs y estd asociada a las membranas de los tilacoides,
estimulando la traduccién (Ion er al., 1998), la presencia de proteinas de tipo PABPs en el
cloroplasto no es comun, puesto que los mensajeros no se poli-adenilan para una eficiente

traduccion, como ocurre en los mensajeros citropldsmicos. RBP63, la cual se ubica en la
14



cara del estroma en la membrana del tilacoide, preferentemente se une a la regién rica en
adeninas (7-8 As) localizada entre 8-14 nucledtidos antes del codén de inicio. Por
evidencias mostradas a partir de mutantes de esta proteina, se ha sugerido que la RBP63
participa en la traduccion del mensajero mas que en la estabilidad del mismo (Ossenblihl er
al., 2002).
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Figura 7. Modelo propuesto de la participacion de RNPs en la regulacion de la
traduccién. Este esquema fue tomado de Fedoroff, 2002.

A partir de los estudios realizados con RNPs encontradas en los cloroplastos se ha
propuesto la existencia de dos clases de. RNPs: la primera se une al RNA sin restriccion de
estructuras y/o secuencias especificas y-la seguenda interactia con especificidad a ciertas
estructuras y/o secuencias de los mensajeros (Stern et al., 1989b). Un ejemplo de este
segundo grupo es ¢l de las RNPs que se unen a los 5’UTRs de los mensajeros que codifican
las diferentes subunidades de la ATP sintasa. Los RNAs de estas subunidades se encuentran

localizados en diferentes operones (arpA, atpB/E, aipF, atpH e 1), lo que sugiere que las
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RNPs participan en un proceso de regulacion general de los mRNAs con funcion

relacionada (Robida er /., 2002).

2.5. RNPs que interactiian con los 3’UTRs de cloroplastos de espinaca.

Sc han identificado un gran numero de proteinas con capacidad de union a los
3’UTRs de cloroplastos de espinaca. Desde 1989, el grupo de Gruissem describid la
funcion de las secuencias IR en los 3° UTRs de mensajeros cloroplasticos, asi como las
proteinas que interacttian con estas secuencias. En estos trabajos se estudiaron las proteinas
de unidn a RNA por técnicas de entrecruzamiento con luz ultravioleta (X-UV) (Sterner al.,
1989b). Las proteinas que se encontraron, tuvieron masas moleculares entre 24 a 100 kDa
(Stern et al., 1989a; Hsu-Ching ef al., 1991). Estas forman parte de un complejo proteico de
alto peso molecular, de aproximadamente 500 kDa, con capacidad de procesamiento de
extremos 3’UTRs. Este complejo se purificé de cloroplastos inta‘ct(}s,’ de kespinaca,
utitizando cromatografias de intercambio anidnico, ssDNA-celulosa y una éromalograﬁa de
afinidad con RNA (Hayes ef al., 1996). Las proteinas identificadas y. su funéién se resumen

enla Tabla t.

Tabla 1. Proteinas presentes en el complejo de procesamiento-degradacién de los
3’UTRs de cloroplastos de espinaca.

f Peso g ombre | Funcién ’
i Molecular | """ | et SR it i S P
i : : . . . Hayes et al., 1996
{ 100 kDa 100RNP Exorribonucleasa 3'— 5°, poliA polimerasa i
‘ i Yehudai er al., 2001
[ 67kDa | GroEL |  Funcion desconocida |  Baginsky efal., 2003 |
| T[T RNP, reconoce motivos icos en A-U. | |
§ SSRNP o , | : ‘
55 kDa CsPss probablemente previene el corte de p67; 1 Hsu-Ching etal., 1991a |
' ] Endorribonucleasa
| T — ' T Yangeral, 1996
i 41 kDa | CSp41 . Endorribonucleasa i
: ; Bollenbach eral., 2003 !
. 33 kDa — 33RNP "RNP, union al tallo-asa especificamente Hsu-Ching et, al, 1991b |
i T i : ' RNP, dirigif el procesamiento del extremo ) 77 . ) 7
j 28kDa | 28RNP ; ] Lisitsky et al., 1995
f ; : 3'UTR ,
i = -2;1 kba 1 24RNP VRNP, Posiblemente estabilizando algunos; 7 T Lozai-r'l"z;vér—trawelr ai.,~ ]
; mensajes (en preparacion)
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La comparacion de secuencias de la 28 y 24RNP muestran una identidad de 57%.,
Estas proteinas presentan un dominio acido en el extremo amino terminal, en donde sélo
hay 15% de identidad. Ademas, presentan dos RBDs, los cualeS son altamente conservados
con respecto a otras especies. Cada uno de los dominios de unién a RNA esté formado por
aproximadamente 80 residuos, los cuales prcser:nrtkan' dos secuencias consenso, RNP1:
GFGFVTM y RNP2: LFVGNL (Varani ef al., 1998), La estructura de estos dominios es
altamente conservada. Por estudios de resonancia magnética nuclear en proteinas de este
tipo de mamxf‘cros plantas y hongos ~se ha encontrado una estructura compacta
Bl—al [32—-[33—-(12—[34 (Dreyfuss et al., 1993; Cusack, 1999).

La: 28RNP fue la primera proteina purificada de este complejo, cuya funcién es la de
dirigir el procesamlento de los-extremos 3’UTRs en la zona correcta de maduracién. La
union- estd caracterizada por reconocer motivos estructurales, mds que una secuencia
especifica (Schuster ef al., 1991). Sin embargo, en estudios de unién, presenta mayor
afinidad por secucncias poli G y poli U. Ensayos de union con la 28RNP recombinante
obtenida de /7. coli mostraron que la presencia de dos G son suficientes para promover su
union con el RNA (Lisitsky er «f., 1995a). Esta proteina pueden ser fosforilada post-'
traduccionalmente mostrando menor afinidad por el RNA en su estado fosforilado (Lisitsky
er al., 1995c¢). '

El gen que codifica la 24RNP se aislo en el laboratorio del Dr. W. Gruissem, en la
Universidad de California, en Berkeley. Su secuencia esta disponible en el Gene Bank con
nimero de acceso U34742. La masa molecular de la proteina madura es de 24,205.61 Da.
Esta protcina también puede fosforilarse, aunque en este caso, la proteina fosforilada
presenta mayor afinidad por los extremos 3’UTRs de los mensajeros perD y psbA de
espinaca (Loza-Tavera e/ al,, manuscrito en preparacion).

La concentracion de la 24 y la 28RNPs, en extractos de procesamiento de RNA de
cloroplastos de hojas de espinaca menores a 7 cm, ¢s muy similar entre si: 2.4 ngy 2.9 ng
por ug de proteina total respectivamente (Hermandez-Navarro, 2000). Las caracteristicas k
similares entre la 24 y la 28RNP y los resultados obtenidos en experimentos de
procesamiento de RNA in vitro realizados en el laboratorio, han sugerido que la 24RNP
podria estar participando en la estabilizacion de los mensajeros, impidiendo la accién del

complejo de degradacion y/o ubicando al complejo de procesamle_nto en las regiones
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adecuadas para la correcta maduracién, Por lo anterior, en nuestra linea-de investigacién es

importante caracterizar la unién de [a 24RNP a los 3°’UTRs de cloroplasto de espinaca,
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HIPOTESIS

Dado que la proteina 24RNP participa en eventos de procesamiento de mensajeros
cloroplasticos in vitro, proponemos que esta proteina se unira de forma diferencial a lo

largo de los extremos 3°UTR de petD y psbA de cloroplastos de espinaca.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la unién de la 24RNP a los extremos 3 UTRs de los mensajeros de psbA y

petD codificados en el cloroplasto de espinaca.

OBJETIVOS PARTICULARES

I. Determinar la participacion de la estructura secundaria en la'unién de la 24RNP a

los 3’'UTRs de pshA y petD,

2. Seccionar los extremos 3’UTRs para utilizarlos en los ensayos de unién con la

24RNP.

3. Caracterizar la union de la: 24RNP a los diferentes segmentos de los 3’UTRs,
utilizando las  téenicas de entrecruzamiento con luz ultravioleta (X-UV)y geles

de retardo.

4. Analizar maten‘\z‘_it_iéaménte:lbs pnecanigmd; qé{unibn de la 24RNP a los 3’UTRs.

5. Proponer un mb'c‘i:’elg’d;::_i J aélé»s"'téip?otéiha alos 3°UTRs.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A) Para la caracterizacion de la unién de la 24RNP a los 3’UTR, se produjo 24RNP
recombinante y se cloné el extremo 3’UTR del gen psbA (codifica la subunidad D! del
fotosistema I1) el cual se utilizd, junto con el 3’'UTR de perD (codifica la subumdad IV del
citocromo bG/f) (Sijben et al., 1986), para los ensayos de unién. :

B) Para conocer la presencia de las posibles estructuras secundarias presentes en los
RNAs utilizados, se realizo un analisis tedrico del plegamiento de las secuencias de los dos
3*UTRs completos (sitio www.bioinfo.rpi.edu/zukerm/rna/).

C) Se realizé el andlisis tedrico de la estabilidad de las estructuras secundarias a
diferentes temperaturas (en el sitio antes mencionado) Se determiné la temperatura a la cual
se pierden las estructuras secundarias adyacentes al tallo-asa més estable. Esta informacion
se utiliz6 para realizar ensayos de uniéon con RNAs desnaturalizados.

D) Para un analisis detallado de la unién de la 24RNP a los 3°UTRs, éstos extremos
se seccionaron en 5 segmentos. El primer segmento « 5° ™ presenta la secuencia anterior a
la estructura tallo-asa de mayor estabilidad. El segmento “T-A”, presenta la secuencia de la
estructura tallo-asa. El segmento ““ 3° ” presenta la sccuencia posterior al tallo-asa. El cuarto
y quinto segmentos estan compuestos por dos de los anteriormente descritos, esto es; 5° T-
Ay el T-A 3°. Para la sintesis de los moldes s¢ emplearon reacciones de PCR y para la
sintesis de los RNAs, transcripcion in vitro con UT 2p, 7

E) Los ensayos de union para los extremos completos y los diferenles—seginegjtpszée
realizaron por dos técnicas, entrecruzamiento con luz ultravioleta '(X-UV) y geie.s de
retardo. o o
F) El andlisis de la unién se realizé utilizando el programa Orlgm 5 0 y el Dynaf t
para los resultados de los ensayos de X-UV y geles de retardo respectwamente De este

andlisis se obtuvieron Kq aparentes, como parte de la caracterlzaclén
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Caracterizacion de la union a los 3’ UTRs de
pe y psbA

Obtencién de la 24RNP recombinante

Obtencién de los segmentos de RNA

Analisis de la estabilidad de las
estructuras secundarias

Entrecruzamiento con luz UV
-Extremos completos
-Segmentos

Geles de Retardo
-Extremos completos
-Segmentos

-Origin
-Dynafit

Calculode K 5 y Kd,,,

-
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MATERIALES Y METODOS

1. PREPARACION DE LOS RNAs

1.1. Clonacién del extremo 3’UTR del gen psbA de espinaca.

Se disefiaron iniciadores para utilizarlos en la amplificacion por PCR del extremo
3’UTR del gen psbA de espinaca. La secuencia de los iniciadores se muestra en la tabla 2.
en donde el iniciador PSBAF sentido (forward) contiene la secuencia de reconocimiento
para la endonucleasa Kpn | en la region 5°, mientras que el iniciador PSBAR antisentido
(reverse), presenta la secuencia de reconocimiento para la endonucleasa Bam Hl en la
region 5°. La reaccion de PCR se realizé utilizando DNA total como molde y el producto
de PCR tiene un tamaiio de 287 pb y contiene 96 pb de la secuencia codificante y 184 pb de
la region 3°’UTR,

Las condiciones para la amplificacién fueron las sngmentes la reaccr(‘m se reahzé en
un volumen final de 25 pL; MgCl; 1.5 mM; mezcla de dCTP, dATP, d_GTP, d'! TP (beco
BRL, EUA) 100 mM; iniciadores PSBAF Y PSBAR 25 pmoles por reaécfén; TanNA
polimerasa 1 U (Invitrogen, EUA); buffer de la enzima 1X; DNA (10' ng_/ pL) .',3.'5";';7[,_ La
amplificacion se llevd a cabo en un termociclador (Omn-E termal cycyleir Iljabﬁet,";Reino

Unido). Empleando un ciclo de 94°C 5 minutos; 35 ciclos: 94°C 45 segund

segundos; 72°C 45 segundos y un ciclo de 72°C 10 minutos.

El producto de PCR y el plasmido pBluescript SK_(+/-) (Stratagene EUA) se
digirieron con las enzimas Kpn' 1 y Bam HI y se purificaron después de haber sido
separados en un gel de agarosa. Parala purificacion se utilizd el kit QIAEX 11 gel
extraction (Qiagen, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se -
efectuo la ligacion utilizando T4 DNA ligasa (Gibco BRL, NY, EUA) procurando tener una
relacion de vectoriinserto de 1:5. El volumen de reaccion fue de 20 uL y la ligacion fue
llevada a cabo a 36°C. El plismido recombinante fue nombrado pBSpsbAS.

Células de £. coli XL-1 Blue se trataron para hacerlas competentes, empleando el
método de cloruro de calcio. Estas células se transformaron con 10 ulL de la reacciéh de
ligacién. Se cultivaron en agar LB suplementado con ampicilina 100 pg/mL. Las bacterias
se incubaron toda la noche a 37°C. y de las colonias obtenidas se realizaron cultivos de 5§
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mL " de medio LB suplementado con ampicilina. Posteriormente se extrajo el DNA
plasm‘idico ,qtilizando el kit QlAprep (Qiagen, EUA); la presencia- del- inserto en el
pldsmido recombinante se verificé por la doble degestion con Kpn VBam HI y

posteriormente se secuencio en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

1.2. Extremo 3’UTR del gen petD de espinaca.

El extremo 3’UTR del gen perD de espinaca se encontraba clonado entre los éitios
Kpn 1-Xba 1 del plasmido pIBI76 (International Biotechnologies Inc.), llamado p2*. Esta
construccion contiene un segmento de 78 pb de la region codificadora de psbA y 138 pb de
la region 3°UTR. Este segmento de 216 pb se encuentra bajo el control del promotor de la

RNA polimerasa T7. Para la transcripcion in vitro, este plasmido fue linearizado con Xba |

(Stern y Gruissem, 1987).
1.3. Sintesis de los moldes para transcribir los diferentes segmentos de

los 3’ UTRs.

