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RESUMEN

La modulacion de la estabilidad del RNA durante el desarrollo del cloroplasto es
uno de los varios mecanismos mediante los cuales la expresién de los genes cloroplésticos
es regulada (Mullet, 1988). Para definir el mecanismo del procesamiento de los extremos
3’ del mRNA de cloroplastos y para determinar cémo se modula la estabilidad del mRNA
durante el desarrollo de los cloroplastos, las proteinas que se unen al extremno 3’ de RNA
(RNPs) han sido identificadas y analizadas (Chen y Stern, 1991; Nickelsen y Link, 1989;
Schuster y Gruissem, 1991). Se ha demostrado que una de estas proteinas, la 28RNP
aislada de cloroplastos de espinaca, participa en el procesamiento de los extremos 3’ de
mRNA (Hayes et al., 1996) y es fosforilada en su dominio acido; dicha fosforilacion
cambia las propiedades de unién de la proteina por mRNA (Lisitski y Schuster, 1995).

Debido a que la 24RNP tiene una alta identidad con la 28RNP (57%) y ademads
presenta secuencias consenso de fosforilacién para PKC (protein-cinasa dependiente de
calcio), se decidi6 probar si la 24RNP era substrato de dicha cinasa. En ensayos in vitro se
encontro que la 24RNP puede ser fosforilada por una PKC inmunoprecipitada de cerebro
de rata y también para una CDPK purificada de membrana plasmatica de betabel. La
CDPK (calcium-dependent protein kinase) es el equivalente en plantas de la PKC de
mamiferos.

Para determinar si esta fosforilacion afectaba las propiedades de union de la 24RNP
al RNA se llevaron a cabo experimentos de entrecruzamiento con luz U.V con el extremo
3’UTR de petD, los resultados indican que la unién al RNA de la 24RNP fosforilada
(Bméax = 19.55 dpi / 45 finol de perD) se reduce dos veces en comparacion con la proteina
no fosforilada (Bmax = 8.53 dpi / 45 fmol de petD) El comportamiento de union de la
proteina al RNA fue de tipo cooperativo con constantes de Hill de 2.5 y 3.9 para la 24RNP
no fosforilada y fosforilada, respectivamente. Estos resultados sugieren que esta proteina
se une al RNA como un oligbmero de 4 y 6, dependiendo de si se encuentra defosforilada o
fostorilada. En este trabajo se pudo determinar que la proteina al menos es capaz de formar
dimeros al unirse con el RNA.

Resultados preliminares indican la existencia de una cinasa en cloroplastos de

espinaca capaz de fosforilar a la 24 RNP.
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ANTECEDENTES

L Los plastidios

Los plastidios son organelos semiauténomos no diferenciados que contienen su
propio material genético, asi como la maquinaria transcripcional y traduccional
requerida para su expresién. La mayoria de los genomas de los plastidios son circulares
y tienen un tamafio que va de 120 -217 Kb. Estos organelos ticnen de 22 a 30 copias de
su genoma (Bendich, 1987) y contienen aproximadamente 135 genes, los cuales
codifican productos que estan relacionados con la fotosintesis tales como proteinas del
fotosistema I y II, la subunidad grande de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa
oxigenasa (Rubisco), ATP sintetasa, o productos involucrados en la expresion de éstos
tales como proteinas ribosomales, RNAs ribosomales (rRNA), RNAs de transferencia
(tRNA) y factores de iniciacion y de elongacion de la traduccion (Mullet, 1993).

Los plastidios se encuentran presentes en todas las células vegetales, y en las
hojas se diferencian a cloroplastos donde se ileva a cabo la fotosintesis, mientras que en
organos donde es necesario almacenar almidon se transforman en amiloplastos. Sin
embargo, estas dos funciones no son excluyentes, ya que los cloroplastos formaran
almidon bajo condiciones fisiologicas adecuadas y la exposicion a la luz de los 6rganos
almacenadores de almidon hard que los amiloplastos formen membranas tilacoidales y
clorofila. En ciertas partes de las plantas tales como flores, frutos y algunas partes de
las hojas, los tilacoides de los cloroplastos comienzan a desintegrarse y las proteinas
fotosintéticas y sus mRNAs desaparecen formandose otro tipo de plastidios
denominado: cromoplastos, los cuales contienen grandes cantidades de carotenoides y
otros pigmentos responsables de la coloracién (Smith, 1997).

Uno de los procesos morfogenéticos mas dramaticos que sufren los plastidios es
su transformacion a cloroplastos fotosintéticamente activos. Los cambios mas visibles
son Ia rapida acumuiacion de ciorofila y el desarrolio de un compliejo sistema de
membranas tilacoidales. Este proceso involucra el importe de aproximadamente 2000
diferentes proteinas citoplasmicas, a través de la membrana externa e interna de del

cloroplasto (Schnell ez al., 2000). Dentro de este grupo se encuentran, por ejemplo,



algunas de las proteinas de la cadena transportadora de electrones y del sistema de
transcripcioén y traduccién del organelo, que deben ser ensambladas con las proteinas
codificadas en el cloroplasto para formar complejos funcionales. Para que esto se lleve
a cabo se requiere que haya una expresion coordinada y diferencial de los genes
nucleares y plastidicos (Taylor, 1989).

El cloroplasto est4d formado por dos membranas, una externa y otra interna, que
juntas se conocen como envoltura. Cada membrana tiene de 6-8 nm de grosor y estan
separadas por un espacio de 10 a 20 nm. La envoltura encierra un compartimento
acuoso llamado estroma. La caracteristica mas particular de un cloroplasto es la
membrana interna 0 membrana tilacoidal que se extiende a través del organelo, ésta
encierra un compartimiento acuoso interno denominado lumen. La membrana tilacoidal
se distribuye como una serie de lamelas aplanadas que forman apilamientos conocidos
como grana (Figura 1) (Audersik y Audersik, 1997).

Espacio Membrana

intermembranal Externa

Interna

% Membrana  Orana Lamela de

Estroma
tilacoidal los Grana

Figura 1. A} Micrografia electrénica de un cloroplasto de hoja de espinaca. B)
Esquema de la estructura de un cloroplasto. Una membrana doble rodea una region
acuosa, que se denomina el estroma. Localizada dentro del estroma estd la membrana
tilacoidal, la cual estd plegada, aplanada y forma vesiculas en forma de sacos. Estas
vesiculas s¢ pueden presentar en apilamientos que reciben el nombre de grana o como
vesiculas aisladas que atraviesan ¢l estroma y conectan los grana. Las regiones de la
membrana tilacoidal que se localizan dentro de los grana y que no estan en contacto con el
estroma se llaman lamelas del estroma. El espacio interno que encierra la membrana
tilacoidal se llama lumen.

Membrana

Estroma

Lumen

Lamela del




II. Caracteristicas de los mRNAs cloropldsticos

Muchos de los genes plastidicos estdn organizados en operones complejos
(Figura 2) (Sugiura, 1992). La organizacion en operones es por lo general de genes que
codifican proteinas de cierto proceso bioquimico, lo cual facilita la coordinacién y
acumulacion estequiométrica de subunidades. Esta organizacién también ofrece la
oportunidad de una regulacion diferencial de algunos genes involucrados en la
transcripcion/traduccion, independientemente de genes involucrados en la fotosintesis.
Otros operones contienen mezclas de genes con diferente funcion, por ejemplo el gen
rsp (proteina ribosomal) es transcrito con psaA-psaB (subunidades de PSI); rpoA
(subunidad de la RNA polimerasa) y psbB-psbH (subunidades de PSII) son transcritos
con petB-petD (complejo del citocromo) (Mullet, 1993).

Una particularidad general de los mRNAs plastidicos, ya sea pre-mRNAs o
RNAs maduros, es la presencia de una secuencia invertida repetida (IR), la cual se
localiza en la region 3' no traducida (UTR) y se pliega en una estructura tallo-asa
(Figura 2). Esta secuencia, en asociacion con proteinas que se unen a ella, es capaz de
estabilizar las regiones anteriores de los mRNAs que los poseen tanto in vitro e in vivo

(Schuster y Lisitski, 1999).

RNAm policistrénico
RT RT RT_ 7
5 3
? Tallo-asa
‘/
= =
5 3’UTR

_|=i‘/

5 3’ UTR maduro

Figura 2. Mensajes cloroplasticos. Un mRNA tipico de cloroplastos se encuentra en
forma de policistron, es decir presenta varias regiones traducibles (RT) y no traducibles.
Una caracteristica de dichos mRNA es que presentan una secuencia invertida repetida (IR)
en la region 3° no traducible (3’UTR) que forma una gstructura tallo-asa.