Los moldes utilizados para la transcripcion in vitro de los diferentes segmentos de
los 3’UTRs, se sintetizaron por PCRs. Todos los productos obtenidos presentan la
secuencia promotora de la RNA polimerasa T7. Los plasmidos pBSpsbAS y p2* se
utilizaron como moldes para la obtencion de los segmentos 5’ y 5° tallo-asa (57 T-A)
(Figura 8). Para generar los segmentos 5° de pshA y petD se utilizaron, como iniciador
sentido FPT7, el cual presenta la secuencia promotora para la RNA polimerasa T7 y como
iniciadore antisentido, RA y RI para pshA y petD, respectivamente. Para obtener los
segmentos 57 T-A de psbA 'y perD, se utilizé la combinacién de FPT7 con RB y R2
respectivamente (Tabla 2, Figura 8). ; ‘

Para obtener los segmentos tallo-asa (T-A), tallo-asa 3 (T-A'3%)y 3*fu¢ necesario
realizar un PCR a partir de los plasmidos pBSpsbAS y p2* sin lar'skccu‘ér‘)fé‘iagbbromdtobra T7,
que originalmente contenian estos plasmidos. Para obtener el ektrémé‘ dep.sbA se utiIiZaron
los iniciadores PSBAF/PSBAR descritos anteriormente y para el e.\‘ctfemdy de petD, se
utilizaron los iniciadores FNPD/F3. Estos productos se usaron como moldes para la
generacion del segmento T-A empleando los iniciadores FA/RB y F2/R2 para psbA y petD
respectivamente, Para la obtencién de los segmentos T-A 3’ se utilizaron los iniciadores

FA/PSBAR y F2/R3 para psbA y petD respectivamente. Finalmente para generar los
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segmentos 3 se utilizaron los iniciadores FB/PSBAR y F3/R3 para })SbA y petD

respectivamente (Tabla 2, Figura 8).

Tabln 2. Secuencia de los mucnadores utlllzados

| Iniciador Tm (°C) | Sccuencn (%’ 3’ )
PSBAF | 53 GGG GTA CCGTGC TAA CCT TGG
“PSBAR T CGG GAT CCG GAT TCA CAA TCC ] )
FPT7 o CGC GTA ATACGA CTC ACTATAGGG T
RA 61 |TTC ACT AAC TCA TCT ACA CTA AGC TAA AAA TG
R1 61 |CAC GOC GTGTTA TTT CAT AN TG ]
RB 61 |AGT AAA GGA GCA ATA ACC GAT TTC TT
R2 62 TGT ATC TAG GGA AAA TTC ACG TTG AAG
FNPD 59 CGT AGT GGC CCT GTG GTT AG
R3 59 ITCT AGA AAA GCA T i—r("'é T AAT TGA TT
FA ST LCGCGTAATACGA CTC ACT ATA GGG AGT AAA GGG GCA GTG C
R ol AGT AAA GGA GCA ATA ACC GOT TTC T -
T ’ TCGC GTA ATA CGA CI'C ACT ATA GGG TGT ATC TAG GGA ATA
F2 57 GTC ACT TCA AC
) CGC GTAATA CGA CTC ACT ATA GGG AGT AAA GGG AGT ACT
FB 51 1AGT TAT AAA TAG TTC AGT TA
e — TCGC GTAATA CGA CTC ACT ATA GGG AGT AAA GGG CAT CTA
F3 55

1TTC AAT TAC TTT TTT TCA TC

La secuencia subrayada corresponde al promotor de la RNA polimerasa 'T'7,

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 50 uL
conteniendo: MgCly 1.5 mM; mezcla de dCTP, dATP, dGTP, dTTP (Gibco BRL, NY,

EUA) 100 mM,

iniciadores.25 pmoles por reaccion, Taq DNA polimerasa 1 U, buffer de la

enzima 1X, DNA lﬁ'olde 10 ng. La amplificacién se realizé con el siguiente programa: un

ciclo de 94°C, 5 minutos; 35 ciclos de a) 94°C, 45 segundos; b) las temperaturas de

—
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“annealing” fueron de 50°C para los iniciadores con Tm de 51-53°C, 56°C para los
iniciadores con Tm de 55-57°C y de 61°C para los iniciadores con Tm de-59-62°C, durante
45 segundos y ¢) 72°C, 45 segundos, y un ciclo de 72°C durante 10 minutos.

Posteriormente los productos de PCR se purificaron a partir de un gel de agarosa para

utitizarlos en 1a transcripcion in vitro.

Y T i
PBSpsbAS / P2*
ATRDVX), Segmento 5'
FPT7 RA/R1 :
[ ;ﬁ Segmento 5 T-A
FPT? RB/R2 ‘ R
T PBSpsbAS /P2*
B) ' N ~ 7 sin reaion oromotora T7
PSBAF/FNPD  pspaR/R3 B [ e
? - Segmento T~A
FAIF2|1l]| RBIR2 SRR

/ ﬁ Segmento T-A 3"
Segmento 3’

F8 /;’)/,é’_ PSBAR / R3

Figura 8. Amplificaciéon de los diferentes segmentos de los extremos 3’UTRs.
Estrategia para la obtencion de los diferentes productos de PCRs que fueron posteriormente
utilizados como moldes para la transcripcion in vitro. A) Sintesis de moldes para la
transcripcion in vitro de los segmentos 5° y 5° T-A. B) Sintesis de moldes para la
transcripcion in vitro de los segmentos T-A, T-A 3° y 3°. EX] Region promotora de T7. Las
abreviaturas para los iniciadores estan definidas en la Tabla 2.
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La cantidad de nucledtidos (nt), tamafios (kDa) y cantidad de Uracilos (Ut) por

segmentos de:los. transcritos sintetizados, tanto de perD como de psbA se presentan-en la

Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de los RNAs sintetizados por transcripcion in vitro.

petD pPSbA
(nt) kbDa Uy (nt) kbDa Ur

—TL—- Completo 216 79.1 86 298 109.1 91

— 5 108 39.5 38 145 53.1 47
-—-? 5'T-A 154 56.3 53 204 74.7 64
? T-A 47 17.2 15 59 21.6 17

ﬁf T-A3’ 108 39.5 48 153 56.0 44
—_— 3 61 223 33 94 34.4 27

2. PRODUCCION DE PROTEINA RECOMBINANTE

El sistema de QlAexpressionist con vectores pQE (Qiagen, Chastworth, CA) es un
sistema para expresar y purificar proteinas recombinantes. El gen que codifica la 24RNP se
encuentra en ¢l nicleo y se traduce en el citoplasma. La 24RNP se sintetiza como una pre-
proteina que contiene un péptido de transito para dirigirla al cloroplasto. Esta secuencia se
remueve de la proteina al entrar al cloroplasto y esta adquiere la conformacion madura
funcional. El gen de la 24RNP de espinaca se clond en pBS/SK- en el laboratorio del Dr.
W. Gruissem (Abrahamson, comunicacion personal). Con el objeto de producir 24RNP
recombinante en /2. coli, en nuestro laboratorio subclonamos la secuencia de nucledtidos
que codifica la protcina madura entre los sitios Bam HI y Pst 1 del vector PQE30 (pQE-
24RNP) empleando la técnica de PCR (Toledo, 1998). La subclonacion en este vector
permitid la produccion de proteina recombinante con una etiqueta de seis histidinas en el

extremo amino terminal (His-24RNP). Después de verificar que la secuencia del gen fuera

PRI

IO R AT
LS R
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la correcta y que éste hubiera quedado en la fase de lectura correcta, se transformaron

células de la cepa-M15; la cual posee el plasmido represor pREP4 que mantiene inhibida la
expresién del gen clonado, hasta que se afade [PTG. La purificacién de la proteina se basa

en la utilizacion de la resina de niquel (Ni-NTA), que posee una alta afinidad por las

histidinas que etiquetan a la proteina recombinante. Se presenta el protocolo con las
condiciones de induccién y purificacion de la His-24RNP para producirla de forma nativa.
Los rendimientos obtenidos son de 8 mg de His-24RNP por litro de medio de cultivo LB

con un 90 % de pureza.

PROCEDIMIENTO

1.

9]

La cepa M15 transformada con pQE-24RNP se inocula en una caja de cultivo con agar
LB suplementado con ampicilina 100 pg/mbL y kanamicina 25 pg/mL. La cepa se
cultiva por 12 horas a 37°C; dc esta placa se inocula una colonia a 50 mL de medio LB
suplementado con las mismas concentraciones de antibidtico y se cultiva a 37°C con
agitacion (200 r.p.m.) por un tiempo de 5-6 horas o hasta llegar a una densidad optica a
600 nm (Acoo) de 0.7-0.9. Con este cultivo sc inoculan 2 L de medio LB fresco
suplementado con antibiéticos y se incuban con agitacion durante 3 horas a 33°C o
hasta lograr una densidad optica a Agog de 0.7-0.9.

Después de este tiempo se induce la expresion de la proteina recombinante con una
concentracion final de 0.6 mM de IPTG, dejando el cultivo por 19 horas a 28°C en
agitacion.

El medio con las bacterias se distribuyen en frascos de plastico con capacidad de 250
mL; se centrifugan a 4,700 r.p.m. por 20 minutos a 4°C y se recupera el paquete celular.
El paquete celular se resuspende en la solucion amortiguadora de sonicacion (fosfato de
sodio 50 mM y cloruro de sodio 300 mM, pH 8.0). Se utilizé6 de 5-10 mL de esta
solucion por | g de peso hiimedo. Este procedimiento se debe realizar sobre hielo.
Congelar las células a —=70°C por | hora.

Descongelar y sonicar las células en hielo a 40 Htz. Se aplican siete pulsos de 1 min de
sonicacion y | min de descanso.

Centrifugar a 3,000 r.p.m. por 20 min para Separar los restos celulares del sobrenadante

y colectar este ultimo. Mantenerlo sobre hielo.




8.

Antes de la cromatografia de afinidad, la resina debe equilibrarse de la siguiente
manera: la resina Ni-NTA (Qiagen, USA) se homogeniza-y-se-toma | mL, se coloca en
un vial de 1.5 mL y se centrifuga a 14,000 r.p.m. por I min. El sobrenadante se descarta
y la resina se lava con 1 mL de solucién amortiguadora de sonicacién, se deja en
agitacion por 3 min a 4°C y se centrifuga a 14,000 r.p.m. por | min (en 5 ocasiones);
finalmente se deja equilibrando en 1 mL de la misma soluciéon amortiguadora en
agitacion, por | hora a 4°C.

Se incuba el sobrenadante con | mL de la resina Ni-NTA (Qiagen, EUA) equilibrada, y .

se agregan 5 U de fosfatasa alcalina. Dejar en agitacion por 1 hora a 4°C,

. Después de la incubacion, centrifugar a 3,000 r.p.m. por 10 min, retirar el sobrenadante

(el sobrenadante se congela para su posterior analisis). La resina se pasa a un vial de 1.5
mL de capacidad y se lava con una solucion amortiguadora de lavado (fosfato de sodio
50 mM, cloruro de sodio 300 mM y glicerol 10% a pH 6.0) previamente esterilizada.
Los lavados se realizan adicionando 1 mL de esta solucion y dejando en agitacion 3 min
a 4°C, centrifugar a 14,000 r.p.n. por 1 min en una microfuga refrigerada (en 8

ocasiones); los sobrenadantes son guardados para su posterior analisis.

. La elucién se realiza incubando la resina en agitacién con una solucion de imidazol 100

mM, 10 min a 4°C y se centrifugar a 14,000 r.p.m. por 1 min (en 3 ocasiones). La
solucion de imidazol 100 mM -se prepara a partir de una solucién concentrada de

imidazol 1 M disuelta en agua estéril.

. Para eliminar el imidazol, la proteina se lava con la solucidon amortiguadora- de

sonicacion y se concentra en un concentrador por centrifugacion: “centricon” (Anticon,

Inc. USA), con una membrana de 10,000 de tamaiio de exclusion,

. Finalmente, la proteina se cuantifica por ¢l método de Bradford y se analiza junto.con

los sobrenadantes, en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE).

Como proteina control para los ensayos de entrecruzamiento con luz ultravioleta, se

utilizo la proteina N433CTCF que tiene etiquetas de histidinas en el extremo amino y en el

carboxilo terminal. Esta proteina es un factor de transcripcion sin dominio de unién a DNA.

Esta proteina fue facilitada por el Dr. Félix Recillas del Instituto de Fisiologia Celular,

UNAM.
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3. ANALISIS DE PROTEINAS

3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).
Esta técnica es muy util para el andlisis de las proteinas presentes en una muestra.
Este método se basa en las propiedades de carga y masa de las proteinas para separarlas a
través de un polimero, por efecto de la corriente eléctrica. Esta técnica permite determinar
la masa molecular aproximada de las proteinas por medio de la comparacién con la

migracion de proteinas de peso molecular conocido (Laemmli, 1970).

SOLUCIONES

POLIACRILAMIDA 30.8% (100mL)
Acrilamida 30 g

Bisacrilamida 0.8g

SOLUCION AMORTIGUADORA A 25X (100 mL)

Tris base 1.5M o l8l7g

SDS al 20% 20w

pH 8.8 e e e
SOLUCION AMORTIGUADORA B 25X (100 mL)
Tris base 1.5M g7y
SDS al 20% S 20 mL

pH 6.8 S

SOLUCION AMORTIGUADORA DE MUESTRA 5X (10 mL)

Tris IM pH 6.8 3.1 mL
Glicerol 5.0 mL
SDS (1% final) 0.5 mL

Azul de bromofenol 10% 0.2 mL ‘ Tl
Por cada 20 pL de esta solucién adicionar 4 uLde B-mercaptoetanol.
SOLUCION AMORTIGUADORA DE CORRIDA 10X (1L)

Tris base 30g o . e
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Glicina
SDS

144 g
10 g-

Utilizar a una concentracion de 1X

Persulfato de amonio 20% (APS)
N,N,N’N’-Tetra-metletilendiamino (TEMED)
Los geles se realizaron de | mm de grosor y la electroforesis se Hevé a caboa 25

mA por gel, por un periodo aproximado de 1.5 hrs.

3.2. Tincién de proteinas con plata en geles de SDS-PAGE.

Esta (écnica fue adaptada del método de entrecruzamiento de RNA:proteina con luz

UV (Schuster, 1990).
SOLUCIONES

SOLUCION |
Metanol

SOLUCION 2

Acido acético

SOLUCION 3

Metanol

SOLUCION 4

Acido acético

SOLUCION 5 (10X) .
KszzO?
HNO;

SOLUCION 6 (100 ml)
Nitrato de plata 12 mM

Preparar al momento

SOLUCION 7
N82C03 0.28 M
Formaldehido al 37%

50%
12%
10%

5%

10 g/L
2.05 mL/L

02g

14.8 gen 500 mL
0.5 mL/L




Preparar al momento

SOLUCION 8

Acido acético 3%

SOLUCION 9

Glicerol %

PROCEDIMIENTO 7

I. Fijar el gel en la solucién 1 por 10 min. Cén agitacion continua.

2. Lavar el gel en solucién 2 por 5 min. ‘ s '

3. Fijar el gel en la solucién 3 por 10min..

4. Lavar el gel en la solucion 4 por § min.

5. Remojar el gel en 50 mL de la. solucion 5 en una dilucion 1X; por ‘15 min..
Posteriormente, lavar el gel abundantemente con agua desionizada. ,

6. Remojar el gel en 50 mL de solucion 6 (Nitrato de plata) por 15 min. Enjuagar 3 veces
con agua desionizada. » Lo

7. Lavar e} gel rapidamente en dos cambios de solucion 7. Agregar un‘t_e'rcé‘ry vbolu‘nien,
esperar el revelado. El revelado tarda de 3 a 15 min. o

8. Descartar la solucion de revelado y detener la reaccion agregando 50 mL de la solucién

8 por 5 min.

Lavar ¢l gel revelado en la solucion 9 por 10 min antes de secarlo.

. TRANSCRIPCION in vitro DE LOS DIFERENTES SEGMENTOS DE

LOS 3’UTRs

Esta téenica fuc descrita por Gruissem y Schuster, 1989, Para la transcripcion del

3’UTR de petD, el plasmido P2* se linearizd con la enzima Xbhal, Posteriormente, se

purifico el plasmido previamente separado en un gel de agarosa, empleando el kit

correspondiente y se eluyé el DNA con agua destilada y desionizada tratada con di-etil

pirocarbonato (DEPC). Este tratamiento se lleva a cabo disolviendo 1 mL de DEPC por

cada litro de agua destilada, se deja en agitacién toda la noche'y se éstéﬁlizada por 2 h.
(H2Opyipe). Para la transcripcion del 3°UTR de psbA, el plasmido pBSpsbAS se linearizé

con BamHl y se purifico como se describié para perD.
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La transcnpcnon de los diferentes segmentos de los 3°UTRs se. reallzo emp]eando
como moldes-los productos- de- los PCRs- purificados: La punficacnon de - los segmentos

sintetizados en la transcripeidn in vitro se reallzé de la mlsma manera que para el seg,memo

completo

PROCEDIMIENTO S N S

I. La reaccién de transcnpc:on se reahz'r en un volumen ﬁna] ‘de ‘ 0 ” LDTT40mMO 5
uL; mezcla de rCTP, rATP rGTP (Inv1trogen EUA) 5 mM rUTP mM buffer de la
T7 RNA pol (Invxtrog,en NY EUA) IX RNasm 40 u (Promeg ;- UA) ‘DNA como
minimo 400 ng, 32P uTP 20 uCl/uL 800 Cl/mmol Il y para: la ﬁanscnpmén de los
segmenlos 0.5 uL, T7 RNA polimerasa (Invitrogen, EUA) 50 U/uL, 1 uL. La reaccion
se -incubd a 37 °C por 2 horas. Si la transcripcion. s realizé a partir de PCR; esta
reaceion se incubd con RQ1 RNase-free DNase 1 U (Promega, Madison, EUA) a 37°C
por 10 min para degradar el molde. ;

El RNA se precipité con NHyOAc 5 M 15 uL y etanol absoluto frio 100 pL, se dejo a

(]

-20°C por una hora y se centrifugé a 12,000 r.p.m. a 4°C.

3. Se retiro el etanol y se agregd 7 ul. de buffer de muestra (xilencianol 0.1%, azul de
bromofenol 0.1% en formamida ). La muestra se desnaturaliz6 por calor durante 5 min
y s¢ corrio en un gel desnaturalizante acrilamida-urea 7 M al 6% en buffer TBE 0.5X.

4. Posterior a la electroforesis, se separé uno de los vidrios y el gel se cubrié con plastico;
se expuso a una pelicula fotografica (aproximadamente 20 seg) para detectar el
producto de transcripcion el cual es recortado y eluido en una soluciéon de NaOAc 3 M
pH 5520 uL; EDTA0.25 M 1 ulL y H,Opgpe 180 pL.

5. Se incubd en agitacion durante toda la noche a 4°C; postenom\ente esta solumon que
contiene el RNA sintetizado se precipité con 500 uL de etanol absoluto’ frlo ‘El tubo se‘
incubd a -20°C una hora. : - '

6. El RNA se recupera centrifugando a 14,000 _r.p.m. por 20' min

El: sobre dante es

descarto y el paquete se resuspende en 10 pl de H:Opgpe. Se utlllzd 1 ].lL p, 'a_lcular '
la concentracion del RNA ya sea por cuentas Cerenkov y/o pot absrbancia a 1260 nm.

Todas las soluciones se prepararon con HaOpgpe y se esterilizaron.
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5. ANALISIS DE RNAs

5.1. Electroforesis de RNA en geles de poliacrilamida desnaturalizante.

Este es un protocolo adaptado de Schuster y Gruissem (1989).

SOLUCIONES

BUFFER TBE 10X 1L
Tris-base 108 ¢
Ac. borico 55g

EDTApH805M 40 mL

Disuelto en HaOpgpe

SOLUCION A

TBE 0.5X
Urea 7™M
Acrilamida , 15 %
Bis-acrilamida 0.75 %

Disuelto en HaOpgpc
SOLUCION B
TBE 05X
Urea 7™
Disuelto en H20pepc
APS 20%
TEMED
PROCEDIMIENTO
El tamafio de los geles empleados fué de 18 x 18 x 0.08 cm.” Se preparé con la

siguiente mezcla:

Solucidén A - S1.5mL
Solucion B 15'mL
APS 20% 55 pL

TEMED 8uL

Antes de cargar las muestras en el gel, se realizé una precorrida a 1000 V hasta

alcanzar una temperatura de 50 °C. Las muestras previamente desnaturalizadas por calor se
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cargaron en los pozos y se corrieron a 20 mA, Este tipo de electroforesis se utiliza para la
purificacion de los RNAs obtenidos por.transcripcion in vitro. El tratamiento del RNA

posterior a la electroforesis se describe en la técnica de transcripcion in vitro en el punto 6.

5.2, Entrecruzamiento de RNA-proteina con luz ultravioleta (X-UV).

Esta técnica fue adaptada elpubhcado por Schuster y Gruissen (1989).

Esta es una metodol’ogié‘rque permite la deteccion de interacciones entre acidos
nucléicos y proteinas. Por esta. técnica es posible estimar el tamaiio de las proteinas que
interacttian con. los éudos mlclélcos En este e¢nsayo las proteinas quedan indirectamente
marcadas por su unién con los acidos nucléicos marcados radiactivamente. El pulso de luz
ultravioleta en esta mezcla de reaccién produce radicales de purinas y pirimidinas que
pueden unirse covalentemente con algin aminodcido cercano como cisteina, serina,
metionina, lisina, arginina, histidina, triptofano, fenilalanina y tirosina. Después la mezcla
de reaccion se traté con RNAsa A, con la finalidad de degradar todo el RNA que no haya
sido protegido por la unién con la proteina. Finalmente la (s) proteina (s) son analizadas por

un SDS-PAGE y una autorradiografia dcl gel.

SOLUCIONES

BUFFER IVT 20X

MgCl, 75 mM
DTT 40 mM
KCi 200 mM

Disuelto en HyOpgpe

BUFFER DE SONICACION

{(Ver protocolo de induccidén de la 24RNP)

RNAsa A I pg/ul -

PROCEDIMIENTO |

l. La mezcla de uhién se realiz6 a un volumen final de 7.5 pL; buffer IVT 0.37 pL y DTT
40 mM 0.2 pL por reaccion. Estos reactivos se mezclaron con el volumen apropiado de
RNA sintetizado para cada reaccion, Esta mezcla se hace interaccionar con la proteina

24RNP a X pL, y con buffef de sonicacién a Z pl.. El volumen X se.modificé para
TT‘L“'((“ F‘Q\\\
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obtener la concentracién de proteina necesaria para el ensayo y el volumen Z es el que
al final sc ajusta para obtener un volumen final de 7.5 -pL.-Se dejan interaccionar-por 5
min a 4°C.

Los tubos se abrieron y se colocaron en un UV-crosslinker (UVP CL-1000). Operado
en el modo Energy se proporcionan 2 pulsos de 1.8 Joules.

Se agrego 1 uL de RNAsa A'y se incubda37°C por 20 min,

Posteriormentc se agregd buffer de carga para muestra (Laemmli), se desnaturallzaron
por calor durante 3 min y se car;,aron en.un gel SDS-PAGE al 15%.

[.a corrida se realiz6 a 25 mA por un. penodo de 1.5-2 horas.

El gel se tifio con plata y se seco

Finalmente se expuso a una placa radiografica y/o utilizando el equipo Molecular
Imagen FX Bio-Rad con ¢l p(og,arama Quantity one, para revelar la unién y realizar la
densitometria correspdndi’eh@ ‘<’:on unidades arbitrarias - del propio programa

denominadas cuentas (CTN).

5.3. Geles de retardo.

Esta técnica sc basa en la diferencia de velocidades de migracion durante la

clectroforesis de RNA solo con respecto a complejos formados de RNA-proteina, en geies
nativos de poliacrilamida (Del Angel, e al., 1989, Carey, 1988).
PREPARACION DE LAS MUESTRAS

SOLUCIONES

BUFFER DE UNION 5X (BB5X) 200uL
H20 pizpe 79.5 uL
HEPES I M 10 uL
MgCl I M - . 8uL -
DTT 10 mM- ' oa2opl
EDTA 200 mM , 0’5 pL
Glicerol 3  : lOO uL '

BUFFER DE SONICACION (utlhzado en la producclén de protefna recombinante).




PROCEDIMIENTO

. Todos los:ensayos de union se realizaron a 4°C y-en un-volumen final de 10 L. Se-
realiza una mezcla 1, de reaccion de unién que contiene por cada ensayo buffer BB5X,
2 pL; RNAsin 0.1 uL y RNA 80 finoles X pL; el volumen X se modifica de acuerdo
con la concentracion del RNA obtenido por transcripeion in vitro.

2. Se realizo la mezcla 2, la cual contiene buffer de sonicacién Y uL y proteina Z pl, la
suma de estos volumenes debe ajustarse junto con la mezcla 1 a 10 pL. El volumen Z
es igual a cero cuando se trata del ensayo de RNA libre; posteriormente este volumen se
incrementa conforme aumenta la concentracion de proteina en cada ensayo. El volumen
Y se ajusta de acuerdo a cada concentracion de proteina a ensayar.

3. La mezcla 1 se incorpora a cada ensayo de la mezcla 2 y se incuban por un periodo de 5

minutos antes de la clectroforesis. Las muestras no se agitan ni se centrifugan.

PREPARACION DEL GEL

SOLUCIONES

POLIACRILAMIDA 16.2% (100.mL)
Acrilamida 16 g
Bisacrilamida 02g

Disuclto en H0 pipe
SOLUCION AMORTIGUADORA TBE 10X (IL)

Tris-base : IOS g,_
Acido Borico 55 g
EDTA0.5 M pH 8 40 mL

Disuelto en HaO prpc

Persulfato de amonio 20% (APS)

TEMED

PROCEDIMIENTO i , ]
Se realizaron geles de poliAaCrilam,iidab":kzil :6% de dimensiones 18 x 18 x 0.3 cm, la

preparacion se realizé como se-indica a cor':tin‘uaciyén.

Buffer TBE 10X - 15mL 3

TES]S CON N
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Acrilamida-bisacrilamida 11.25 mL

H0 pere - _17.25mL
APS 20% 150 pL
TEMED 45 L

Los pozos del gel son lavados minuciosamente con buffer TBE 0.5X el cual es
también utilizado para la corrida. Las condiciones de electroforesis fu'ero’ri “decorriente -
constante a 25 mA por un tiempo de 1.5-2.5 hrs. Posteriormente el gel se seco y se expuso -

en una placa radiografica para su posterior evaluacion.

6. ANALISIS MATEMATICO DE LOS RESULTADOS Y CALCULOS
DE LAS CONSTANTES DE DISOCIACION APARENTES (Kd,)

El' andlisis cinético de los cnsayos de X-UV sc realizd en el programa Origin
version 5.0. El ajuste de los datos se realizo de manera no lineal utilizando ya sea el modelo
hiperbolico representado por la ccuacion de Michaelis y Menten o el modelo sigmoide
representado por la ecuacion de Hill. Para el analisis de las constantes de disociacién
aparentes en los ensayos de retardo sc utilizd el programa de computacion Dynafit. Este es
un programa que fuc desarrollado como herramienta para describir mecanismos de cinética
quimica, cinética enzimatica o unién de ligando y receptor; el programa realiza un analisis
estadistico y simulacion para graficar velocidades iniciales o el curso de una reaccién para
un mecanismo molecular arbitrario represemtado simbdlicamente por una serie de
ecuaciones quimicas. Este programa es capaz de realizar simultdneamente el proceso de-un
gran nimero de curvas las cuales pueden contener hasta 16,000 diferentes datos. La
molecularidad de los pasos de reaccion en el mecanismo puede ser desde cero hasta cuatro.
Este programa utiliza un lenguaje de programacion para datos cientifico (ANSI Fortran-77),
puede ser utilizado en diversos hardwares (IBM-PC, Macintosh) y esta disponible via

internet en la direccion uwmml.pharmacy.wisc.edu. (Kuzmig, 1996).

TSI OO | .

.{] ,\ '—.;’-‘x‘

1

oy
-
»D



RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS DE LOS 3'UTRs

1.1. E1 3’ UTR de psbA.

Por PCR se amplifico la secuencia 3'UTR del gen psbA empleando los iniciadores
que contenfan sitios de restriccion especificos para cada extremo. Este producto fue de 287
pb y comprendia 96 pb de la secuencia codificadora y 184 pb de la regién 3°UTR. Los
extremos de este producto se digirieron con Kpn 1/Bam HI para clonarlo en el pldsmido
pBluescript TI SK (+/-)bajo la secuencia promotora de la RNA polimerasa T7. Este
plésmido recombinante se nombré pBSpsbAS. La clonacién y secuencia se verifico
mediante la obtencion del inserto (Figura 9 A, carriles 2 y 3) y la secuenciacién del mismo

respectivamente (Figura 9 B).

Ay 2 3 B

tgtgctaaccttggtatggaagttatgcatgaacgta 1015
apaeo
2322 — | i atgctcataacttccctctagacctagetgctattgaagect 1057
2027 =
ccatctacaaatggaTARaatttcatttttagcttagtgta 23U

gatgagttagtgaaagtaaaggggcagtgccgatttcttga 64U

564 — caaasacaagaaatcggttattgctcctttactagtactagt 105U
310 — @ tataaatagttcagttataagtaaatttgaataaggggcgg 146U
194 o~ atgtagccaagtggattaaggcagtggattgtgaatcc 184U

Figura 9. Clonacion del 3’UTR de psbA de espinaca. A) Negativo del gel de
agarosa teflido con bromuro de etidio. Carril 1) plasmido con inserto; carril 2) plasmido con
inserto restringido con Kpn 1/Bam HI; carril 3) PCR a partir del plasmido del carril 1. B)
Secuencia del 3’UTR de psbA. En negritas y mayusculas se indica el codén de término de
la traduccién. En negritas y cursiva, la secuencia que forma el tallo-asa. La numeracion
cotresponde a la secuencia del gen a partir del codén de inicio para el primer aminoacido;
la numeracion con “U” indica la secuencia 3> UTR.

Para la sintesis del transcrito radioactivo, el plasmido se linearizo en el sitio Bam HI

y se montd una reaccion de transcripcion in vitro. El producto de la transcripcion in vitro
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fue - de aprokiin’adainen’te 292 nt (287 del"3'UTR mas- 5 nt del vector), con- un-tamafo

estimado de 106.9 kDa.