I11. Regulacion de la expresion genética en cloroplastos

La expresién de los genes cloroplésticos es regulada por una variedad de
mecanismos. El primer nivel al cual se regula la expresion de los genes plastidicos ¢s al
inicio de la transcripcion, donde la RNA polimerasa cloroplastica reconoce las regiones
promotoras localizadas hacia arriba del sitio de inicio de la transcripcién. Por ello la
fuerza del promotor puede ser considerada como el primer punto de control, el cual
establece las actividades de transcripcion basal de los transcritos (Zurawski y Clegg,
1987). La actividad de la transcripcion y los niveles de RNA en los proplastidios se
mantienen bajos, pero se incrementan dramaticamente cuando entran en la zona de
alargamiento celular y esta etapa en el desarrollo del cloroplasto es seguida por la
activacion de genes nucleares que codifican el aparto fotosintético. La expresién
coordinada de genes nucleares y plastidiales en esta etapa requiere de una sefial por
parte del plastido que es necesaria para incrementar la expresion de genes nucleares que
codifican el aparato fotosintético (Taylor, 1989). Finalmente, en los cloroplastos
maduros, la transcripcion decrece y la transcripeion diferencial de pshbA y psbD
inducida por luz ayuda a mantener la sintesis de estas proteinas en los cloroplastos
maduros {Sexton et al., 1990).

Aungue el control transcripcional es un elemento clave en la expresion de los
productos génicos del plastidio, los eventos post-transcripcionales juegan un papel
importante en la regulacién de la expresion de los genes cloroplasticos (Gutiérrez e al.,
1999), por lo cual hablaremos en un inciso aparte de ellos.

Otro nivel de control en la regulacion de la expresién del genoma cloroplastico
es el nivel traduccional y post-traduccional. En plantas se ha demostrado que se
requieren factores protéicos (factores en trans) que deben ser fosforilados, para que el
mRNA de pshbA se traduzca eficientemente en un sistema de traduccion in vifro de
cloroplastos de tabaco. Estos factores interaccionan con elementos especificos de la

region 5 no traducida (5° UTR) del mRNA de pshA (Danen y Mayficld, 1551).




II: 1. Regulacion post-transcripcional

La importancia del control post-transcripcional en la regulacion de la expresion
genética en el cloroplasto ha sido demostrada en el trabajo de Deng y Gruissem (1988)
en el que se analizaron la velocidad de transcripcion y los niveles estables de mRNAs
de los genes psbA, rbcL, petD y atpE en varios estadios de diferenciacion de los
plastidios de espinaca. Los resultados mostraron que la velocidad de transcripcion de
estos genes es practicamente la misma durante todas las etapas estudiadas del desarrollo
del cloroplasto, mientras que la acumulacién de los mRNAs varia de manera
independiente para cada uno de ellos, lo que significa que los cambios en la
transcripcidon no son suficientes para explicar la acumulacion diferencial de sus
mRNAs.  Resultados similares se obtuvieron para psaA-psaB, que codifican
componentes del fotosistema I (Mullet y Klein, 1987). Estos estudios sostienen que el
control post-transcripcional es un mecanismo que permite la acumulacion diferencial de
mRNAs durante el desarrollo del cloroplasto (Gruissem e af., 1988).

Otro ejemplo que muestra la importancia que los eventos post-transcripcionales
juegan en la regulacién de la acumulacion diferencial de algunos mRNAs plastidicos
durante el desarrollo del cloroplasto es el corte de los intrones de los pre-mRNAs.

Por otro lado, la edicion la cual es un proceso que altera la secuencia primaria de
los nucledtidos de los transcritos: especificamente modifica a las citosinas para
convertirlas en uridinas, es otro evento post-transcripcional que ocurre en varios
transcritos cloroplasticos y mitocondriales. En algunos casos, la edicién del RNA se
requiere para que se forme e} codon de inicio 6 para que se sintetice una proteina
funcional (Maier er al; 1996). Se ha encontrado que las secuencias alrededor de los
sitios de edicion no estdn conservadas, lo que sugiere que debe existir un
reconocimiento individual de cada una de las 25 a 30 citosinas que son editadas en los
transcritos de los plastidios (Chaudhuri y Maliga, 1996). Otro evento post-
transcripcional que regula la expresion genética en cloroplasto es el procesamicnto del

extremo 3’ no traducible (3’UTR).




IIL. 2. Procesamiento del extremo 3°UTR

Las estructuras tallo-asas presentes en los transcritos cloroplasticos actiian como
sefiales de estabilizacion de los mRNAs plastidicos tanto in vive como ir vitro (Stern y
Gruissem, 1989; Stern et al., 1991), por lo que estas secuencias se encuentran
funcionando como elementos regulatorios en cis para la estabilizacién de los mRNAs
{Gruissem et al., 1988; Bandziulis et a/., 1989).

La formacion del extremo 3’ del mRNA de arpB de Chlamydomonas reinhardtii
implica un corte endonucleolitico més abajo del sitio de termino del transcrito maduro,
seguido por un procesamiento exonucleolitico hasta la estructura tallo-asa (Figura 2)
(Stern y Kindle, 1993). Esto sugiere que la estructura tallo-asa actia como una barrera
que evita la degradacion del transcrito. Sin embargo, la estabilidad de los mRNASs no es
unicamente mediada por esta estructura secundaria, ya que las energias libres de estas
estructuras no correlacionan con la estabilidad in vitro de algunos 3°-IR RNAs o la
acumulacion de sus correspondientes mRNAs in vivo. Esta observacion sugiere que,
ademas de la estructura tallo-asa, existen otros componentes que se encuentran
involucrados en determinar la estabilidad de los extremos 3’ de los mRNAs
cloroplasticos, éstos parecen ser proteinas que unen RNA (RNA binding proteins)

(Stern y Gruissem, 1989; Stern ef al., 1989; Chen y Stern, 1991).

HI. 2. 1. Proteinas que interactian con los extremos 3’UTR

Experimentos con geles de retardo y de entrecruzamiento con luz U.V. han
aportado pruebas convincentes de que los 3’UTR de diferentes mRNAs cloroplasticos
de espinaca interactiian con varias proteinas de union a RNA (RNPs). Algunas de ellas
parecen unirse indiscriminadamente a diferentes extremos 3’UTR (Stern y Gruissem,
1989; Schuster y Gruissem, 1991}, aunque no se han realizado trabajos en donde se
explore la posibilidad de uniones especificas determinadas por interacciones entre
proteinas o por modificaciones post-traduccionales, FEl andlisis detallado de la
interacciéon del 3’UTR del mRNA del gen petD, que codifica la subunidad IV del

citocromo bef, con RNPs de cloroplasto ha mostrado que algunas RNPs parecen unirse

especificamente al precursor pero no al extremo 3’ maduro, lo que sugiere que deben




estar relacionadas con el procesamiento de éste (Stern y Gruissem, 1989; Alba y Pagés,
1998).

Dentro del grupo de RNPs, algunas forman parte de un complejo de alto peso
molecular de aproximadamente 500 kDa (Hayes et al., 1996), de ellas se han
identificado las siguientes: 100RNP, p67, SSRNP y un grupo de pequefias proteinas de
union a RNA, denominadas 33RNP, 28RNP y 24RNP, y algunas otras que no han sido
identificadas afn (Tabla 1) (Schuster y Gruissem, 1991; Hayes ef al., 1996).

El ¢cDNA de la 100RNP fue aislado, y al analizar su secuencia se encontrd que
esta proteina es homdloga a la polinucledtido fosforilasa (PNPasa) de Escherichia coli
(Mc Dowalld er al., 1995; Hayes et al., 1996). La PNPasa de E coli es una exo-
ribonucleasa 3°-5° que degrada RNA a nucleésidos difosfato de una manera procesiva
(Littauer y Soreq, 1982). La 100RNP purificada es capaz de degradar totalmente el
extremo 3’ de petD, s6lo haciendo una breve pausa en la estructura tallo-asa.

La PNPasa de E. coli se encuentra asociada a una endorribonucleasa: la RNAsa
E (Huang et al., 1998; Causton ef al., 1994). Utilizando la fraccién proteica de
cloroplastos de espinaca capaz de unirse a una columna de RNA, en ensayos de
"western blot" con anticuerpos contra la RNAsa de E. coli, se obtuvo como banda tnica
la p67. Ensayos de inmunoprecipitacion del complejo de alto peso molecular con estos
mismos anticuerpos identificaron a la p67 y a la 55RNP unida a ella. Cuando la S55SRNP
purificada se agregd a un ensayo con p67 y el extremo 3’ del gen petD, se inhibié el
corte endonucleclitico. Asi se dedujo que la p67 es una endorribonucleasa sitio
especifica que corta los extremos 3’ hacia arriba de la estructura tallo-asa. Este corte es
inhibido por la 55RNP que se une a motivos ricos en AU arriba de la estructura tallo-
asa, lo que permite que la vida media del mensaje se incremente (Hayes ef al., 1996).

Se propone que en ausencia de la S5RNP, p67 inicie el proceso de degradacién
del mRNA por un corte endonucleolitico arriba de la estructura tallo-asa y permita que
la 100RNP, que forma parte del complejo, degradar ripidamente al RNA. Se ha
observado que la unién de la 55RNP al complejo de alto peso molecular no es muy
estable (Hayes et al., 1996).