1.2. EI 3°UTR de perD.

El'plésmido p2* presenta la secuencia 3’UTR clonada bajo el promotor de la RNA
“polimerasa T7. El producto de” la“ transcripcion in vitro tiene aproximadamente 216 nt;
contiene 78 nt de la secuencia codificadora y 138 nt de la secuencia 3’UTR. El tamaiio
estimado de. esta molécula es 79,1 kDa. En la Figura 10 se presenta la secuencia del

fragmento 3’'UTR completo.

406 ggtaccgtagtggccctttggttaggtattggagcaacattacctattg 454
455 < ataaatccctaactttaggoectttttTAAattgatttaattatgaaata 20U
21U acacggcgtgtgtatctagggaatagtcacttcaacgtgaattttccet 69U
70U agatacatctattcaattactttttttcatcttttattttttaaatcaa 118U

119U ttacgaaatgcttttctaga

Figura 10. Secuencia del 3’UTR de perD. En negritas y mayusculas se indica el codén de
término de la traduccion, en negritas y cursiva, la zona del tallo-asa. La numeracion
corresponde a la secuencia del gen a partir del codén de inicio para el primer aminoacido;
la numeracion con “U” indica la secuencia 3° UTR.

1.3. Transcripcion in vitro de los diferentes segmentos de los 3°UTRs.

Los: diferentes segmentos de los 3’UTRs se amplificaron por PCR empleando
iniciadores especificos que incluian la secuencia del promotor de la RNA polimerasa T7 en
el lado 3 correspondicnte y posteriormente se emplearon como moldes para realizar la
transcripcién in vitro. Los RNAs sintetizados se separaron en un gel de acrilamida
desnaturalizante y posteriormente se purificaron. En la Figura ‘11 se presentan las
awtoradiografias de las bandas de los diferentes transcritos sintetizados in vitro, después de
separarsc en los geles de poliacrilamida desnaturalizante y sus estructuras secundarias.

Figura 11A, segmentos correspondientes de psbA, Figura 11 B, segmentos de perD.
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2) 5'T-A L ) 4) T-A¥

Figura 11. A) Transcritos de RNAs obtenidos in vitro de psbA y sus estructuras
secundarias tedricas. Autorradiografia de los fragmentos sintetizados y sus estructuras
teéricas mas estables (AG mas negativos). Los plegamientos se realizaron en el sitio
www.bioinfo.rpi.edu/zukerm/rma/. Los nimeros en paréntesis corresponden al numero del
carril en el gel. Las figuras no se encuentran en la misma escala y la secuencia de cada
estructura puede ser vista en detalle en el apéndice 2.
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Figura 11. B) Transcritos de RNAs obtenidos in vitro de perD y sus estructuras
secundarias tedricas. Igual que la figura 11 A, pero corresondiente a perD. La secuencia

de cada estructura puede ser vista en el apéndice 3.
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2. ANALISIS DE LA UNION DE LA 24RNP RECOMBINANTE A
LOS 3°UTRs DE psbA Y petD in vitro.

Una vez transcrito los segmentos 3’'UTRs de los genes perD (Stern y Gruissem,
1987) y psbA de espinaca, se realizé los experimentos de unién proteina~RNA empleando

la técnica de entrecruzamiento con luz ultravioleta (X-UV) (Figura 12).

A) SDS-PAGE Autorradiografia
kDa 5 6 1 2 3 4 5 6
81 — :
50 —
36 —
b
B) 3 — |[* -y - el
81 —
50 —
36 —
P
30 —_ - el Ay

Figura 12, Controles de unién de los extremos 3’UTRs de psbA y perD. Los 3’'UTRs de
psbA 'y petD radioactivos se entrecruzaron por luz UV con diferentes proteinas. Se
emplearon 1.7 pg de extractos bacterianos (carriles 1 y 2), 1.4 ug de proteinas
recombinantes (carriles 4, 5y 6) y 3 ug de BSA (carriles 3 y 4). La unién se ensay6 con 2
fmol de RNA marcado. En el lado izquierdo de la figura se presentan los SDS-PAGEs
teilidos con plata, a la derecha las autorradiografias. A) Union al extremo 3’UTR de psbA.
Carril 1) extracto proteico de la cepa £. coli M135; carril 2) extracto proteico de E. coli M135,
transformada con el vector sin inserto e inducida con IPTG; carril 3) albiumina de suero
bovina (BSA); carril 4) 24RNP recombinante en presencia de BSA; carril 5) proteina
recombinante N433CTCF con etiquetas de histidinas en los extremos amino y carboxilo
terminal; carril 6) 24RNP recombinante. B) Unién al extremo 3'UTR de perD. Los carriles
corresponden a los experimentos descritos en A),
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Los resultados muestran que a) la 24RNP recombmante se une eﬁcxentemente alos :
3'UTRs de psbA y petD (anura 12, A y B caml 6) b) mnguna protema de la cepa; MIS de B

E. coli empleada para produmr la 24RNP recomblnante, fue capaz de umr

probados (Figura 12, carrites .1 y. 2)’ ©) aln con grandes cantidades de I

cohesnva), en el ensayo, no hubo umén a 1os 3'UTRs (Figura 12, caml_v_':

presencia de BSA obscrvéndose que la’ prcsencm de esta. protema no modifica la umon de

la 24RNP al RNA ni: afecta los resultados del ensayo (F 'gﬁra 3)

24RNPpmoles 008 0.24 032 0.4 0.56 1.6 0.08 024 0.32 0.4 056 1.6
o b ed ﬂ-HT o e s mad P
e W) ed o s 0 St on e
RNAjibre
e - - - -
24RNP/RNA 1 3 4 5 7 20 1 3 4 5 7 20

Figura 13. Unién de la 24RNP al extremo T-A 3’ de psbA, analizado en gel de retardo.
En los ensayos se emplearon 80 fmoles de RNA radioactivo y concentraciones variables de
24RNP. A) Uni6n de 24RNP con RNA, sin BSA. Carril 1, RNA sin proteina; carril 2, 80
fmoles de 24RNP; carril 3, 240 fmoles; carril 4, 320 finoles; carril 5, 400 fmoles; carril 6,
560 fmoles; carril 7, 1.6 pmoles de 24RNP. B) Unidn de 24RNP con RNA, en presencia de
7.9 pmoles de BSA. Los carriles contenian las cantidades de proteina descritas en A.

3. INTERACCION DE LA 24RNP CON LA ESTRUCTURA
SECUNDARIA DE LOS 3’UTRs. OO

ETATO ey
R 43
FALLY.




3.1. Analisis teérico de las estructuras sccundarias en los 3’UTRs.

Se ha descrito la relevancia de la estructura secundaria del RNA en la unién con las
proteinas, por lo que en este trabajo se planted el estudio de la participacion de las
estructuras secundarias en la unién de la 24RNP con los 3° UTRs. Para esto se rea.luo la

unién de la 24RNP a los 3°’UTRs con diferentes grados de desnaturahzacnén Imcnalmente

se realizé un anilisis .tedrico.de las. estructuras secundarias presentes en los.3’UTRs para.......

determinar a que temperatura estas estructuras se desnaturalizaban. Esto se realizé
utilizando el algoritmo de mfold en ¢l sitio www.biocinfo.rpi.edw/zukerm/rna/, al cual se
enviaron a plegar las secuencias de los 3’UTRs de petD y psbA, En la Figura 14 se
muestran los plegamientos tedricos de las conformaciones mds estables a 25 °C. La
prediccion teédrica, las estructuras tipo tallos (doble cadena de RNA), asas y burbujas
(cadenas sencillas de RNA), concuerda con el mapeo con RNAsas publicado por Stern e/
al. (1989), en el cual se determina que el tallo-asa mmas estable corresponde al extremo 3’
maduro del mensaje.

Posteriormente, en el mismo sitio electronico, se realizo el analisis teérico de la
estabilidad de las estructuras secundarias, simulando su plegamiento a diferentes
temperaturas. Se probaron varias temperaturas, pero solo se presentan las estructuras de las
molécuias a temperaturas mayores a 70 °C, que cs donde la mayoria de cllas se
desnaturalizan (Figura 15). La estructura tallo-asa mas estable, que corresponde al 3° del
mensaje maduro, se mantiene atin a temperaturas tan altas como 85 °C. Con los datos
obtenidos de este analisis, se realizaron experimentos de desnaturalizacion por calor de los
3’UTRs, determinando la absorbancia a 260 nm. Estos ensayos de hipercromicidad se
realizaron en un espectrofotémetro controlado por computadora (UV-1601, Shimadzu). Se
observo un aumento de la absorbancia a 85 °C, lo que indica la desnaturalizacién de la
molécula. Esta mayor absorbancia de los 3’UTRs a 85°C, se mantuvo después de incubarse

durante 10 min en hielo, lo que indica que los RNAs se mantienen desnaturalizados en esta

condicion.
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Figura 14, Prediccién de las estructuras secundarias de los 3’UTRs de psbA y peiD.
Las secuencias de los 3*UTRs fueron analizadas en el sitio
www.bioinfo.rpi.edw/zukerm/ma/ en donde fueron plegadas en su conformacién més
estable a 25 °C. Las f{lechas indican la estructura tallo-asa de alta estabilidad, que es hasta
donde se lleva a cabo el procesamiento de los extremos 3’UTRs para producir los mensajes

maduros.
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Desnaturalizacion del extremo de psbA a 75 °C
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Figura 15. Prediccién de la desnaturalizacién por calor de los 3'UTRs de psbA y pelD.
Andlisis tedrico de la desnaturalizacion de las estructuras secundarias a diferentes
temperaturas  (www.bioinforpi.edw/zukerm/ra/). Esta figura presenta dos diferentes
temperaturas en donde se observa la pérdida de las estructuras secundarias con menor
estabilidad y la temperatura mas alta a la cual todavia se conserva la estructura tallo-asa
(85°C).
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3.2: Unién-de 1a 24RNP a los 3°’UTRs desnaturalizados.

___Con la informacién obtenida, se llevé a cabo experimentos de unién de,la:2,4RNP a
los 3’UTRs con su estructura plegada y desnaturalizada por calor a 85 °C y enfriada,
empleando ‘la técnica de X-UV. Los ensayos de las interacciones  proteina  RNAse
realizaron a 4 °C y se repitieron al menos tres veces. El analisis estadistico de los resultados
empleando la prueba t de Student no revelo diferencia significativa. (p=0.1 para- psbA;
p=0.56 para perD) en la unidn con los RNAs plegados o desnaturalizados 'los:cuales ain

conservan la estructura tallo-asa (Figura 16).
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Figura 16. Unién de la 24RNP a los extremos 3'UTRs a diferentes temperaturas. A)
Unién con el extremo 3’UTR de psbA. Se presentan el gel de SDS-PAGE tefiido con plata
y la autorradiografia de la unién realizada a 4 °C sin desnaturalizar y con la estructura
previamente desnaturalizada a 85 °C. Se utilizaron 20 pmoles de proteina (500 ng) y 40
fmoles de RNA marcado. B) Unidn con el extremo de perD bajo las mismas condiciones

ensayadas en A,
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3.3. Unioén dc la 24RNP a los 3'UTRs en presencia de competidor,

Para conocer la afinidad de la 24RNP por su RNA blanco,se:rféalizaron ensayos de -
competencia con tRNA de levadura. Estos ensayos se realizaron,entfécy:}fu'z'a'ndo a la proteina
en presencia de concentraciones crecientes de tRNA como cd‘mpéiid’c‘)rkri (50 220,000 veces
mis) y con el RNA desnaturalizado por calor (Figura 17). Los ehséyoé devcompetencias se

realizaron en condiciones similares a las publicadas anteriormente (Stern ¢ al., 1989).

A) ~ 3UTR Sin desnaturalizar Desnaturalizado
tRNA B meiir . O NG Ry PR
SDS-PAGE A i
Autorradio L
rleminn
B) : . :
SDS-PAGE | ™™ =~ o wovwr gute wiwe doids] | T Wmar wmle e e e dod
Autorradio | v wns e Qi o o - | | F= “‘*‘**M

Figura 17, Union de Ia 24RNP a los extremos 3’UTRs, a diferentes temperaturas y con
tRNA como competidor. A) Gel SDS-PAGE y autorradiografia obtenida de la unién
realizada con el extremo de pshA a 4 °C sin desnaturalizar y con la estructura previamente
desnaturalizada a 85 °C, en concentraciones crecientes de tRNA en los dos casos. En este
cnsayo se utilizaron 20 pmoles de 24RNP (500 ng), 2 fmoles de RNA marcado y 50, 100,
200, 1,000, 2,000 y 20,000 veces mas (0.1, 0.2, 0.4, 2, 4 y 40 pmoles) de tRNA como
competidor. B) Union con el extremo pesD bajo las mismas condiciones ensayadas para

pybA.

En este ensayo sc observo la selectividad de la 24RNP por su blanco. En todos los
casos, con excepcion de 20,000 veces mas IRNA que 3°UTR (Figura 17, Gltimo carril), la
unién de la 24RNP a los 3’UTRs blanco no disminuyd en presencia del competidor, ni en
los experimentos con RNA plegado o RNA desnaturalizado (Figura 17, comparar carril sin
competidor con los otros carriles, en todos los casos). En algunos casos, se observa un

aumento en la unién al RNA blanco en presencia de competidor.
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4. UNION DE LA 24RNP AL 3’UTR DE PsbA ANALIZADA POR X-

4.1. Umén de 1a 24RNP al 3’UTR de psbA completo.

Se reahzé la unién de la 24RNP con el 3’UTR completo de pshbA empleando
ensayos de X-UV, tal como se describe en la seccion 5.2 de Materiales y Métodos, En estos
; cnqayos sé ehlblem‘ml cantidades constantes de RNA y cantidades variables de 15724RNP'

(Figura 18 A). Estos experimentos se repitieron al menos tres veces. '
Con los datos de la densitometria de las bandas, se construyd una gréfica de.la.
fraccién unida con respecto a la concentracion de proteina. Estos datos sé analiéaron por

medio de regresion no lineal, ajustando los datos a la ecuacion de Hill,"a una: doble
ecuacion de Hill, utilizando el programa Origin 5.0. La unién de la proteina  muestra una
tendencia sigmoide, lo que indica que su unién es cooperativa. Ademés el ajuste a la doble
ecuacion de Hill muestra dos componentes, el primero con una Kos de 0.95 M y el
segundo con una Kos de 4.75 uM, csto indica la presencia de un componente de mayor
afinidad que el segundo. Los valores de union maxima (Bmax) fueron 9 veces mas grandces
para ¢l scgundo componcnte que para ¢l primero (10,7 y 1.07 unidades relativas de fraccidn
unida, respectivamente). Por otro lado, los valores de n, que representan el nimero de Hill,
fucron mayores a 6 para ambos componentes, lo que indica que al menos seis subunidades

podrian estarse uniendo al RNA (Figura 18 B).