En el cloroplasto, la terminacion de la transcripcion es un proceso relativamente
ineficiente y produce nucleétidos extra en el extremo 3’. Dichos nucleétidos son
removidos durante el procesamiento del extremo 3°, en una reaccidon de dos pasos
(Figura 3) que involucra un corte endonucleolitico hacia abajo del extremo 3’ maduro
(paso 1) seguido por una degradacion exonucleolitica 3°-5hacia arriba de la estructura
tallo asa (paso 2). La estructura tallo-asa parece actuar como una barrera que evita una
mayor degradacion, ya que la remocion de esta estructura da como resultado una ripida
degradacion del RNA, tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, la estabilidad de los 3’
UTR no puede solamente depender de que tan resistente sea la estructura tallo-asa,
porque las energias libres de dicha estructura no correlacionan con la estabilidad
observada en los mRNAs. Estas observaciones han llevado a sugerir que una o mas
RNPs interactuan con el tallo-asa y ayudan a formar y estabilizar los extremos 3’

(Hayes et al. 199).
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Figura 3. Procesamiento de 3’ UTRs de mRNAs de cloroplastos. En este modelo el
mRNA es procesado por un complejo de alto peso molecular que incluye la 100RNP, p67;
para generar en presencia de la 24 y la 28RNP, un mRNA estable (Hayes, 1999).




Otras actividades de endonucleasas que podrian estar participando en la
generacion de los extremos maduros o en el proceso de degradacion de los mensajes se
han identificado utilizando el extremo 3’UTR del gen pesD: la endo C1 (endonucleasa
de cloroplasto 1) la cual corta dentro de la estructura de asa que se forma en el extremo
3’ y esto ocasiona que el transcrito pierda su estabilidad; la endo C2 corta al RNA de
petD en el coddn de terminacién y en el extremo 3 maduro del mRNA. El corte de C2
puede estar relacionado con un paso inicial hacia la degradacién. Lo que resulta
interesante es que este corte se encuentra dentro de la zona de unién de otra RNP: la
S57RNP. El corte de petD en el codon de terminacion lleva invariablemente a la

degradacion del mensaje (Chen y Stern, 1991; Yang ef al., 1996)

Tabia 1. Componentes identificados en el complejo de maduracién/degradacién de los
extremos 3’UTR de mRNAs de cloroplastos de espinaca.

Masa molecular Proteinas Homol%ia Funcién
100 kDa I0ORN P PNPasa Exonucleasa 3* - 5’
(polinucleétido
fosforilasa)

67 kDa p67 RNAsa E de Endorribonucleasa sitio
E coli especifica

55 kDa 55RNP
Se ha propuesto que previene el
corte de p67 hacia arriba de la
estructura talio-asa

33kDa 33RNP
Se ha propuesto que podria estar
modulando ia actividad de la 100

RNP

28 kDa 28RNP

Dirige el correcto procesamiento
del extremo 3’
24 kDa 24RNP

Desconocida, participa en
probablemente da estabilidad al
extremo 3’ durante su

procesamiento




111 2. 2, Proteinas pequefias de union a RNA

Las pequeiias proteinas de unién a RNA de cloroplasto (RNPs) comprenden una
familia de protefnas muy parecidas que pueden agruparse en tres sub-grupos (Otha et
al., 1995). Se han identificado miembros de estos subgrupos en tabaco, maiz,
Arabidopsis y espinaca (Otha ef al., 1995). Las RNPs de cloroplasto se caracterizan por
tener dos dominios de union a RNA los cuales son muy conservados en proteinas de
plantas, animales y levadura (Schuster y Gruissem, 1991). Cada uno de los dominios de
untén a RNA esta formado por aproximadamente 80 residuos y presenta dos secuencias
consenso RNP1: GFGFVTM y RNP2: LFVGNL (Varani y Nagai, 1998). La
estructura de este dominio altamente conservado ha sido estudiada por resonancia
magnética nuclear (NMR) en varias de estas proteinas (Howe et al., 1994; Avis et al.,
1996; Garret ef al., 1994; Hoffman ef al., 1991; Lu et al., 1995), encontrandose que se
pliega en una estructura compacta PBaPpap (Cusack, 1999). Una caracteristica
particular de las RNPs de cloroplasto es que la proteina madura presenta un dominio
acido amino terminal (Figura 4). El anilisis de los cDNAs de las diferentes RNPs hasta
ahora descritas muestra que las proteinas presentan una secuencia de transito que las
dirige al cloroplasto y en ¢l caso de las proteinas de Arabidopsis se ha demostrado que
estas proteinas sintetizadas in vitro pueden ser introducidas a cloroplastos intactos (Otha
et al., 1995). Estos resultados indican que los genes se localizan en el nicleo y que las
proteinas son sintetizadas en el citoplasma y llevadas al cloroplasto en donde la

secuencia de transito es eliminada produciendo una proteina funcional.

L 2. 2. 1. La 28 y la 24RNP de espinaca

La 28RNP fue la primer proteina purificada de cloroplastos de espinaca con base
en su co-fraccionamiento con la actividad de procesamiento del extremo 3’ de mRNAs
de cloroplastos. En experimentos donde se inmunosubstraia a la 28RNP, empleando
anticuerpos anti-28RNP, del extracto de procesamiente de RNA dc cloroplasio se
observaron alteraciones en el correcto procesamiento in vitro de al menos cuatro
diferentes mRNAs (rbcL, psbA, pefD y rpsld), lo que sugirié fuertemente que la

28RNP es esencial para el correcto procesamiento de los extremos 3’UTR in vitro




(Schuster y Gruissem, 1991). La 28RNP reconoce motivos estructurales mas que
secuencias especificas, posee una afinidad mayor por RNAs que contengan la estructura
tallo-asa y no posee actividad de nucleasa (Schuster y Gruissem, 1991; Lisitski ef al.,
1995). La 28RNP recombinante de espinaca en £. coli se une con una afinidad
semejante a varias secuencias de RNA: secuencias ricas en U, estructuras tallo-asa,
RNA de transcritos sentido y antisentido en regiones 5° ¢ 3’UTR, y en regiones
codificadoras de genes cloroplasticos, s6lo mostrando baja afinidad por poli A o poli C.
Sin embargo, Ia proteina nativa cloroplastica no presenta el mismo comportamiento, ya
que no se une por igual a todos los mensajes de cloroplastos ni a todas las regiones del
reensaje, lo que llevé a sugerir que la secuencia de aminoacidos de la 28RNP contiene
una afinidad basica por el RNA, pero debe ser la interaccion con otras proteinas o
alguna modificacién post-traduccional, lo que le confiere la especificidad de unién a
RNAs en el cloroplasto (Lisitsky y Schuster, 1995).

Los ¢cDNAs de la 28RNP y de la 24RNP de espinaca han sido clonados
(Schuster y Gruissem, 1991, Abrahamson, comunicacion personal). La comparacion de
las secuencias de la 24RNP y la 28RNP muestra que estas proteinas presentan un 57%
de identidad a nivel de aminodcidos totales. En el extremo amino terminal ambas
proteinas contienen un gran nimero de aminoécidos de tipo 4cido, 30% y 27% para la
24RNP y la 28RNP respectivamente. Presentan un alto grado de identidad en los
dominios de unién 2 RNA y una divergencia considerable en el extremo acidico amino
terminal (13% de identidad) (Figura 4).

En plantas de espinaca cultivadas en luz, el nivel del transcrito de la 24RNP es
mayor en hojas jovenes que en hojas maduras y poco abundante en raiz y tallo. El
transcrito de la 24RNP se presenta a niveles semejantes en hojas de plantas cultivadas
en la obscuridad y en raiz, pero la exposicion a luz hace que los niveles del transcrito se
incrementen después de 24 h. Esto indica que la acumulacién del transcrito de la
24RNP es controlada por luz, asi como por la etapa de desarrollo de la planta y es tejido
especifica (Abrahamson, comunicacién personal). Trabajo experimental en nuestro
laboratorio sugiere que esta proteina esta involucrada en el procesamiento de los

extremos 3’UTR de petD.
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Dominio acido
28RNP WEQ EGSTNAVLEG ESDPEGAVSW GSETQVSDEGG VEGGQGFSEP PEEAK
24RNP SISSSFVRHV RISSE....F EQEEDVMGDDD .AGRQPNFES. .PDLK

Primer Dominio de union a RNA
LEFVGNL PYDVDSEKLAG IFDAAGVVEIAE VIYNRETDRSR GFGFVTM
IFVGNL PFNVDSAELAG LEFGAAGTVEMVE VIYDKLTGRSR GFGFVTM

Region interdominios
STVEEAEKAV ELLNGYDMDG RQLTVNKAAP RG...SPERA PRGDFEPSCR
SSVEEVEAAA QQFNNYELDG RTLRVTEDSH KDMTLPRVES ECDSFGSSNR

Segundo dominio de unién a RNA
VIVGNL PWDVDTSRLEQ LFSEHGKVVSARV VSDRETGRSR GFGFVTM

VHVGNL SWKVDDDALKT LEFSETGDVVEAKV IYDRDTGRSR GFGFVTY

Region carboxilo terminal
SSESEVNDA IAALDGQTL DGRAVRVNVA EERPRRAF.
NSANEVNTA IESLDGVDL NGRSIRVTAA EARQRRGPK

Figura 4. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de la 24 y 28RNPs maduras.
Las secuencias en negritas representan las secuencias consenso de uniéon a RNA.
111, 3. Fosforilacion de proteinas que unen RNA

Se han encontrado RNPs de cloroplastos en tabaco (Li y Sugiura, 1990; Ye er
al., 1991), en espinaca (Schuster y Gruissem, 1991), en chicharo (Subbaiah y Tewari,
1993), en maiz (Cook y Walker, 1992) y en Arabidopsis (Bar-Zvi et al., 1992). En
tabaco se ha descrito una proteina de union a RNA (RNP) de 60kDa que forma parte de
un complejo proteico e interacciona con el extremo 5’UTR de psbA en cloroplastos de
Chlamydomonas reinhardtti (Danon y Mayfield, 1991). Esta proteina es fosforilada de
manera dependiente de ADP (Danon y Mayfield, 1994) y esta modificacion inhibe la
unién del complejo al mRNA de psbA. La protein-fosfotransferasa que lleva a cabo
esta modificacion, se encuentra asociada al complejo y utiliza el p-fosfato de ADP para
fosforilar a su subsirato (Danon y Maytield, 1994).

Una RNP de 54kDa (pS4) aislada de cloroplastos de Sinapis alba es una
endorribonucleasa que participa en el procesamiento in vitro de los extremos 3’ de los

precursores de frrnK y de rps16 (Nickelsen y Link, 1993). Esta proteina es fosforilada in
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vitro por una protein-cinasa de corazon de bovino (PKA) y se encontré que tanto la
union a RNA como el procesamiento se incrementaban cuando p54 se encontraba
fosforilada y decrecian cuando no lo estaba (Llere y Link, 1997).

Ademas de la fosforilacioén que sufre la RNP de tabaco de 60 kDa y la p54 de
Sinapis alba se ha demostrado que dos RNPs de cloroplastos de espinaca se fosforilan,
una de ellas es la p34 (Kanekatsu et al., 1993) que es fosforilada por una casein-cinasa
Il de espinaca (CK-II) y la otra es la 28RNP que es capaz de ser fosforilada ya sea in
vivo, cuando los cloroplastos intactos se ponen en presencia de [**P]-ortofosfato, o in
vitro, donde la 28RNP recombinante es un excelente substrato para la subunidad o
recombinante de la casein-cinasa II de maiz (CK-II) cabe mencionar que la 28RNp se
fosforila en la serina nimero 22 del dominio amino terminal (figura 5) (Lisitsky y
Schuster, 1995). Interesantemente la 24RNP a pesar de presentar una alta identidad
(57%) con la 28RNP, no es fosforilada por dicha cinasa en los ensayos de fosforilacion

in vitro (Lisitsky y Schuster, 1995).

Dominio acido

LFVGNL PYDVDSERLAG IFDAAGVVEIAE VIYNRETDRSR GFGEVTM
IFVGNL PENVDSAELAG LFGAAGTVEMVE VIYDKLTGRSR GFGFVTM

Regién interdominios
STVEEREKAV ELLNGYDMDG RQLTVNKAAP RG...SPERA PRGDFEPSCR
SSVEEVEAAA QQFNNYELDG RTLRVTEDSH KDMTLPRVES ECDSFGSSNR

VYVGNL PWDVDTSRLEQ LFSEHGKVVSARV VSDRETGRSR GFGEVTM
VHVGNL SWKVDDDALKT LFSETGDVVEAKV IYDRDTGRSR GFGFVTY

Region carboxilo terminal
SSESEVNDA IAALDGQTL DGRAVRVNVA EERPRRAF.
NSANEVNTA IESLDGVDL NGRSIRVTAA EARQRRGPK

PKC PROTEIN-CINASA C
CKII CASEIN-CINASA II

28RNP WEQ EGSTNAVLEG ESDPEGAVSW GSETQVSDEGG VEGGQGFSEP PEEAK
24RNP SISSSFVRHV RISSE....F EQEEDVMGDD .AGRQPNFS. .PDLK

Figura 5. Secuencias consenso de fosforilaciéon para la 28RNP y la 24RNP de espinaca.




II1. 4. Algunas cinasas de plantas.

La fosforilacion y defosforilacion de las proteinas son mecanismos
fundamentales para la regulacion celular. Estas modificaciones post-traduccionales, las
cuales son catalizadas por protein-cinasas y fosfatasas, constituyen un interruptor
molecular reversible. En las plantas, la fosforilacion de proteinas ha sido implicada en
el control de la mayoria de los eventos de desarrollo y de las respuestas ambientales,
incluyendo la regulacion del ciclo celular, de la transcripcion y la traduccion, el control
del metabolismo del carbono y del nitrdgeno, la regulacion del crecimiento y la
diferenciacion y la respuesta a los estreses bioticos y abidticos (Gribskov, 2001).

La importancia de la actividad de las protein-cinasas en la regulacién de
procesos metabolicos se refleja en la presencia de un gran nimero de genes de estas
proteinas en el genoma de plantas. Actualmente se estima que cerca de 1000 genes
codifican proteinas que pertenecen a la superfamilia de cinasas en Arabidopsis thaliana
(Gribskov, 2001). La fosforilacién de proteinas es un mecanismo generalizado
mediante el cual las células integran las sefiales extracelulares y mantienen la
homeostasis y las funciones celulares. La fosforilacién de proteinas mediante protein-
cinasas juega un papel clave en la transduccién de sefiales en plantas (Harmon ef al.,
2000). Por ejemplo, se sabe que las cascadas de transduccion de sefiales que involucran
a las protein-cinasas activadas por mitégenos (MAPK) estan conservadas en eucariotes
desde levaduras hasta los humanos (Gustin et al., 1998). Cada cascada consiste de tres
cinasas de proteinas MAPKKK, MAPKK y MAPK. Estas cinasas estan codificadas por
un gran nimero de genes en varias especies de plantas (Mizoguchi et al., 1997).
Muchos de estos genes participan en diferentes vias de sefializaciéon y codifican las
MAPKSs, las cuales tienen alta similitud entre si en la secuencia; lo que sugiere que
tiecnen un papel importante y redundante en la transduccion de sefiales en plantas.
Numerosos estimulos ambientales, de desarrollo y las hormonas activan a las MAPKs
de plantas. También se ha descrito que proteinas cinasas del tipo receptor (RLK), es

decir proteinas que tienen un dominio cinasa, un dominio citoplasmico, un dominio
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transmembranal y otro extracelular, tienen un papel fundamental en la control de la
autofecundacion, de Ia organogénesis y del desarrollo (Clark, et al. 1997).

Otro tipo de cinasas que se han descrito recientemente son las CDPKs. Cuatro
tipos de cinasas constituyen la superfamilia de las protein-cinasas dependientes de
calcio. Estas cinasas difieren en sy forma de regulacion; existen las reguladas por su
union a Ca* (CDPKs); por su unién a calmodulina: protein-cinasa dependientes de
calmodulina (CaMKs); una combinacién de las dos anteriores: protein-cinasas
dependientes de calmodulina y calcio (CCaMKs) o bien que no se regulan ni por
calmodulina ni por calcio: protein-cinasas relacionadas con CDPKs (CRKs) (Harmon ez
al., 2000).

Estas enzimas tienen tres dominios funcionales: el catalitico, el de
autoinhibicién y el de unién a Ca?* (Harmon er al., 2000) El dominio de unién a Ca2*
¢s muy parecido en su secuencia al de unién a calmodulina (~ 40% de identidad), por lo
que es llamado calmodulin-like, aunque no se une a dicha molécula (Huang er al. 1996;
Yoo y Harmon, 1996; Harper er al., 1994) Las CDPKs se encuentran exclusivamente
€n protozoarios y en plantas y estin notablemente ausentes en el genoma de levaduras y
animales (Harmon et al., 2000).

Las CDPKs estan en un estado basal de actividad, debido a que su dominio de
autoinhibicién no les permite que ¢l dominio cinasa sea activo (Harper et al., 1994). EI
modelo més simple de activacién para las CDPKs que se propone es que el Ca**
promueve un cambio conformacional del dominio calmodulin-like, lo que termina con

la autoinhibicién de la cinasa y ésta se vuelve activa (Harmon et a., 2000).
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HIPOTESIS

Se propone que la 24RNP se fosforila y que esta modificacion produce un

cambio en su afinidad por el extremo 3’UTR de perD de mRNA de cloroplasto.

OBJETIVOS

1. Determinar si la 24RNP recombinante se fosforila in vitro.

2. Examinar si esta modificacién post-traduccional modula la
afinidad de la 24RNP por el extremo 3’ no traducible de pesD.

3. Establecer si existe una actividad cinasa en cloroplastos capaz de
fosforilar a la 24RNP.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A) Para demostrar si la 24RNP recombinante de espinaca se fosforila in vitro, se
incubd esta proteina con una PKC de cerebro de rata y con una CDPK de membrana
plasmatica de betabel.

B) Para establecer la afinidad de la 24RNP por el extremo 3°UTR de petD, la
24RNP recombinante, fosforilada y no fosforilada, fue entrecruzada por luz UV con el
RNA marcado radioactivamente.

C) Para determinar si en el cloroplasto existe una actividad cinasa éapaz de
fosforilar a la 24RNP, una preparaciéon de cloroplastos intactos de espinaca se incubd
con un anticuerpo contra la CDPK de betabel. La fraccién inmunoprecipitada se utilizo

para fosforilar la 24RNP en un ensayo i vitro.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material Bioldgico.