4.2, Unidn de la 24RNP a diferentes segmentos del 3° UTR de psbA.

Para determinar si la 24RNP era capaz de unirse a los diferentes segmentos de los
3’UTRs, o si solo reconocia una regidon especifica a lo largo del fragmento completo, se
realizaron diferentes ensayos de X-UV, seccionando los extremos completos y produciendo
scgmentos de RNA mas cortos: marcados radiactivamente (Figura 8, Tabla 3). Los
resultados se analizaron por densitometria y los valores para cada mediciéon se analizaron -
de acuerdo con el niunero: de. uracilos marcados radiactivamente incorporados a cada
segmento (Tabla 3). Los valores obtenidos se graficaron y se presentan en la Figura 19,
Todos los resulmdos se anahzaron con el programa Origin 5.0. Con base en las curvas

obtenidas, los datos del.scgmcnto 5%.y.5° TA se analizaron con el modelo de Hill, mientras
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que-la-unién a-los segmentos -T-A, 3> y T-A 3’  se analizaron -ajustando-los-datos a“la

ccuacion de Michaelis Menten,

4 8 12 20 29 41 62 83 104 pmol 24RNP
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Figura 18, Ensayo de unién de la 24RNP al segmento 3’UTR de psbA. A) SDS-PAGE
teiiido con plata y autorradiografia del X-UV. Se utilizaron concentraciones de 4 a 104
pmol (0.1-2.5 ng) de 24RNP y 80 finol del transcrito por ensayo. B) Grafica construida a
partir de los datos en A. Las barras representan la desviacion estandar de al menos tres
repeticiones. El inserto en la grafica representa el porcentaje de residuales obtenidos del

ajustc al modelo empleado.
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Figura 19. Grifica de los datos obtenidos a partir del X-UV con los diferentes
segmentos. Por las diferencias de escalas del segimento T-A 3” con respecto a los demas
segmentos, los datos para cstos ltimos se presentan en el inserto.

En la Tabla 4 se presentan los datos de union maxima (B,4.), Ko s y el numero de

Hill (n), para los difcrentes segmentos.

Tabla 4. Pariametros de union a los diferentes segmentos de psbA

" Union Mixima

xZ

Segmento (CTN/UTP* 80 fmol RNA) Kas (M) Nimero n ‘
|5 == [ 152402 | 245205 | 20207 | 000568
:ET-A‘ == 14709 094203 1| 000879
Elpe— 132206 | 041007 i 0.00078 .
[5TA oo 0385006 | 129%06 487296 000392 |
[TAs o= G112 | 163%07 | 1 | T35
l ' Los> res>ultz;1dos muestran qﬁe mzlas-;)vfdtéflia; sé uﬁen aylhfragﬁlc.ntov T-A 3’ én‘
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‘Los resultados -muestran -que--mas proteinas - se'-unen -al: fragmento- T-A 3’ ‘en

comparaci6én-con:los demas segmentos. Sin embargo, la proteina presentd-mayor afinidad

por los ‘segméntps 3’y T-A. Las uniones a los segmentos 5° y 5° T-A mostraron
connpqrtamiehto‘:f'cboperativo. La afinidad por los segmentos compuestos fue parecida entre

5. UN,ION, DE LA 24RNP AL 3’UTR DE perD ANALIZADA POR X-UV.

5.1. Uni6n de 1a 24RNP al 3’ UTR completo de perD.
Este analisis se realizd previamente en nuestro laboratorio como trabajo de tesis de
Maestria de Edith Diaz Mircles (2000). En este ensayo se obscrvé un comportamiento

parecido al presentado para el 3°UTR de pshA. Estos datos se muestran en el apéndice 1.

5.2. Union de la 24RNP a diferentes segmentos del 3°UTR de perD.
Los datos de union obtenidos por X-UV para los diferentes segmentos de peiD
(Figura. 8, Tabla 3) se analizaron de manera similar a los de pshA. Los datos se

normalizaron por el nimero de uracilos en cada molécula y se presentan en 1a Figura 20.
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T T T T v T v
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Figura 20. Tendencia de los datos obtenidos a partir del X-UYV, con los diferentes

segmentos.
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Los resultadosk de los:segmentos 57, T-A, 5>-T-A-'y 3’ se analizaron con el modelo de

Michaelis Menten, mientras que el segmento T-A 3° se analizé con la ccuacién de Hill. Los

parametros se presentan cn la Tabla 5.

Tabla 5. Parametros de unién a los diferentes segmentos de perD

T T T
Segmento | Ko.s (UM) Numeron | X

. (CTN/UTP* 80 fmol RNA |/ : ;
5 ——= |  so01x04 | 187x06 | 1 | 007384 |
T-A < 3.84 + 0.4 194+ 0.4 1 L 0.00217
EQpp— 141+0.2 041+ 0.1 1 ' 0.00578
STA 6.69 + 0.7 438415 1 0.15833
T-A3 < © 0.78 +0.05 T129+04 | 49683 | 000918 |

La unién maxima a este mensaje fue mayor en el segmento 5° T-A, posteriormente

en los segimentos sencillos y con menor uniéon a segmento T-A 3°, Estos resultados son

diferentes a los obtenidos con el extremo de pshA. La 24RNP presentd una mayor afinidad

por el extremo 3°, tuvo una afinidad semejante por el T-A 3’5’y T-A y una afinidad 10

veces menor que para el mas afin, por el 5° T-A. Este comportamiento es semejante al

presentado por psbA.

La union al segmento T-A 3’ es cooperativa. Este comportamiento no fue similar al

obtenido para psbA.




6. UNION DE LA 24RNP A LOS EXTREMOS 3'UTRs COMPLETOS,
ANALIZADA POR GELES DE RETARDO.
in unién de la 24RNP a los 3’UTRs completos de psbA y petD también se analizo

empleando la técnica de geles de retardo. Para el caso de la unién a psbA, se emplearon
cantidades de 24RNP de 1 a 500 veces mayores que la del RNA presente en la reaccion.

Con este ensayo se lograron definir seis complejos para pshA y siete complejos-de retardo =~

para petD (Figuras 21 y 22, panel A). En los ensayos con concentraciones equimolares de
24RNP y de RNA, no se detecta la formacion de complejos. La presencia de complejos se
comienza a ver cuando cantidades de 24RNP son 10 veces mayores que la del RNA. Con
una relacion de 40 veces mas 24RNP que RNA se logra observar la mayor cantidad‘.de .
complejos (hasta cinco). En los ensayos con concentraciones mayores de 50 veceskmké's de
24RNP que del RNA, no se observa RNA libre (punto de saturacién de RNA). A mayor
concentracion de proteina, el tamaifio de los complejos va aumentando, desapareciehdo los
de menor tamaiio y apareciendo complejos de tamafio mayor. En los ensayos con relaciones
de RNA:proteina de 1:500 para pshA y de 1: 500 o menores a 800 veces para petD, solo se
observa un complejo de gran tamaiio (punto de saturacién de complejos).

Cuando sc realizan los ensayos en las mismas condiciones, aunque en algunos casds
con mayores proporciones 2dRNP-RNA (50-775 veces), y en presencia de tRNA como
competidor (Figuras 21 y 22, panel B), no se logran resolver adecuadamente los complejos
observados sin competidor, obteniéndose una sola banda por carril, aunque'muy béfﬁda.
Sin embargo, la unién de la 24RNP al RNA debe ser semejante a lo que ocurre eh el ensayo
sin competidor, pues a medida que se analizan m'lyores concentracxones de 24RNP.en el

ensayo, se observa un mayor relardo del RNA lo que mdlca la formacxén de complejos de

mayor tamafo. , : i

En la Figura 22 se presewa él ens ayo de umon al extremo completo de pefD. En
ausencia de compeudor s€ obs V2 i te' dlferenles comple_]os de forma similar al
ensayo con ‘el extremo complet‘ (I_f'lgura 21). Cuando el andlisis se realizé en
presencia de lRNA de: levad ‘a c’qhbétfddr, no se definen los diferentes complejos.
Sin embargo, se obserya mayor rétzrlfd'or de 1a migracién del RNA conforme aumenta la

concentracion de 24RNP.. Estos resultados indican la unién consecutiva de diferente

nimero de proteinas a las moléculas de RNA.,
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Figura 21. Unién de la 24RNP al extremo 3’UTR completo de psbA. A) Diferentes
concentraciones de 24RNP (0.08-40 pmoles) se pusieron a interaccionar con el extremo
completo de psbA (80 fimoles) marcado radiactivamente y se analizaron en un gel de
retardo. B) Mismo experimento que en A) pero en presencia de tRNA de levadura como
competidor. Se utilizaron 18.2 pmoles de competidor (227.5 veces méas que el 3’'UTR) y 4-
62 pmoles de 24RNP. Cada ensayo tiene 8 U de RNasin como inhibidor de RNAsas. En el
extremo izquierdo de la figura se indica la concentracién de proteina utilizada, la migracion
del RNA libre y la relacién de proteina:RNA ensayada en cada carril.
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Figura 22, Unién de la 24RNP al extremo 3’UTR completo de perD. A) Diferentes
concentraciones de 24RNP (0.08-40 pmoles) se pusieron a interaccionar con el extremo
completo de perD (80 fmoles) marcado radiactivamente y se analizaron en un gel de
retardo. B) Mismo experimento que en A) pero en presencia de tRNA de levadura como
competidor. Se utilizaron 18.2 pmoles de competidor (227.5 veces mas que el 3’UTR) y 4-
62 pmoles de 24RNP. Cada ensayo tiene 8 U de RNasin como inhibidor de RNAsas. En el
extremo izquierdo de la figura se indica la concentracion de proteina utilizada, la migracién
del RNA libre y la relacion de Proteina:RNA ensayada en cada carril.

A pesar de que la formacion de diferentes complejos en los geles de retardo es
indicativa de la unién de varias moléculas de 24RNP, no fue posible obtener informacién

de la estequiometria de union de la 24RNP con el RNA de los diferentes extremos.
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7. ANALISIS DE LA UNION DE LA 24RNP A LOS DIFERENTES

SEGMENTOS DE psbA y petD, EMPLEANDO GELES DE RETARDO.
Se realizaron ensayos de union con los diferentes segmentos de los extremos 3’'UTR

de psbA y petD de acuerdo al diseilo explicado en la Figura 8 y en la Tabla 3. En este caso

se empleo la técnica de geles de retardo para su analisis.

7.1. Uni6n de Ia 24RNP a los segmentos 5° de psbA y petD.

A continuacién se describe la union de la proteina al segmento 5° (Tabla 3). Para
psbA se observod la presencia del primer complejo cuando la relacion de RNA y proteina
fue 1:1. A concentraciones altas de proteina se obtuvieron cuatro diferentes complejos y a
concentraciones de 24RNP de 20 veces mayores que del RNA existe poco RNA libre y se
mantiene asi hasta cuando se llegan a la relacion de 140 veces mas 24RNP que RNA
(Figura 23 A).

En el ensayo de unién realizado para el extremo 5° de petD se observd la
presencia - del primer . complejo dcbsd{:; 80 fmoles de proteina ‘(rel‘acién 1:1). A
concentraciones altas de proteina también se observaron haéta cuatro diferentes com'plejos
como con el psbA. En concentraciones en donde existen 60 veces mas proteina que RNA,

casi no hay RNA libre pero desaparece totalmente cuando la relacion proteina:RNA es

arriba de 100 (Figura 23 B).
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Figura 23. Unién de Ia 24RNP al segmento 5’, analizado por gel de retardo. A)
Diferentes concentraciones de 24RNP (0.08-16 pmoles) se pusieron a interaccionar con el
segmento 5° de psbA (80 fmoles) marcado radiactivamente y se analizaron en un gel de
retardo. B) Diferentes concentraciones de 24RNP (0.08-40 pmoles) interaccionaron con el
segmento 5° de perD (80 fimoles) marcado radiactivamente y se analizaron en un gel de
retardo. En cada ensayo se utiliz6 8 U de RNasin como inhibidor de RNAsas. En el
extremo izquierdo de la figura se indica la concentracion de proteina utilizada, la migracion
del RNA libre y la relacion de Proteina:RNA ensayada en cada carril.
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En-la Fig,urd 24 se grafican-los datos del ensayo de unién de: la'>24RNP'a"ps'bA

estudiados por geles de retardo. Esta figura presenta la. foqnaplon de  los dlferentes L

complejos a concentrac1ones creclentes de 24RNP, asi como: la dlsmmucxon raplda del
RNA libre a concentracnones bajas de proteina. Este comportamlento se: presemé con todoq
los segmentos en estudlo, aunque varié con relacion al numero de comple_]os que se’

formaron, ya que es dlferente para cada segmento, - o o
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Figura 24. Comportamiento de unién de la 24RNP al 5’ de psbA, analizado por el
ensayo de retardo. En esta grafica se representa el comportamiento de formacion de los
complejos y la disminucién pronunciada de RNA libre a bajas concentraciones de 24RNP.

7.2. Unién de 1a 24RNP a los segmentos T-A de psbA y petD.

La unién de la proteina al segmento T-A de psbA, se presenta en la Figura 25 A. En
este caso, se observo la presencia del primer complejo con 8 nM de proteina
(equimolaridad). A concentraciones altas de proteina se formaron dos complejos.
Concentraciones superiores a 0.32 nM de 24RNP son suficientes para titular al RNA.

En el ensayo correspondiente al segmento T-A de petD se observé la formacion de
un complejo a partir de 80 finoles de proteina (ensayo equimolar), Concentraciones de
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proteina -por arriba de 2.4 pmolesrréon suficientes pafa'titularf al RNA(F:guraZS B). A

diferencia del estudio con el T-A de psbA, con el T-A de petD s6lo se observs la formacién

de un comﬁlejo. -
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Figura 25. Unién de la 24RNP a los segmentos T-A. A) Diferentes concentraciones de
24RNP (0.08-8 pmoles) fueron puestas a interaccionar con el segmento T-A (tallo-asa) de
psbA (80 finoles) marcado radiactivamente y analizado por geles de retardo, B) Mismas
condiciones que en A) pero empleando el T-A de perD.

7.3. Union de la 24RNP a los segmentos 3’ de psbA y petD.
En el andlisis de la unién de la proteina al segmento 3 de psbA se encontrd la
formacion del primer complejo a 500 fmoles de 24RNP. Ademés, se observaron dos

complejos a concentraciones por arriba de 4 pmoles de proteina y esa misma condicién es
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suficiente para tltular al RNA (Figura 26 A). En la- umon de la protefna al segmento 3" de-
petD se encontré la presencna del pnmer compleJo a 80 fmoles de 24RNP Ademés se

encontraron dos complejos a concentraciones mayores de 4 pmoles de proteina, en donde se

08 1.6 28 4 5.6 68 12 16

A). ,,A724R§lipﬁ1@lers’ 0_0.08 0.2 04 0.5

Y
- o bt s — psbA

RNAIlbre u . N ‘“ . ' -

24RNP : RNA 1 3 5 7 10 20 35 50 70 85 150 200

60 008 02 1.6 4 6 8 12

B) 24RNP pmoles

petD

RNAire

24RNP : RNA 1 3 20 50 75 100 150

Figura 26. Uni6én de Ia 24RNP al segmento 3’. A) Diferentes concentraciones de la
24RNP (0.08-16 pmoles) fueron ensayadas con (80 fmoles) del 3’ de psbA marcado
radiactivamente y analizado por gel de retardo. B) Ensayo de la 24RNP (0.08-12 pmoles)

con el 3’ de petD radiactivo (80 fmoles).