3’UTR de perD (plasmido P2*), Se utiliz6 el extremo 3’ no traducible (3°UTR)
del gen perD clonado entre los sitios Kpnl y Xbal del plasmido pIB176 bajo el
promotor de la RNA polimerasa T7. La longitud total del 3°UTR es de 218 nucleétidos,
con un de 40% U, un 27.9% de A, un 15.6% de G y un 16.5% de C (Stern y Gruissem,
1989).

PKC. Una cinasa dependiente de calcio (PKC) se inmunoprecipité de cerebro
de rata empleando anticuerpos comerciales anti PKC contra las isoformas o y B, ambas
dependientes de Ca®*. Esta preparacion fue proporcionada por la Dra. Maria Eugenia
Torres, del Depto. Bioquimica, Facultad de Medicina UNAM.

CDPK. La protein-cinasa dependiente de calcio (CDPK) se aislo de membrana
plasmédtica de hojas de betabel, su masa molecular es de 63 kDa y para ser activa
requiere de una concentracién de 2 uM de Ca®" libre. Tiene una actividad especifica de
286.5 nmol/min/mg de proteina. Esta preparacién fue proporcionada por el Dr. Luis
Gonzilez de la Vara, del Depto. Bioquimica, CINVESTAV Irapuato.

Anti CDPK. Se utiliz6 un anticuerpo policlonal, el cual se obtuvo a partir de la
CDPK purificada de membrana plasmética de betabel. Este anticuerpo fue producido y
proporcionado por el Dr. Luis Gonzalez de Ia Vara.

Anti 24RNP. Se emple6 la 24RNP recombinante para inyectar dos conejas por
un tiempo aproximado de mes y medio (inyecciones semanales de 500 1g cada una). Se
realiz6 una sangria de prueba para determinar la presencia de anticuerpos contra la
proteina 24RNP recombinante de espinaca. Confirmado esto, se llevé a cabo |a sangria
de cosecha y la determinacion del titulo de los anticuerpos obtenidos. Los anticuerpos
(IgGs) se purificaron con una precipitacién de sulfato de amonio realizando nuevamente

. .y
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titulo. Fue posible obtener un ensayo especitico para una banda
aumentando la dilucién del anticuerpo empleado en la inmunodeteccién. Empleando

este anticuerpo se demostré la capacidad de reconocer a la 24RNP en extractos crudos
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de hojas de espinaca. Este anticuerpo fue producido por la QFB Sandra Robles

Hernandez en el laboratorio de la Dra. Herminia Loza Tavera.

Filtracion en gel.

Se utilizo una resina Superdex 75 (Amersham Pharmacia), la cual separa
proteinas globulares de hasta 100 kDa, y es excelente para separar mondémeros y
dimeros de proteinas recombinantes de bajo peso molecular. La filtracion en gel fue
realizada por el M. en C. Elpidio Garcia Ramirez del Depto. de Bioquimica, Facultad de
Quimica, UNAM.

2. Produccion y purificacion de la 24 RNP recombinante.

El sistema QI Aexpressionist (QIAGEN, Chastsworth, CA) es una forma rapida y
facil para expresar y purificar proteinas recombinantes ya que las proteinas son clonadas
en un vector en fase con una ectiqueta de histidinas ya sea en el extremo amino o
carboxilo terminal. Los vectores pQE generalmente producen un alto nivel de
expresion de proteinas y la purificacion de la proteina recombinante se basa en la
utilizacion de la resina Ni-NTA que posee una alta afinidad por la etiqueta de histidinas
presentes en la proteina a purificar.

La subclonaciéon de la 24RNP de espinaca con la etiqueta de histidinas en el
extremo amino de la proteina madura se realizé en pQE30 entre los sitios BamHI y Pstl
(pQE-24RNP). Después de que se verificéd la presencia del plasmido conteniendo el
gen de interés clonado en las células JM109, el plasmido se secuencié para confirmar la
correcta fase del mensaje y se procedié a transformar células M15 (cepa que posee el
plasmido represor pREP4 que mantiene la expresion inhibida hasta que se afiade IPTG)
que es donde se induce la expresion. Esta subclonacion fue realizada por Gabriela
Toledo (Toledo, 1998).

En este trabajo primero se realizé una expresidon en peguefia escala con el
proposito de verificar que las bacterias producian la proteina 24RNP utilizando
basicamente el protocolo descrito en el manual de QlAexpressionist, salvo que se

ajustaron algunos volimenes y temperaturas.
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2.1. Induccion en pequefia escala.

El protocolo se realiza de la siguiente manera:

1. Inocular 3 mL de medio LB previa adicion de ampicilina y kanamicina (100 pg/mL
y 25 ug/mL respectivamente) con una colonia M15 con pQE-24RNP y cultivar toda
la noche a 37 °C con agitacion.

2. Inocular 3 mL de medio LB fresco con los mismos antibidticos y con 200 pL del
cultivo anterior. Utilizar como controles bacterias no transformadas y transformadas
con ¢l plasmido pQE sin inserto.

3. Cultivar las bacterias con agitacién hasta que su absorbancia sea 0.7 a una longitud
de onda de 600 nm (aproximadamente 3 horas).

4. Inducir la expresion de la proteina mediante la adicion de IPTG a una concentracién
final de 0.6 mM y dejar crecer las bacterias durante 4 horas a 34 °C.

5. Centrifugar 1.5 mL del cultivo anterior a 4000xg por 15 min y recuperar el
sobrenadante.

6. Resuspender en 200 pL de solucion amortiguadora C (8 M urea, 0.1 M fosfato de
sodio, 0.01 M Tris-HCl, pH 6.3).

7. Incubar a 25 °C durante 1 hora.

8. Analizar las muestras obtenidas en un SDS-PAGE para verificar que se llevo a cabo

la induccién de proteinas.

2.2. Induccibon a gran escala y purificacion de la proteina 24RNP
recombinante bajo condiciones nativas.
Los pasos del protocolo son:

1. Inocular 50 mL de medio LB con ampicilina y kanamicina (100 pg/mL y 25 pg/mL
respectivamente) con una colonia M15 con pQE-24RNP y cultivar de 5-6 horas
(Agoo= 0.7-0.9) con agitaciéon. Con este medio inocular 2 L de medio LB fresco con
ampicilina y kanamicina. Cultivar durante 3 horas a 33 °C hasta lograr una

absorbancia de 0.7-0.9 a2 600 nm.
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2. Inducir la expresién de la proteina con una concentracion final de 0.6 mM de IPTG.
Dejar crecer las bacterias a 28 °C durante 19 horas.

3. Centrifugar a 4,000xg por 20 min y recuperar la pastilla.

4. Resuspender en la solucion amortiguadora de sonicacion (50 mM fosfato de sodio,
300 mM NaCl, pH 8.0). Utilizar 50 mL de soluciéon amortiguadora de sonicacion
por 10 mg de la pastilla.

5. Sonicar las células a 200W, con pulsos de 1 min en hielo y 1 min de sonicacidén. Se
sonica hasta que la absorbancia Ajs alcance un maximo y no varie (repetir
aproximadamente 7 veces).

6. Agregar RNAsa A hasta alcanzar una concentracion final de 10 pg/mL incubar en
hielo por 15 min.

7. Centrifugar a 10,000xg por 20 min y colectar el sobrenadante.

8. Incubar el sobernadante con 300 mg de resina Ni-NTA (Qiagen) previamente
equilibrada en solucién amortiguadora de sonicacion, y agregar 50 U de fosfatasa
alcalina dejar en agitacion por 1 hora a 4 °C.

9. Después de la incubacion, retirar el sobrenadante y lavar la resina con 8 mL de la
solucion amortiguadora de lavado (50 mM de fosfato de sodio, 300 mM de NaCl
10% glicerol, pH 6.0).

10. Eluir la proteina con imidazol 20, 50 y 150 mM (aforar a esa concentracién con la
solucion amortiguadora de lavado). Para detectar donde eluye la proteina se

analizan las alicuotas de las fracciones en SDS-PAGE.

3. Cuantificacion de proteinas (Bradford).

El ensayo de proteina esta basado en el cambio de color del colorante Coomassie
brilliant blue G-250 en respuesta a varias concentraciones de proteina. El colorante se
une primariamente a residuos de aminodcidos basicos (especialmente arginina) y a
residuos aromaticos. El ensayo es util para medir protcinas y polipépiidos con masas
moleculares mayores de 3,000-5,000, dependiendo de los grupos cargados. Muchos
detergentes y soluciones amortiguadora basicas pueden interferir con el ensayo. Las

lecturas de la reaccion colorimétrica se llevan a cabo a 595 nm (Bradford, 1976).
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Procedimiento
El procedimiento es el siguiente:

1. Preparar una curva estandar empleando una solucion de 1 mg/mL de BSA

L BSA (1 mg/mL) pL de agua
1 799
3 797
7 793
10 790
12 788

2. Preparar las muestras, haciendo tres puntos para cada una como sigue:

L de muestra | uL de agua
1 799
2 798
3 797

3. Una vez que se han preparado los tubos de los estiandares y de las muestras, agregar
200 pL del reactivo de Bradford a cada uno y agitar perfectamente.

4. Leer en el espectrofotémetro a 595 nm,

5. Graficar los resultados para determinar la linearidad del ensayo.

6. Hacer la regresién lineal de los puntos de la curva estdndar. Con la ecuacién
obtenida v la absorbancia promedio de cada muestra, calcular los ugs de proteina
por pL. de muestra, utilizando la férmula: A=Cm+b
Donde:

A = absorbancia
C = concentracién (ug/uL)
m = pendiente

b = ordenada al origen

e/ de poliacrilamida desnaturaiizante (PAGE-SDS),

!
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El analisis de proteinas en geles de poliacrilamida es una técnica muy util ya que
permite observar las proteinas presentes en un extracto celular como bandas discretas

separadas en un soporte s6lido. Este método se basa en las propiedades de las proteinas
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de poseer una carga y una masa y por lo tanto desplazarse por efecto de una corriente
eléctrica. Esta técnica permite, con base en la comparacion de las bandas de proteina
con marcadores de masa molecular conocida, determinar el tamafio aproximado de las
proteinas en estudio y observar el grado de pureza en un protocolo de purificacién de

proteinas (Laecmmli, 1970} .

Soluciones
Acrilamida 30% (100 mL)

Acrilamida 30 g
Bisacrilamida 08¢

Solucién amortiguadora separador 25X (100 mL)

Trisbase 1.5 M 18.17 ¢
SDS al 20% 2.0 mL

Solucién amortiguadora concentrador 25X (100 mL)
Trisbase 1.5 M 18.17 ¢
SDS al 20% 2.0 mL

Solucion amortiguadora de carga 5X (10 mL)

Tris IM pH 6.8 3.125 mL

Glicerol 5.0 mL

SDS (1% final) 05¢

Azul de bromofenol 10% 0.2 mL

B-mercaptoetanol 4 uL por 20 nL de solucidén amortiguadora (afiadir al

momento de usar la solucién amortiguadora)

Solucién amortiguadora de corrida 10X (1 L)

Tris base 30g
Glicina 144 g
SDS 10g

TTa®

Utilizar 1a solucién amortiguadora a una concentracion 1X

Persulfato de amonio al 20%
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Colorante Coomassie para teiiir geles (100 mL)
Coomasste brilliant blue R250 0.25¢

Metanol grado técnico 45.4 mL
Agua 45.4 mL
Acido acético glacial 9.2 mL

Solucion fijadora y desteitidora (100 mL)

Metanol 20% 20 mL
Acido acético 7.5% 7.5 mL
Procedimiento

1. Hacer geles con separadores de | mm con la siguiente composicion:

Gel separador

% de acrilamida
12% 15%
Agua 14mL 1.0 mL
Buffer separador 1.0 Ml 1.0 mL
Acrilamida 1.6 mL 2.0mL
Persulfato de amonio 20% 25 plL 25 uL
TEMED 2.5 pl 2.5 uL
Gel concentrador
Agua 1 mL
Buffer concentrador 444 uL
Acrilamida 300 pL
Persulfato de amonio 20% 20 pL
TEMED uL

2. Colocar las muestras previamente cuantificadas en tubos eppendorf y agregar la
solucion amortiguadora de carga 5X a una concentracion final 1X.

3. Hervir las muestras durante 5 min.

4. Cargar las muestras en los pozos de los geles previamente montados en el soporte

del equipe Mini-protean II (BioRad), el cual se coloca en el tanque que contiene la
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solucién amortiguadora de corrida. La solucién amortiguadora se debe agregar a
una concentracién 1X.

5. Correr las muestras a 20 mA hasta que se apilen Y una vez que entran al gel
separador se correna 100 V. El tiempo de corrida depende de Ia concentracién del
gel y de las muestras.

6. Al finalizar la electroforesis los geles pueden ser teflidos con Azul de Coomassie o
con plata o transferidos a membranas de PVDF o nitrocelulosa para hacer Western
blots.

5. Transferencia y Western Blot.

La identificacién de proteinas por anticuerpos es una herramienta en estudios
bioquimicos que permite detectar Ja presencia de una determinada proteina en extractos
celulares. La técnica de Western blot se basa en la transferencia de una proteina a un
soporte de nitrocelulosa (Towbin et al., 1979) u otro soporte semejante y su deteccién
por un anticuerpo especifico, el cual posteriormente es detectado por un segundo
anticuerpo conjugado a una reaccién enzimdtica que produce color o luz (Burnette,
1981).

Soluciones

Solucién amortiguadora de transferencia

Tris pH 8.3 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol 20% viv
TBS

NaCl 50 mM
Tris pH 7.4 50 mM

TBS-T (0.1%)
TBS + 0.1% (volumen / volumen) de tween 20
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Procedimiento

1. Preparar con anticipacién la solucin amortiguadora de transferencia sin metanol y
mantenerlo en refrigeracion hasta su uso. Afiadir el metanol al momento de utilizar
la solucion amortiguadora,

2. Después de la electroforesis remojar el gel en la solucion amortiguadora de
transferencia para preequilibrarlo durante 3 min.

3. Cortar seis trozos de papel filtro Whatmann 3MM de 7 x 9 cm y uno de PVDF (Bio-
Rad) de 8.5 x 6 cm. Hidratar Ia membrana afiadiendo metanol durante 5 segundos y
después afiadir agua hasta observar que la membrana se humedece completamente,

4. Colocar Ia solucién amortiguadora de transferencia enfriado ¥ ¥a con el metanol en
una charola, dentro de la que se ensambla Ia transferencia. Colocar el cassette en el
recipiente y sobre éste; una fibra, tres rectangulos de papel filtro, la membrana, el
gel, tres cuadros de papel filtro, una fibra. Cerrar el cassette y colocarlo en el
electrodo mini Trans-Blot en la orientacion correcta para que se lleve a cabo Ia
transferencia (membrana hacia el polo positivo).

5. Llenar éste hasta la mitad con la solucién amortiguadora de transferencia e
introducir una barra magnética. Colocar la unidad de enfriamiento Bio-Ice
previamente congelada en el tanque ,

6. Hacer la electrotransferencia a voltaje constante de 100V (el amperaje comienza con
250 mA) durante 1 h con agitacion.

7. Después de la transferencia, enjuagar la membrana con TBS-T (0.1%) para quitar Ia
acrilamida pegada a la membrana.

8. Bloquear la membrana en TBS con 5% de leche descremada en polvo durante 1 h
temperatura ambiente y con agitacion.

9. Agregar el primer anticuerpo diluido en TBS con 5% de leche. Incubar a 37° con
agitacion durante 2 h. La dilucién a Ia que se emplea el anticuerpo anti-24RNP g
1:15,000.

10. Quitar el primer anticuerpo y lavar la membrana con 20 mL de TBS-T. Hacer un

lavado rdpido y dos de 15 min con agitacion.
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11. Afiadir el segundo anticuerpo (anti-IgGs de conejo acoplado a peroxidasa de rabano
Bio-Rad) diluido a una concentracién 1:2000 en TBS y 5% de leche. Incubar
durante 2 h a temperatura ambiente.

12. Eliminar el segundo anticuerpo y hacer tres lavados a la membrana con TBS-T. Un
lavado rapido y los otros dos de 15 min cada uno y con agitacion.

13. Revelar por medio de una reaccion de quimiluminiscencia empleando los reactivos
de ECL (Amersham Pharmacia Biotech RPN 2106).

6. Fosforilacién de la 24RNP

Para analizar si la 24RNP se fosforila in vitro se utiliz6 el siguiente protocolo, el
cual fue estandarizado en el laboratorio de la Dra. Maria Eugenia Torres, del Depto.
Bioquimica, Facultad de Medicina UNAM. En los experimentos donde se determiné si
la 24RNP se fosforilaba in vitro se empleé [y->*P)ATP.

Soluciones
Mezcla de fosforilacién

Concentracion final

MgCl, 10 mM
MnCl, 10 mM
ATP 200 uM
Acido okadaico 1 uM
CaCl, 250 uM
Albtimina 50 pg/mL

Aforar con la solucién amortiguadora de cinasas.

Solucién amortiguadora de cinasas

Concentracion final

Tris pH 7.5 20 mM
EDTA I mM
EGTA T mM
Ortovanadato de sodio I mM
B-glicerofosfato 5 mM
NaF 50 mM
B-mercaptoetanol 0.1%

Benzamidina I mM
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PMSF 0.2 mM
Leupeptina 5 pg/ml
PpiNa 5 mM

1. Colocar 10 pL de la mezcla de fosforilacion para fosforilar 21ug (3 ul.) de 24RNP.

2. En el caso de que se requiera detectar la fosforilacion de la 24RNP se agregan 10
uCi de [y-PJATP (Actividad especifica 3000 Ci/mmol, 10 Ci/mL).

3. Afiadir la protein-cinasa con la que se llevara a cabo la fosforilacion, para 21 pg de
24RNP se utilizaron 1.5 ML de CDPK (.Actividad especifica =286.5 nmol/min/mg).

4. Incubar la mezcla durante 120 min a 30 °C con agitacion,

5. Detener la reaccién con una concentracion final 1 mM de EGTA.

7. Inmunoprecipitacion de una actividad cinasa de cloroplastos de espinaca
empleando un suero anti-CDPK de betabel Y fosforilacién de la 24RNP con
esta preparacion.

Las columnas de proteina A-anticuerpo son de las mas versatiles y féciles de
preparar pues el anticuerpo se une a la matriz via el dominio constante y el sitio de
unién del antigeno se encuentra orientado correctamente para una mixima interaccion
(Harlow y Lane, 1988)

Se utilizan las mismas soluciones del protocolo 6.