7.4. Unién de la 24RNP a los segmentos 5° T-A de psbA y perD.
Los ensayos de union de la 24RNP a los segmentos compuestos (5’ T-A y T-A 3°)
se llevaron a cabo con la finalidad observar el comportamiento de unién en segmentos que

tuvieran el tallo-asa y otro segmento asociado, ya sea hacxa su 5’ o hacia su 3°. Estos
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ensayos-se reahzaron en presencna y ausencxa de tRNA de levadura como competldor Enla

umén de la protema al segmento s T-A d » psbA se- observé la formamén de dos

complejos El pnmer complejo se formé con 500 ﬁnoles de protema y el segundo comple_]o

a concentracnones mayores a 1.6 pmoles de 24RNP (F“ ura 27 A)

1.6 8

A)  24RNP pmoles 0 008 o

RNAibre

24RNP : RNA 1 5 7 20 100

B) 24RNP pmales 0 8 16 24 40 55 62 71 79 95

RNAIIhre

24RNP : RNA 100 200 300 500 687 775 887 987 1187

Figura 27. Unién de Ia 24RNP al segmento 5° T-A de psbA. A) Diferentes
concentraciones de la 24RNP (0.08-8 pmoles) interaccionaron con el 5’ T-A de psbA (80
fmoles) marcado radiactivamente y fueron analizadas por geles de retardo. B) Los mismos
ensayos con mayores cantidades de 24RNP (8-95 pmoles) y en presencia de 17.2 pmol de
tRNA de levaduras como competidor.

El ensayo de unién en presencia de tRNA como competidor reveld la formacion de
dos complejos, como lo observado en el ensayo sin competidor, pero estos se formaban con
mayor cantidad de proteina (Figura 27 B).

En la unién de la proteina al segmento 5’ T-A de perD se observé la formacién del

primer complejo a 500 fmoles de proteina. Ademds, se formd un segundo complejo a
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cantidades mayores de 1.6 pmoles de protema Cuando el ensayo de unlon se en: presencna -
' mplejos col no se encontré en

de tRNA como competidor, se observé lz formacn(m de do:

el ensayo sin competidor (Figura 28)

A) 24RNP pmoles 0 0.08 056 08 12 1.6 32 4

i

v et
RNAjipre F“u“““d

24RNP : RNA 1 7 10 1S 20 40 50

B) 24RNP pmoles 0 8 16 24 40 55 62 71 79 95

RNAnre ’ u

24RNP : RNA 100 200 300 500 687 775 887 987 1187

Figura 28. Uni6n de la 24RNP al segmento 5’ T-A de petD. A) Unién de la 24RNP a
diferentes concentraciones con el extremo 5’ T-A de petD. Se utilizaron 80 fmoles de RNA
marcado y 0.08-4 pmoles de proteina. B) Unidn con competidor. Se utilizaron 80 finoles de
RNA marcado, 8-95 pmoles de proteina y 17.2 pmol de tRNA.,

7.5. Union de la 24RNP a los segmentos T-A 3’ de psbA y petD.
La union de la proteina al segmento T-A 3’ de psbA se muestra en la Figura 29 A.

La formacion del primer complejo aparece a partir de 240 fmoles de proteina. El segundo

T‘* 515 (,




complejo-se observc')r en pi'esencié' de- édncéntfaciones altas de protefna (4 pmoles). Se

ensayo tambxén la umon en- presencla de tRNA como competldor, encontrandose

basncamente el mlsmo comportamxento que en el ensayo sin competidor (Figura 29 B).

A) 2'4R'1;{P i)Altn(v)ljeS' 0 024 1.6 4 8

. —
RNAlibI‘t “ i u i “ ] J

24RNP : RNA 3 20 50 100

B) 24RNP pmoles 0 8 16 24 40 55 62 71 79 95

e L L L A i

RNAjipre diin oa»

24RNP : RNA 100 200 300 495 678 775 887 987 1187

Figura 29. Unién de la 24RNP al segmento T-A 3’ de psbA. A) Diferentes
concentraciones de la 24RNP (0.24-8 pmoles) fueron incubadas con el extremo T-A 3’ de
psbA (80 fmoles) marcado radiactivamente y analizadas por geles de retardo. B) Mismo
experimento que en A pero empleando 8-95 pmoles de proteina y tRNA de levaduras (17.2
pmol) como competidor.

En el ensayo con el segmento T-A 3’ de petD se observé la formacion de dos

complejos, el primero se formé con 80 fimoles de proteina, el segundo se encontré a partir




de 200 fmoles de prOteina'.vSe‘ realiz6 un ensayo con tRNA-como competidor encontrandose

el mismo comportamiento que en el ensayo sm compendor(Flgura 30).

A)  24RNP pmoles 0 008 02 03 04 05 0.6

RNAjbre N baid

&

24RNP : RNA 1 3 4 5 7 20

B) 24RNP pmoles 0 8 16 24 40 55 95 190 285

- e e ame eme W NER

RNAuore | S Wl i oous o i

24RNP : RNA 100 200 300 500 693 1187 2374 3561

Figura 30. Unién de la 24RNP al segmento T-A 3' de perD. A) Diferentes
concentraciones de 24RNP (0.08-1.6 pmoles) se incubaron con el extremo T-A 3’ de petD
(80 fimoles) marcado radiactivamente y se analizaron por geles de retardo. B) Unién en
presencia de tRNA como competidor (17.2 pmol). Se emplearon 8-285 pmoles de proteina.
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8. ANALISIS MATEMATICO DE LA UNION DE LA 24RNP A LOS
DIFERENTES SEGMENTOS (PROGRAMA DYNAFIT).

Este programa se utiliz6 para analizar la unién de la proteina a los diferentes
secgmentos de los 3’UTRs, utilizando las densitometrias obtenidas en los ensayos de
retardo. El lenguaje de programacion que utiliza el Dynafit es con base en la creacion de
archivos de entrada de texto en cédigo ASCII y la utilizacion del sistema de ment
desplegado por el propio programa. Bdsicamente se utilizan tres tipos de archivos de
entrada para cada andlisis. En el primer archivo, tipo texto, se capturan los datos
experimentales, los cuales se ordenaron en columnas. En nuestro caso fueron la
concentracion de proteina ensayada y la disminucion de la sefial de RNAj, con base en la
seital a 80 finoles de RNA en la reaccién sin proteina (Tabla 6). En el segundo archivo se
almacenan diferentes parametros del andlisis a realizar, como el niumero de iteraciones,
intervalo de tolerancia, etc. En el tercer archivo se describe la propuesta del mecanismo de
reaccion, ¢l numero de las constantes, la estimacion de los parametros, etc, En este archivo
también se especifica la localizacion de los archivos de datos anteriormente- mencionados y

el lugar en donde se¢ almacenaran los archivo de resultados.

*(Prot nM)  (RNAlibre nM)

8 6.7

24 6.5

40 6.6

56 6.4

80 5.7 ,

160 5.15 Tabla 6. Archivo tipoe texto. Ejemplo del

400 C 0 archivo creado para los datos de
, densitometria de la seiial obtenida de los

geles de retardo.

Para el anélisis de los datos obtenidos a partir de los geles de retardo se propusieron
dos diferentes modelos. El primer modelo, al cual nombramos de alta afinidad, propone la
uniéon cooperativa de la 24RNP al RNA. Este modelo fue propuesto a partir de Ia

informacién obtenida en el analisis por X-UV de la interacciéon de la 24RNP con los
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3’UTRs completos (Figura 18 y Diaz-Mireles, 2000) en los cuales se observan curvas de
tipo sigmoide que reflejan este tipo de-comportamiento;-y-por-la:disminucion abrupta del=
RNA libre observada en todos los ensayos y mostrada en la Figura 24. Este modelo supone

la unién consecutiva de las proteinas con alta afinidad, al RNA.

RNA + Prot; <> RNA-Prot; +Prot; <« "RNA-Protiz
K] KZ i

El segundo modelo propone la dimerizacion de la proteina.como primer paso y su
posterior unién al RNA, Esto se propone debido a la rapida disminuciéon de RNA libre a lo

largo de cada ensayo.

Prot+Prot « Prot* + RNA <  RNA-Prot* + Pro»t*; <> RNA-Prot**
K, K, ’ oo : S Ks '

En las Flg,urm 3I y 32 se mueslran ejemploe de arclnvos del tetcer tipo creados

para los dos mode]os propuestm
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. necriptFile s

\petDRNA1\model3,txt

[task}]

data = equilibria
task = fit

[mechanism]

P + R <==> PR : K1 dissoc.
PR + P <==> PR2 1 K2 dissoc.

[constants]
K1 = 1000?, K2 = 107,

{concentrations)

P =0, R=1?, PR = 0?7, PR2 = O
[equilibria)

monitor PR, PR2

directory . /petDRNAl/data

extension txt

variable P
files 3compl

[output]
directory . /petbDRNAl/output
[settings}

RelTolerance = 1l.e-10
Interrump = 100000

Figura 31. Ejemplo de
archivo Dynafit para el
modelo de alta afinidad.
Archivo de entrada de
texto ASCII. Este
archivo fue utilizado para

el segmento 3° de perD.

La Figura 32 nllxestra‘,el,v'archivo'cre’adorpara el modelo en:el que se propone la

dimerizacién como primer paso para su posterior unién con RNA.
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T L SCript File

Figura 32. Ejemplo de

archivo Dynafit para el

ApetDRNA\model3.txt . . .
P modelo de  dimerizacién.

[task] .
Archivo de entrada de texto

data = equilibria

task = fit ASCIL. Este archivo fue creado
hani

(mechanisn] para el segmento 3’ de perD.
P+ P <==> P’ : K1 dissoc.
P' + R <==> PR H K2 dissoc.
PR + P' <==> PR2 : K3 dissoc.

{constants]
Kl = 10000000, K2 = 17, K3 = 0.17?
[concentrations)
R = 1
{responses]
P =0, R=1?, PR =07?, PR2 ; o]
[equilibria}
directory ./petDRNA/data
extension txt

variable P
files 3compl

{output]

directory . /petDRNA/output

Con los datos experimentales compilados, el programa genera una serie de graficas
en donde se presentan los datos ajustados al modelo propuesto y la tendencia de los datos
de acuerdo con el anélisis de residuales (Figura 33). Esta figura representa las graficas para
el modelo de dimerizacién. Sin embargo, las graficas para el modelo de alta afinidad son

similares.
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Figura 33. Grificas obtenidas del
andlisis del segmento 3° de psbA
empleando el modelo de dimerizacién.
A) Grafica de los datos obtenidos en este
ensayo. B) Ajuste de los datos a la curva
de acuerdo con el modelo propuesto. C)
Andlisis de la tendencia de los datos por
medio de los residuales.
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Finalmente se genera una tabla de resultados con los valores de las constantes del

modelo (Figura 34). En la columna “parameter” se presentan los parametros o las

constantes que describen el mecanismo propuesto. La columna “initial”” muestra ‘los

valores iniciales de los parametros. La columna “fit” presenta el valor de los parametros

ajustados después de que se llevé a cabo el ajuste de los datos del modelo propuesto y la

columna “crror” y “porciento™ en signo, presenta el error estandar y el error en porcentaje

respectivamente.




i’-'b?rr{é”l"ét'éﬁda?&“EFFci"ré""""" N T T
| Parameter | Initial {(Error | %
Ky | 4.7
Ky T12.7
(e T[o01808 i
M rer [0.0190 (0.0

Figura 34. Tabla de

resultados. Esta tabla
de resultados es
desplegada por el
programa Dynafit. El

modelo utilizado fue el
de alta afinidad, con el
segmento 5° de perD.

Con este programa se realizo el ajuste de los resultados de la unién de la 24RNP a

los 10 diferentes segmentos de pefD y psbA por geles de retardo.

Para el modelo de alta afinidad los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Constantes aparentes obtenidas a partir del modelo de alta afinidad

; ’ petD PsbA
TsEemenTo | TRk ke F T ey T T ey
TSRS 430 1347 | 272313466 | 11892 £202 | 2084119

A TS T T 760 104 | 3094558 | 11586 4186 | $12%149

3 318£256 | 11689 £202 | 409172 |

TSTA S 11601 2441 | a98%391 | 734 £1727 i. 546, '6":'1—7'5:;“?

T-A3 P | 11634 £362 | 4663285 | 1156.5 £498 J 53.4%445

*Las constantes ilpa'rcAntcs estan dadas en valores de nM.

Los resultados de las constantes obtenidas por el modelo de dimerizacién de la

proteina para su posterior union con el RNA se presentan en Ia Tabla 8.




Tabla 8. Constantes aparentes obtenidas a partir del modelo de dimerizacién

S B e .
| SEGMENTO | *Kd: |  *Kds | *Kd» |  *Kd; |
5 = 100117£0001|  191.6+214 | 000218 +00007} 1939778
T-A P | 00842£0041| 0.00015:8.1e5 | 000770003 00185 i'ofbi‘éz"':
37 —— | 2122419 | 77c7£705¢7 | 0.0086%0004 | 00068 +0.0075 |
iS'T-A g7 | 143:395 | 000281007 |  14:43 00005 £ 0,007
TAT &p  [oo00eaz0007| | 0az01 | 1542235 | 47ese7308 |

*Las constantes aparcntes estin dadas en valores de nM.

El valor asignado de Kd, para el modelo de dimerizacion fue de 1 x 107, Este es un
valor propuesto para la afinidad entre la proteina.

Las constantes Kd; obtenidas ajustando los datos al mecanismo de alta afinidad
(Tabla 7) son muy parecidas entre si. La proteina tiene mayor afinidad por el segmento 5°
de patD y 5° T-A de psbA. Las Kz fueron mas pequeiias que las K,, indicando mayor
afinidad después de la primera union. Las K; de los segmentos 5° y 5° T-A de petD y psbA
respectivamente fucron menores que las K; de los otros segmentos.

El valor de las constantes aparentes obtenidas para este mecanismo de alta afinidad
(1tM) es similar al de las Kg s obtenidas por la técnica de X-UV (Tablas 4 y 5).

El valor de las K; para ¢l mecanismo de dimerizacion de la proteina antes de su
union al RNA (Tabla 8) mostraron que el dimero tiene mayor afinidad por los segmentos 5’
y T-A 3’ de petD y por los segmentos sencillos de psbA, siendo mas afin por el 5 y
posteriormente por el T-A y 3°. La tendencia de las constantes K, no fue consistente con las
obtenidas para el modelo de alta afinidad. El valor de las K3 indican una interaccién
proteina-RNA con una menor afinidad que las que describen las Ka. Sin embargo, las
desviaciones estandar, -asi como el Verrror estandar es muy alto. El valor de las constantes

para este modelo varia del orden‘pM-nM;
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DISCUSION

1. LA 24RNP RECOMBINANTE SE UNE A LOS 3’UTRs DE psbA Y

petD in vitro.