Procedimiento

1. Aislar cloroplastos intactos de espinaca (ver técnica: Aislamiento de cloroplastos de
espinaca) y cuantificar la proteina presente en dichos cloroplastos.

2. Lisar los cloroplastos (1.5 mg de proteinas/150 pL) con tritén a una concentracién
final de 1%. Incubar 30 min a 4°C con agitacion y centrifugar 3 min a 14,000 rpm

3. Pasar el sobrenadante a un tubo y agregarle el anticuerpo contra la CDPK {(diluciéon

1. ARET P —
1:10j

¥ 1a proicina A-sefarosa (ZYMED) (relacion | KL de proteina A por 3 pL del
extracto de cloroplastos).
4. Incubar durante 2 h en hielo con agitacion,

5. Centrifugar 7 min a 14,000 rpm y desechar el sobrenadante.
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6. Lavar la pastilla con la solucion amortiguadora de cinasas (2-3 veces).

7. Afiadir 50 L de la mezela de fosforilacién y 30 ug de 24RNP e incubar por | h a
30°C con agitacion,

8. Centrifugar 5 min a 14,000 rpm y desechar sobrenadante.

9. Adicionar 20 pL de ia solucién amortiguadora de corrida y hervir durante 10 min,

10. Correr un SDS-PAGE al 15%.

8. Transcripcién de RNA para procesamiento in vitro.

Este protocolo es adaptado del publicado por Schuster y Gruissem (1990).

Soluciones
El agua utilizada en la preparacién de todas las soluciones que son usadas en este
protocolo deben tratarse con DEPC (dietilpirocarbonato) 800 pL/L de agua durante 12 h

y esterilizarse por autoclave.

RNA polimerasa T7 (Promega)

DTT 40 mM
rNTPs 10X

1G, 1C, rA, SmM

rU 0.25 mM
Acetato de amonio 5M

Acetato de sodio 3 M [pH 5.5)
EDTA 0.25M

SDS 20 %
Amortiguador de carga

Formamida desionizada

U.1% xileno de cianol y azul de bromofeno]
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Procedimiento

1.

Digerir el DNA del plasmido con la enzima de restriccién apropiada para
linearizarlo (el pldsmido P2* tiene clonado el 3’UTR del gen petD de espinaca bajo
el promotor T7 y se debe digerir con Xba I).

Correr la digestién en un gel de agarosa para comprobar que haya sido efectiva y
purificar el plasmido linearizado con el kit de extraccion de acidos nucléicos de
geles de agarosa (Qiaex I Gel Extraction Kit (150)). La concentracion final del
plasmido linearizado debe ser de 200 ug/mi.,

En un tubo eppendorf combinar:

2 ul DNA plasmidico (0.4 ug)

4 uL Solucién amortiguadora de reaccion SX
0.5 uL DTT 40 mM

2ul rNTPs 10X

9uL H,O para H-RNA

0.5 uL Rnasin (Promega)

Adicionar 2 uL de [a-**P]-UTP para H-RNA y 8 uL.

5. Agregar 0.5a 1 uL (10-20 U) de T7 RNA polimerasa,

10.

1.

Incubar a 37°C (T7) durante 45 a 60 min (revisar las condiciones especificadas para
cada enzima en el protocolo correspondiente).

Adicionar 15 pL de NH,OAc 5M (u8pL de7.5M)y 100 uL de etanol

Incubar durante 10 min a —20 °C, centrifugar 10 min en microcentrifuga a maxima
velocidad. Quitar el etanol, dejar secar y adicionar 7 uL de amortiguador de carga.
Hervir las muestras por 3 minutos. Ponerlas en hielo. Cargar las muestras en un gel
de acrilamida-urea (5%) (ver técnica: Electroforesis de RNA en gel de acrilamida).
Correr el gel a 1000 V (aprox 25 mA) hasta que el colorante llegue al extremo
inferior del gel.

Colocar el gel sobre un vidrio y cubrirlo con plastico. Exponerlo a una pelicula
fotogrifica (aproximadamente 20 scg) a la que previamente se le habfan hecho

algunas muescas en los bordes. Mientras se expone, marcar sobre e] plastico la
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posicion de la pelicula. Revelaria. Después de revelada, colocarla bajo el vidrio
haciéndola coincidir con las marcas,

12. Cortar la banda del gel que contienc el RNA radiactivo sintetizado y colocarla en un
tubo eppendorfde 1.5 mL

13. Afiadir al tubo:

180 uL H>0 con DEPC
20 uL NaOAc 3 M [pH 5.5] tratado con DEPC
1 uL EDTA 0.25 M tratado con DEPC
SDS 20 %

14. Incubar 2 65°C durante 1-1.5 h 0 a 4°C durante toda la noche. Recuperar la
solucién amortiguadora de elucién. Afadir 500 pL de etanol. Porer el tubo a -20
°C durante 15 min,

15. Recuperar el RNA precipitado centrifugando en una microcentrifuga por 20 min a
maxima velocidad. Dejar secar el precipitado y resuspenderlo en 20 rL de agua
tratada con DEPC. Utilizar 2 uL para medir cuentas Cerenkov. Usar esta solucién

para el analisis de procesamiento.

9. Entrecruzamiento por lug ultravioleta (U V-crosslinking) de proteinas a
RNA.
Este protocolo es adaptado del publicado por Schuster y Gruissem (1990).

Existen varias técnicas que permiten la deteccién de interacciones entre acidos
nucleicos y proteinas. Entre ellas se encuentra el entrecruzamiento de proteinas a RNA
por medio de luz ultravioleta. Este es un método relativamente sencillo comparado con
ensayos de retardo de movilidad en gel o de footprinting con DNAsa I, ¥ que permite
estimar el tamafio de las proteinas que se uncn a los dcidos nucléicos en un extracto
proteico. En este ensayo, las proteinas son marcadas indirectamente debido a su unidn g
los 4cidos nucleicos sintetizados in vitro con una marca radioactiva. La irradiacién con
luz ultravioleta de la mezcla de 4cidos nucleicos-proteinas produce radicales de purinas

y pirimidinas que pueden unirse covalentemente con algin aminoécido cercano como
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cistefna, serina, metionina, lisina, arginina, histidina, triptofano, fenilalanina y tirosina,
en los sitios de ¢ontacto acido nucleico-proteina. Después de la irradiacién, el DNA o
RNA no protegido por Ia proteina es digerido por nucleasas y las proteinas analizadas
por SDS-PAGE vy autorradiografia. La especificidad de la unién proteina- Acido
nucleico puede determinarse por experimentos de competencia con un exceso de

competidor como poli dC 0 RNA no marcado.

Soluciones

Solucién amortiguadora IVT 20X
MgCl, 75 mM
DTT 40 mM
KCl 200 Mm

Solucién amortiguadora de sonicacién (Ver protocolo: Induccién 2 gran escala y

purificacién de la proteina 24RNP recombinante bajo condiciones nativas).

Todas las soluciones que son usadas durante las incubaciones de RNA deben

prepararse con DEPC (dietilpirocarbonato) y esterilizarse por autoclave.

Mezcla de reaccion

Solucién amortiguadora IVT 20X 0.75 uL
24RNP pg (variable) L pL
Solucién amortiguadora de sonicacion 1X M uL L +M=75u)h
DTT 40 mM 1 uL
X-RNA ~1.25 fmol, 100,000 cpm X puL
H;O YuL (X + Y =6.5pL)
Total 15 uL
Procedimiento

Los pasos del protocolo son:
1. Combinar todos los componentes de la mezcla de reaccién excepto el X-RNA.
Incubar a temperatura ambiente por 5 min. Agregar el X-RNA, mezclar y

centrifugar brevemente. Incubar 10 min,
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2. Abrir los tubos cuidadosamente y colocarlos en el UV-crosslinker (UVP CL-1000).
Operando en el modo Energy dar 1.8 Joules (2 veces 9000 en la escala).

3. Agregar 1 pL de RNAsa A (0.5 - 1 pg/uL) e incubar 20 min a 37°C.

4. Agregar 4 pL de solucién amortiguadora de carga para geles de acrilamida
(Laemmli) (5X) y calentar las muestras a 80-100°C por 1 min. Cargar un gel SDS-
PAGE al 15%.

5. Correr el gel a 20 mA a corriente constante hasta que el azul de bromofenol haya
alcanzado la base del gel (~2 a 3 h).

6. Cuidadosamente separar las placas de vidrio, remover el gely tefiirlo con plata (Ver

técnica: Tincidn de proteinas con plata).

10. Tincidn de proteinas con plata.

Este protocolo es adaptado del publicado por Schuster y Gruissem (1990).