La utilizacion de plasmidos pQE para la expresién de proteinas recombinantes es de
gran utilidad, ya que la purificacion de éstas se facilita por la etiqueta de 6 histidinas con la
que queda marcada, Por otro lado, ya en varios trabajos se han utilizado con éxito protefnas
de unién a RNA producidas en sistemas recombinantes (Lisitsky ef al., 1994; DeMaria e/
al., 1996), La proteina recombinante 24RNP se obtuvo de la cepa de £. coli M 15, la cual se
habia transformado previamente con ¢l pldsmido pQE24RNP (Toledo, 1998) que contenfa
el gen de la 24RNP de espinaca, sin el péptido de transito, produciendo asf la proteina
madura tal y COMoO s¢ encuentra en el cloroplasto. Esta proteina recombinante se utilizé en
los experimentos de unién a‘los extremos 3’UTRs completos o a los segmentos de los
gcncsk; psbA y ’pcl’D'. En los experimentos control se determiné la unién de la 24RNP
recombinante cdll los 3’UTRs, tanto por X-UV (Figura 12) como por geles de retardo
(Figura '13). Los resultados mostraron que la 24RNP recombinante fue capaz de unirse
tanto a psbA y a perD, ain en presencia de concentraciones altas de BSA, la cual tiene la
caracterfstica de ser “cohesiva”. Estos resultados indicaron que la 24RNP recombinante
mantiene su capacidad de unir RNA, lo que sugiere que muy probablemente debe estar
plegada en su conformacion nativa. Ademds, se comprobd que la presencia de la etiqueta
de histidinas en la 24RNP recombinante no participa en la unién al RNA, puesto que la
proteina rccombinantc N433CTCF, la cual contiene dos ctiquetas de histidinas, no fue

capaz de unirse al RNA en los ensayos de X-UV.

2. LAS ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DEL RNA INFLUYEN EN
LA UNION DE LA 24RNP A LOS 3'UTRs DE MENSAJEROS
CLOROPLASTICOS.

La union especifica de algunas proteinas al RNA estd determinada por la presencia
de ciertas secuencias y estructuras secundarias (Battle e/ a/., 2001; Addes et al., 1997).

Esto ha sido cstudiado ampliamente en mensajes regulados por hierro, como el de la

ferritina y la transferrina, los cuales presentan estructuras tallo-asa (IRE) a las cuales se les
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unen factores protcicos_éspeciﬁcos (IRBP) que regulan su cstabflidad ov',di‘spobnibilidad para
la traduccién  (Henderson ef al., 1996, Hades et al., 1997). Dado que uno de los dbjeti\ios
de cste trabajo fue determinar si la unién de la 24RNP era estructura o secuencia
especifica, se decidié abordar la primera posibilidad. Con este propésito se modelaron
teoricamente las estructuras secundarias de las secuencias de los 3’UTRs tranlscrifas‘in
vitro (www.bioinfo.rpi.edu/zukerm/ra/). El anélisis mostré las estructuras presentes en los
RNAs, plegadas en su conformacién més estable, con los tallo-asa, asas y-burbujas-de las -
moléculas (anexos 2 y 3). En un trabajo realizado por Stemn y Gruissem (1991) se publicé
el mapeo de los 3’UTRs de pe!D y psbA empleando RNAsas que reconocen
especificamente la doble cadena o la cadena sencilla, lo cual permitié determinar la
presencia de tallos o asas en las moléculas. Las estructuras secundarias presentadas por el
analisis tedrico concuerdan con ¢l mapeo con RNAsas. Estos resultados permiten suponer
que los plegamientos tedricos obtenidos pueden presentarse en los 3’UTRs en solucién
(Figura 14).

Ademds, fue necesario determinar la temperatura a la cual las estructuras
secundarias presentes en el RNA en solucidn se desnaturalizarian. Para tal fin, se realizé un
andlisis tedrico de cstas secuencias a diferentes temperaturas, en el sitio
www.bioinfo.rpi.edu/zukerm/ma/. Asi, se observé que a 85°C lodas las estructuras
sccundarias se perdian con excepcion de un tallo-asa (Figura 15). Esta estructura tallo-asa
esta prescnie en casi todos los 3’UTRs de cloroplasto y es la de mayor estabilidad debido a
su AG negativo alto. Esta formada por una secuencia invertida repetida (IR) que seniala el
extremo 3’ del mensaje maduro, el cual se produce por procesamiento postranscripcional
que involucra la actividad de endo y exo-nucleasas (Hayes ¢/ al., 1996). Con esta
informacién se disenfaron ensayos de X-UV con la 24RNP y los 3°UTRs desnaturalizados
por calor a 85 °C y enfriados a 4 °C, temperatura a la cual la re-naturalizacién del RNA es
baja; todos los ensayos se llevaron a cabo a 4°C. En los ensayos incluidos en la tesis y
algunos no mostrados, la tendencia de unidén de la 24RNP, dismimiyé con el RNA
desnaturalizado (Figura 16). Sin embargo, esta. tendencia no fue estadisticamente
significativa, ‘

Los ensayos de unién proteina-RNA en presencia de tRNA como competidof soﬁ
una estrategia que frecuentemente se utiliza para conocer la especificidad de una proteina
por su RNA blanco (Ossenbthl et al., 2002). En este trabajo realizamos este tipb de
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ensayos empleando de 1 a '70 000 veces mas tRNA dc levadura que el 3’UTR b]anco

(Figura 17), encontrindose ¢ que solamente cantidades tan altas como 20, OOO vcces mas de

tRNA pudieron desplazar la unién de la 24RNP por los 3 UTRs de peID y: sbA, Con estos R

resultados se comprobé que la 24RNP se une al petD y al psbA de manéra especif' ca ya
que la presencia de moléculas como el lRNA,deklcyadura no 1mpxqen: su?un;én:a los-

3’UTRs de mensajeros cloroplasticos.

Con base en estos datos, proponemos-que. la.union-de la- 24RNP ocurre en- ..

estructuras secundarias diferentes a las presentes en el tRNA de levadura puesto, que éste
no inhibe la unién al RNA blanco. Los puntos que apoyan estas propuestas son: a) no hay
similitud en las secuencias de los 3°’'UTRs de psbA y petD, b) la estructura tallo-as'é cdn k
alto AG necgativo es com{n a las dos moléculas de RNA estudiadas, aunque con topologias
diferentes y c¢) quc la 24RNP no se une a cualquier molécula de RNA, atin con alto grado

de estructura secundaria.

3. LA 24RNP SE UNE DE MANERA COOPERATIVA AL EXTREMO
COMPLETO 3’UTR DE psbhA.

Se han realizado varios estudios de caracterizacion de RNPs en los cloroplastos de
tabaco y espinaca (Nakamura ef ul., 2001; Stern ef al., 1989). La proteina mas estudiada es
la 28RNP. Esta proteina fue la primera a la que se le asign6 una funcion reguladora en el
procesamiento y la maduraciéon de los mensajeros cloroplasticos de acuerdo con los
ensayos de procesamiento in vitro. La 28RNP se identificod en el cloroplasto de espinaca y
pertenece al grupo llamado RNPs de tamafo pequefo, al cual también pertenece la 24RNP.
En estudios en los cuales concentraciones constantes de 28RNP y concentraciones
variables de diferentes 3°’UTRs, entre ellos petD y psbA empleando X-UV, se observaron
cinéticas de unién hiperbdlicas, con valores de Kd de 0.5 y 0.3 nM respectivamente
(Lisitsky ef al., 1995b). En este trabajo, se empled la misma técnica para caracterizar la
uniéon de la 24RNP con el extremo 3’UTR de psbA. Se encontré que la unidn se
comportaba como una doble sigmoide, representada matematicamente por una doble
ecuacion de Hill (Figura 18).

Estos resultados indican que la unidn de la proteina presenta cooperatividad en dos
componentes de diferente afinidad, el primero con mayor afinidad que el segundo. Este
resultado tiene varias explicaciones a) que hay dos poblacrones e la prot?(na que‘ se unen
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con diferente ai'mdad al RNA y b) que la protefna seune pnmero al RNA en sitios de alta

afinidad de manera cooperatwa, pero quc ‘en cond:cuones dealta conccntraclén de protcma

estos sitios ya estan ocupados y entonces 'se_une a otros smos con. menor afi nidad; pero . -~

también de manera cooperatlva La pnmera pos:bnhdad es dificil de sostener dado que la-

proteina se produce dc manera rccomblrnantercn £:-coli y se purifica por medio de-su .~

ctiqueta de histidinas a un 90% de pureza; ademas, se desfosforilada por un tratamiento

con fosfatasa para evitar que una. posible-fosforilacién realizada por la bacteria- afecte Ia i

union con el RNA. Esto ultimo se realizé debido a que en nuestro laboratorio hemos L
encontrado que la proteina fosforilada une los 3’'UTRs con mayor afinidad qg}q__]g,qo :
fosforilada (Vargas-Sudrez comunicaciéon personal). R e

El compértamiento cooperativo en la unién con psbA es semejante a lo observado

por Dias Mircles (2000) con el extremo 3°UTR de perD (anexo 1).

4. POR ANALISIS DE X-UV LA 24RNP SE UNE CON MAYOR
AFINIDAD AL SEGMENTO 3°, DESPUES DEL TALLO-ASA.

Para determinar con mas detalle el o los sitios de union de la 24RNP a los 3°’UTRs
de petD y psbA se decidid seccionar estos extremos en segmentos mds pequefios que
comprendieran distintas partes estructurales. Asi, los extremos 3° UTRs de los dos genes
s¢ scccionaron cn tres segmentos simples: la secuencia 5° antes del tallo-asa (5°); la
secuencia tallo-asa (T-A) y la secuencia posterior al tallo-asa (3’) y dos segmentos.
compuestos: la secuencia 5° méas el T-A (5° T-A) y la secuencia T-A mas el 3° (T-A 3°)
(Figura 1 1a y 11b). Estos segmentos se utilizaron para realizar ensayos de unién con X-UV
empleando cantidades constantes de los transcritos y cantidades variables de la 24RNP.
Loos resultados mostraron que la 24RNP es capaz de unirse a lo largo de todo cl extremo
3*UTR, puesto que sc unid a todos los segmentos probados para los dos genes (Figuras 19
y 20). Para conocer los parametros de unién, Ko s aparente y union maxima (Bmax) para
cada segmento, los resultados se analizaron de manera no lineal con el programa Origin
5.0. Para los segmentos seccionados de psbA (Tabla 4) se observdé mayor afinidad por el
segmento 3° (0.41 + 0.007 uM) posteriommente por el segmento T-A (0.94 + 0.3 uM),
luego por los segmentos compuestos que presentan el tallo-asa conel 5> o conel 3’ (1.29 %

0.6 y 1.63 = 0.7 uM respectivamente) y finalmente porel 5° (2.45 + 0.5 uM). El segmento

b (‘ON
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5 presenté un comportamlento cooperativo, tanto en su forma senmlla como asomado al

tailo-asa’s’ 'I‘-A prcsentando numcros de Hillde2y4 respectlvamente *if.’ o
teS' la mayor at' mdad

. Para los seg,mentos de “petD las afinidades fueron las sngul
fue por: cl segmento 3’ (O 41 + 0.1 uM), después por el T-A 3’ (1 29 + 04 uM)

postcrlormentc con una afinidad muy parecida;, por los se;:,mentos T-A y 32 (1.94£ 04,

1.87+ 0.6 p.M rcspecnvamente) y la menor afi mdad fue por el segmento 5° T-A (4 38+

1.5 uM):"EI Gnico andlisis que revelé comportamiento-cooperativo fue para el T-A-3”, con =+~

nitmero de Hill cercano a 5. Estos resultados podrian indicar que en los extremos 3’ de
ambos mensajes existen elementos que le confieren mayor afinidad, indicando quizd una
preferencia funcional por este extremo, ya que esta secuencia es procesada durante la
maduracién de los RNAs. Estos resultados también indican que el tamailo del segmento no
es determinante para su unién, ya que cste segmento representa el 30% con respecto al

extrcmo completo ecn ambos mensajes.

5. POR ANALISIS DE GELES DE RETARDO, LA 24RNP FORMA
MULTIPLES COMPLEJOS CON LOS SEGMENTOS DE psbA Y petD.

Otra forma de estudiar la interaccién proteina-RNA es por la técnica de geles de
retardo, en donde se permiten las uniones de estas moléculas y luego se analizan por
electroforesis en un sistema nativo (DeMaria er «l., 1996; Mukherjee et al., 2002), La
(écnica permite determinar la interaccion proteina-RNA por un retardo en ¢l corrimiento
del RNA radiactivo en comparacién con el RNA libre. Esta técnica ha sido ampliamente
utilizada en la identificacién y determinacién de la afinidad y especificidad de factores de
transcripcion por regiones de DNA, aunque el empleo de esta técnica para el estudio de
interacciones protcina-RNA no ha sido muy amplio debido a las complejidades de este
sistema. Sin embargo, la ventaja de esta técnica es que permite la cuantificacién de RNA
libre para utilizarla en el calculo de las Kds, asi como para determinar si la interaccién es
por la formacién de uno o varios complejos, lo cual no es posible utilizando la técnica de
X-UV.

La unién de la 24RNP a los 3° UTRs completos de psbA y perD, a concentraciones
variables dc protefna y constantes de RNA, muestra la formacién de seis complejos
diferentes para psbA y siete para perD. La aparicién de mas de un complejo ocurre en
cantidades de 10 a 20 veces mas protefna que RNA. A mayor concentracion de proteina, el




tamato de los complejos va. aumcntando desapareciendo los dc menor tamaﬁo y :

aparccnendo complejos de tamaﬁo mayor hasta llegar a una concentracién en la que -

solamente aparece un complejo de tamﬁa,ﬁo,,altp,,cgndl,cl(m que denominamos saturacjén de

complejos. Esta dindmica de saturacion puede explicarse por la unién de la proteina a'sitios '
en ¢l RNA, formando complejos con pocas moléculas de protefna a concentraciones bajas
y posteriormente, por la unidn sucesiva dc otras moléculas de proteina a estos mismos
complejos, aumentando el tamafo de los mismos. Sin embargo, con estos experimentos no
es posible saber si la unién de proteinas sucesivas ocurre sobre las moléculas de RNA o si
la 24RNP interactian consigo misma. La primera opcién implicaria que la proteina se une
a lo largo de todo el RNA indistintamente y en el caso de la segunda opcién, que solamente
se une a sitios especificos en la molécula de RNA y que por interaccion proteina-proteina,
se adicionan mas moléculas de protefnas al complejo.

Por otra parte, de acuerdo con estas observaciones, se pueden distinguir dos puntos
interesantes en este fendémeno: la saturacion del RNA, es decir, cuando ya no queda RNA
libre y existe la formacion de uno o varios complejos, y la saturacion de complejos, que es
cuando existec un complejo de alto peso molecular y desaparecen los complejos de menor
tamano. Estos dos puntos reflejan dos fenémenos diferentes. En la saturacién del RNA
todas las moléculas de RNA estan unidas protefnas, ya sea formando complejos del menor
tamano (primer complejo) o de tamaito intermedio (segundo o tercer complejos). Esto -
ocurre a concentraciones alrededor de 40 veces mas proteina que RNA. La idea de 40
moléculas de proteina de 24kDa, unidas a una molécula de RNA de 79 y 109 kDa (pétD y
PsbA respectivamente) es poco probable desde un punto de vista biologico. En este sentido
proponemos que este resultado debe ser considerado a la luz de las limitaciones de la
téenica utilizada. Asi, habrd que considerar primero, si realmente la unién de la proteina
pura es la forma biologica de unién, es decir, si la proteina no requiere de alguna '
modificacién postraduccional o de la interaccidn con otras proteinas p‘ara ‘uniy'rsc m'és E

eficientemente al RNA. Segundo, si las condiciones experimentales de. concentramones de'

amortiguadores, pH u otros componentes de la mezcla de reaccién son las adecuadas para

que ocurra la unién eficientemente, ya que se sabe que la union de las proteinas ngnvas dc L

28y 24 kDa a RNA est4 influida por iones divalentes como el Mg®** y el Mn?* (Stern, et
al., 1989c). Tercero, el equilibrio establecido in vitro, a concentraciones bajas de proteina

se afecta mas por la modificacion del equilibrio durante la electroforesis (Cann, 1996),
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El punto de saturacién de los complejos lo consideramos como la concentracion de
proteina que c¢s capaz de llenar-todos los sitios de unién presentes-en la molécula. Los
valores correspondientes a este punto son de 500 veces mas proteina que RNA, lo cual es
también un valor extraordinariamente alto. En este sentido, los afgumentos expuestos en el.
parrafo anterior deben ser considerados para el anélisis de.cste: valor. Por. otro lado, se™
puede especular acerca de la factibilidad biolégica de este fendmeno, es decir,':d'é si-
realmente ocurrira in vivo la ocupacién de todos los posibles sitios de uméndelRNApor
esta proteina. Independientemente de que este fenomeno pudicfa no ddtlrrir invivo, los®
resultados reflejan una propiedad de la 24RNP. S

En los ensayos en los que se empled tRNA como competidor, los complejos no
pudicron resolverse, aunque la unidn sucesiva de mas moléculas de 24RNP al RNA puede
deducirsc del mayor retardo observado (Figuras 21 B y 22 B). Aunque sc¢ cmplearon
cantidades totales de proteina mas altas en los ensayos con competidor, la saturacién del
RNA considerada como ¢l no aumento en ¢l retardo de la migracién del RNA, sc observé
con concentraciones semejantes a las observadas en cl experimento sin competidor (462 -
veces mas proteina que RNA).

Debido al diseno del experimento, en donde sélo el RNA se encontraba marcado
con *?P, asi como a una limitante de la propia técnica, no fue posible determinar la
estequiometria en cada complejo encontrado. En el trabajo de Carey, 1988, la presencia de
diferentes tamaiios de complejos en altas concentraciones de proteina (120-800nM)
determinaron la presencia de 2-17 subunidades de proteinas en los complejos presentes.

Con base en cstos resultados se propone que la 24RNP se une al RNA en diferentes
sitios, siendo una proteina de union maltiple no especifica de secuencia. Para determinar si
existia preferencia de la 24RNP por alguna regidn de RNA se utilizd la misma cstrategia
que empleamos para ¢l andlisis por X-UV, con el fin de revisar la union de la proteina a

diferentes segmentos del 3’UTR.

6. FORMACION DE DIFERNTES COMPLEJOS EN LA UNION A
LOS SEGMENTOS DE psbA Y petD POR GELES DE RETARDO.

Con base en la formacion de diferente niimero de complejos, del tamafio y la

complejidad de los segmentos, podemos agrupar los resultados de la siguiente manera:
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Grupo TA. Contiene los tallos-asa ‘dve'ry pq{D y de psbA, conslituidos‘povr secuencias
de 47y 59 nty tamaiios de 15.8 y 21.6 E‘D‘rc:épéétiv'éniérite,' que presentan la formacién de
uno y. dos complejos respectivamenté;La:,fomlabién del primer. complejo.se.observd con
concentraciones de 24RNP de 80 nM lo cual corresponde a una relacién proteina:RNA de
1:1. La saturacién del RNA es observada cn relaciones 30:1 para psbA y 20:1 para peiD.

Grupo 3’ de perD y psbA con secuencias de 61 y 94 nt y tamaiios de 20.5 y 34.4 kD
respectivamente, presentaron la formacién de dos complejos. La formacién del primer
complejo se observé con una relacion de 7:1 para psbA y 1:1 para peD. La saturacion del
RNA se observo por arriba de una relacién de 50 veces mds proteina que de RNA,

Grupo 5” de perD y pshA con secuencias de 108 y 145 nty tamafos de 36.32 y 53.1
kD respectivamente, presentaron la formacién de cuatro complejos, La formacion del
primer complejo se observd con concentraciones de 24RNP de 8 nM lo cual corresponde a
una relacion proteina:RNA de 1:1. La saturacion de RNA ocurrié a relaciones arriba de
100:1 prot:RNA.

Grupo TA 3 y 5° TA de 108 y 153 nt y 154 y 204 nt para petD y psbA
respectivamente y con tamaiios correspondicates de 36.3, 56, 51.7 y 74.7 kD. Para cstc
grupo los experimentos no fuecron estudiados a las concentraciones requeridas para lograr
¢l punto de saturacion de complejos por lo cual no podemos determinar el niimero maximo
de complejos que se pueden formar. Los resultados mostraron dos complejos en todos los
casos, aunque por los resultados de los estudios con competidor parcceria que podrian
haberse formado tres o cuatro complejos. 5° TA psbA 7:1, petD 10:1; TA3 psbA 3.1y
petD 1:1.

Este andlisis permite proponer que la uniéon de la 24RNP no es especifica de un
segmento, como ya habfa sido observado por X-UV. La formacién de diferentes complejos
parece depender tanto de la complejidad de la estructura como de la longitud del segmento
analizado. Sin embargo, no se puede concluir que a mayor complejidad de ¢structura
secundaria y mayor longitud, la unién va a ser mayor, puesto que en algunos céso”s;
segmentos con mucha complejidad estructural y mayor longitud, forman el mismo niimero
de complejos que estructuras mas pequeifias y de menor complejidad i.e. el grupo 3’enfel

que ambos segmentos forman dos complejos.
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7. CALCULO DE LAS CONS’I‘ANTES CINC'I‘ICAS POR ANALISIS
MATEMATICO. R

El andlisis de las constantes en los ensayos por geles de retardo, se rekaliZ()' hﬁliidndoel
programa de cémputo Dynafit. Se propusieron dos tipos de equilibrios para describir la
unién de la 24RNP con los diferentes RNAS utilizados. Es importante resaltar una limitante
de ta técnica de geles de retardo: durante las reacciones de unién se espera que ¢l sistema
llegue a un equilibrio, pero éste sc modifica durante la electroforesis, por lo que las
entidades mds “ligeras” (proteina y RNA) migran mas rdpido que los complejos; esto
implica que el equilibrio se desplaza hacia los reactantes (Cann, 1996). Por lo tanto esta
técnica subestima la cantidad de complejo formado, pero la senal del RNA libre se puede
utilizar para determinar las constantes de disociaciéon aparentes, ya que las moléculas de
RNA que se disocian durante la electroforesis no alcanzan a las moléculas de RNA que
quedaron libres en ¢l equilibrio (Carey, 1989). FEE

El primer analisis se realizé suponiendo una alta af' mdad de la proteina por el RNA

y una unién con cooperatividad.

RNA + Prot; — RNA-Prot; + Prot; <« "RNA-Prot;.
K 1 K 2

Las afinidades obtenidas para los segmentos sencillos de psbA fueron similares,
para el 5°, T-A y 3° (Kd=1189.2, 1158.6 y 1168.9 nM respectivamente). Para el gen de
petD, la afinidad fue mayor por el segmento 5° (Kd=743 nM) y afinidad similares por los
segmentos T-A y 3° (Kd=1178.9 y 1178.1 nM respectivamente).

Las afinidades por los segmentos compuestos de petD mostraron afinidades
similares (5’ T-A Kd=1160.7 nM y T-A 3’ Kd=1163.4 nM). Los segmentos compuestos de
psbA, la proteina presentd menor afinidad por el T-A 3° Kd=1156.5 nM que por el
segmento 5° T-A 734 nM.

En el segundo andlisis, se consider6 la posibilidad de una interaccién proteina-

proteina antes de unirse al RNA. El equilibrio propuesto fue el siguiente:

Prot + Prot «« Prot* +RNA <« Prot* + RNA-Prot* — RNA-Prot**
K; K-, K;
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Los resultados mostmlon que. la. proteina presenta menor afi nidad por los -

scg,mcntos 3 y5 T- A (Kd=21. 2 y 1 43 nM) que por los segmentos T-A, 5 y T- A 3

(Kd=.84.2, 1.1, 7 y9.4 pM respectivamente) de.perD. La menor afinidad presentada por lafjj;,

24RNP fue para los segmentos de psbA fue para 5° T-A y T-A 3’ (Kd= 14 y 15 42 M ;

respectivamente). Estos resultados fueron consistentes solo para el segmento 5° T-‘

afinidad fue mayor para los segmentos 3°, T-A y 5° (8.6, 7.7 y 0.7 pM).

'—;La 3

- Para decidir entre los dos modelos se-deben realizar otros ensayos: Por ejemplo Bl

podrian realizar experimentos de sedimentacion al equilibrio, par conocer si Ia 24RNP
presenta un equilibrio dimero-monomero. En cuanto a los valores de Kd, parecen ser que
las obtenidas con el primer modelo (alta afinidad), concuerdan con los datos obtenidos por
el método de X-UV. Se ha reportado que las afinidades de la proteinas de unidn a
sccuencias especificas, como es el caso de la SLBPs (stem-loop binding proteins), son del
orden de 0.85-1.5 nM (Battle ¢t al.,, 2001), En el caso de IRP1 (proteina de unién a

elementos que responde a hierro IREs) las constantes aparentes de unién son del orden de

44-114 pM.

8. POSIBLE MECANISMO DE UNION DE LA 24RNP A LOS 3’UTRs
DE MENSAJEROS CLOROPLASTICOS.

Al rcalizar los ensayos en condiciones nativas sc tienc la ventaja de estudiar los
procesos en el estado que participan la moléculas en condiciones que son lo mas parecidas

a su interaccion natural. Este método permitié observar diferentes complejos proteina-

RNA. Sin embargo, la scparacion electroforética modifica el equilibrio de estas

interacciones, por lo que los resultados son una aproximacioén de la interaccidn original.

Por otro lado ¢l analisis por X-UV, tiene la ventaja de que la interaccién proteina-

RNA sc mantenga por medio de la formacion de enlaces covalentes por la accidon de la luz: k

ultravioleta. Sin embargo, la posible presencia de interacciones proteina-proteina no,’sei,;

detectan con este método. Dado lo anterior, consideramos que estos métodos proporcionan

informacién complementaria, proponiendo el siguiente mecanismo de interaccién éntre la

24RNP y los 3°’UTRs.

Existen sitios tipo “hot spots” en la zona del 3°, adyacente al tallo-asa,

principalmente en donde se observd una mayor afinidad por la proteina. Los cuales pueden
ser los primeros en ocuparse, con la posterior union a las demds zonas de los extremos
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3’UTRs. La zona del 3° cs la que s¢ plerde duxante el procesamncnto dc los mensajes in
vivo; por lo que podria ser muy lmportantc la umén de esta protema en esta’ zona, dado que
en ensayos de transcnpc:én in vitro_esta proteina parecuera tener ﬁmcmnes de estabilidad
del mensaje y/o de ayudar a indicar el sitio de procesamlcnto delos 3°UTRs.
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CONCLUSIONES

- La 24RNP es una proteina que se une a lo largo del 3°UTRs de los mensajes de

petD y psbA. La union de csta proteina no es secuencia especifica.

-La formacion-de los complejos parece depender tanto de la complejidad de la

estructura como de la longitud del segmento.

- Las dos técnicas utilizadas para el célculo de las constantes de: equilibrio no

mostraron resultados de afinidades similares entre si,

Las constantes de afinidad obtenidos por X-UV, mostraron_'rqu_e la protel’ha tiene

mayor afinidad por los extremos 3’ de los dos 3’ UTRs.

La técnica de gel de retardo mostr6 que la 24RNP puede formar diferentes
complejos con los RNAs. Estas técnicas dieron informacion - deferente acerca de la

interaccion entre proteinas y protefna(s)-RNA.
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PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

-Con el fin de reforzar la idea de quc la unién de la proteina es estructura
secundaria dependiente, podria ser importante realizar ensayos de unidén con otro tipo de

3’UTRs, como mensajes citoplasmicos de plantas o de bacterias,

- Para reforzar la idea de los hallazgos encontrados con respecto.a la presencia de
afinidades diferentes por cada segmento que comprenden el 3’UTR seria conveniente

realizar ensayos de competencia en geles de retardo utilizando los diferentes segmentos.

- Para tener mas mformac:én del componamlenlo de Ia prote(na seria interesante

realizar expenmentos de s ‘dm‘ cntac"én :

- Para conocer Ia estequometn de; umén al RNA sena mtercsante re’tluar los
teina marcadas (RNA 32P y la protema- H), (Carey,

geles de retardo con el»RNA ylap
1989). o e

- Finalmente, scria importante hacer ensayos de union en las condiciones de pH y
fuerza idnica presentes -en el  cloroplasto en el momento de la transcripcion y

procesamiento de mensajes.
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APENDICE 2

plt224pg by D, Stewart and M. Zuker
206: Washingten University

d6 = -95,29 [initially -100.2] 030ct.06~20~53-30

Estructura secundaria tedrica del extremo 3’UTR de psbA.
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plt22jpg by D. Stewart and .M, Zuker
2083 Washington University-

d6 = -36.66 [initially -38.71  030ct06-20-57-46

Estructura secundaria tedrica del segmento 5° de pshA.
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pli22jpg by D, Stewart and M.

2uker
Cjeea03 Washington University
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Estructura secundaria tedrica del segmento 5° T-A de pshA
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plt22jpa by 0, Stewart and M. Zuker
2863 Washingbon Univarsity

dG = -37.8 ;lnltiallg -37.3] 0300t06-21~02-31

Estructura secundaria tedrica del segmento T-A de psbHA.
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plt22jpg by D. Stéwart and M. Zuker
C]2003 Washington University
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Estructura secundaria tedrica del segmento 5° T-A de petD,
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pit22ipa by D. Stewart and M. Z2uker
2083 Washington University
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Estructura secundaria téérica del segmento T-A de perD.
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