Soluciones
Solucidn 1
Metanol 50 % (volumen / volumen)
Acido acético 12 % (volumen / volumen)
Solucién 2
Metanol 10 % (volumen / volumen)
Acido acético 5 % (volumen / volumen)

Solucién 3 (10X)

K,CrO4 10 g/L

HNO; 2.05 mL/L
Solucién 4

Nitrato de plata 12 mM 0.2 2/100 mL (preparar al momento de usarse)
Solucion 5

Na;C0O; 0.28 M 14.8 g en 500 mL

Formaldehido al 37% 0.5 mL/L
Solucién 6

Acido acético 3 % (volumen / volumen)
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Solucion 7
Glicerol 5 % (volumen / volumen)

Procedimiento
Los pasos a seguir son:
Fijar el gel en 25 mL de solucién 1: 1 x 5 min y 1 x 10min.
Lavar el gel en 25 mL de solucién 2: 1 x 5 min y 1 x 10 min.
Remojar el gel en 25 mL de solucién 3 1X por 15 min.
Lavar el gel abundantemente en agua desionizada
Remojar el gel en 25 mL de solucién 4 (Nitrato de plata) por 15 min.

Enjuagar 3 veces en agua desionizada.

A

Lavar el gel rapidamente en dos cambios de 25 ml de solucién 5. Agregar una
tercer alicuota y permitir que ocurra el revelado. El revelado tarda de 3 a 15 min.
8. Descartar la solucién de revelado y detener la reaccién agregando 25 mL de la
solucién 6 por 5 min.

9. Incubar 60 min el gel revelado en solucion de secado (Bio-Rad N161-0752).

11. Electroforesis de RNA en gel de acrilamida.
Este protocolo es adaptado del publicado por Schuster y Gruissem (1990).

Soluciones

Solucién amortiguadora TBE 10X

Tris-borato (pH 8.0) 0.9 M
EDTA 0.02 M

Solucién A

TBE 05X

Urea 7™M

Acrilamida 15% (peso / volumen)
Bis-acrilamida 0.75% (peso / volumen)

Soluciéon B

TBE 05X
Urea TM
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Persulfate de Amonio (PSA) 20%

TEMED

Formamida para cargar las muestras
Formamida desionizada

xileno de cianol y azul de bromofeno] 0.1% (peso / volumen)

Procedimiento

1.

Limpiar perfectamente los vidrios donde se preparar4 el gel de poliacrilamida (18 x
18 x 0.08 cm), son vidrios templados para evitar que se rompan durante la corrida.
Para un gel del 5 % mezclar Io siguiente: 4 mL de Solucion A, 8 mL de Solucién B,
55 uL APS 20 % y 8 uL. TEMED.

Vaciar el gel. Usar TBE 0.5X como solucién amortiguadora de corrida.

Precorrer el gel a 25 mA hasta que la temperatura sea de 50 °C (o el voltaje sea de
1000, ~20 min). Cargar las muestras de RNA enel gel y correr el gela 20 mA hasta
que el azul de bromofenol empiece a salir del gel (~20-30 min, 1000V).

5. Desmontar el sandwich con el gel y cuidadosamente separar los vidrios.

Si se hizo este gel para purificar el producto de transcripcion in vitro, quitar
solamente uno de los vidrios y cubrir el gel con plastico. Continuar con el paso 10
del protocolo de Transcripcién in vitro,

Si se hizo este gel para analizar Ia actividad de procesamiento de RNA, transferir el
gel a papel Whatman 3 MM, cubrirlo con Saran wrap y secar el gel en un secador de
geles usando una hoja adicional de papel Whatman 3 MM.

Exponer el gel seco a pelicula de Rayos Xa-70 °C por62 10 h o toda Ia noche con

una pantalla intensificadora.

12. Aislamiento de cloroplastos de espinaca.

Este protocolo es adaptado del publicado por Schuster y Gruissem (1990).

Extractos de proteinas crudos o parcialmente fraccionados han probado ser

poderosas herramientas en el analisis de los factores que regulan Ia transcripcion y el
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procesamiento de los RNAs. En plantas un extracto proteico de cloroplastos ha sido
utilizado para analizar el procesamiento de los mRNAs plastidicos. En un ensayo de
procesamiento in vitro, se utiliza un RNA radiactivamente marcado, el cual contiene la
region 3’ no traducible y es incubado con un extracto proteico de cloroplastos
parcialmente purificado (Gruissem er al., 1986). Después de la incubacién los RNAs
fueron analizados por SDS-PAGE y autorradiografia.

Soluciones
SX GR (para1L)
5 mM NasP,07:10 H,0 2.225 g (Disolver en 40 ml de agua hirviendo)
250 mM HEPES 59.58 ¢
1.65 M Sorbitol 300.6 g
10 mM EDTA 3.72¢g
SmM MgCl, 1.1016 g
SmM MnClL 0.99¢g
H,O 700 mL. Ajustar pH a 6.8 con 6N NaOH)
1M DTT.
Para Sml 0.77 g
Prepararlo con agua estéril tratada con DEPC

Glicerol estéril 100%
IXGR

3X GR 100 ml.
Agua estéril sin DEPC 400 mL o 395 mL
DTT (10mM) 770 mg o 5 mL de DTT 1M

PCBF

Percoll 100 mL
PEG 6000 u 8000 30¢g
BSA 1.0g
Ficoli 10g
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Solucién amortiguadora A

10 mM Tris pH 7.9
1 mM EDTA
5mM DTT

H,O

Gradientes
Cantidades para 4 tubos de plastico transparente de 50 mL, con 25 mL del
gradiente de 40% de PCBF y 12.5 mL del gradiente de 80% de PCBF. Considerando

que solo se pueden cargar entre 6 y 8 mL de solucion de cloroplastos por tubo.

40% (100 mL) 80% (50 mL)
35X GR 20 mL 10 mL
glutatién 6 mg 3mg
PCBF 40 mL 40 mL
H,O estéril 40 mL
DTT IM 1 mL 0.5 mL

Estos gradientes se preparan agregando primero 25 mL de la mezcla de 40% de
Percoll empleando una jeringa con aguja y después, con una pipeta Pasteur o con una
jeringa con manguerita de HPLC y colocando la punta hasta el fondo, se agrega la
fraccién de 80%, muy lentamente para evitar que se mezclen las soluciones o que se
formen burbujas. Se debe observar la formacién de una interfase.

La solucién amortiguadora 1X GR puede prepararse con agua deionizada estéril,
la solucién amortiguadora A deben prepararse con agua desionizada tratada con DEPC
posteriormente esterilizarse por autoclave durante 15 min a 15 libras. Asimismo, el
material de cristaleria debe ser lavado con 4cido sulfirico, enjuagado profusamente con

agua de la llave, luego destilada y desionizada, secado y esterilizado en autoclave.

Preparar la noche antes y almacenar a 4°C

1. 1X GR
2. PCBF
3. Se pueden preparar los tubos con la fraccién de 40% de Percoll y dejarlos en el

cuarto frio. La fraccion de 80% se coloca inmediatamente antes de correr el
gradiente,
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El dia del procedimiento

L.

Cosechar la espinaca en la mafiana. Obtener de 400 a 600 g de laminas foliares de
hojas jovenes (menos de 7.5 cm sin peciolo). Quitarles el peciolo y las nervaduras
mas gruesas, lavarlas con agua fria y centrifugarlas (en centrifuga para ensaladas)
para quitarles el exceso de agua. Pesar porciones de entre 60 y 80 g y llevarlas al
cuarto frio.

Tomar las porciones, cortarlas en trozos mas chicos con tijeras y molerlas en una
licuadora con 150 mL de 1X GR frio. Dar 3 o 4 pulsos cortos y uno largo como de
10 segundos.

El homogenado se filtra a través de 8 capas de gasa previamente humedecida en
agua desionizada estéril fria y exprimida lo mds posible. La gasa se satura
rapidamente por lo que hay que tener varias capas de manta listas. El extracto debe
ser colectado en un vaso de precipitado estéril de 1 L. Después de que pasa todo el
homogenado, la manta de cielo es exprimida para colectar lo mas posible de liquido,
sin que los residuos pasen. Estos son desechados.

El filtrado es centrifugado a 6000 rpm en un SS34 (rotor de columpio) 6 a 8000 rpm
en un JA-20 (rotor de angulo fijo} por 5 min a 4°C en tubos de plastico opaco de 50
mL en volimenes sobrepuestos (poner S0 mL por tubo, centrifugar, quitar el
sobrenadante (SN) y agregar otros 50 mL en el mismo tubo). Para no perder
muchos cloroplastos de la pastilla se recomienda decantar el SN lenta y no
totalmente para evitar que se pierda parte de la pastilla. Al final de las
centrifugaciones quitar el SN con una pipeta de 10 ml estéril para evitar que la
pastilla se despegue.

Resuspender las pastillas y juntarlas en el minimo volumen de solucién
amortiguadora (32 mL es lo adecuado para 4 tubos de gradiente, pero si no se
deshacen los grumos es mejor emplear mas solucién amortiguadora) empleando un
pincel de cerdas suaves. Hacerlo suavemente y deshacer todos los grumos ya que
luego afectan el gradiente.

Para separar los cloroplastos intactos se emplean gradientes discontinuos 80-40% de

percoll. Cada tubo del gradiente se carga cuidadosamente con 6 a 8 mL de la
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preparacion de cloroplastos y se colocan en un rotor de columpio (HB4) o si no en
uno de 4ngulo fijo (JA20). Se centrifugan a 7000 rpm a 4°C por 20 min, sin freno
para que el rotor pare lentamente. Los cloroplastos intactos se localizaran en la
interfase.

. Las bandas de cloroplastos intactos son recuperadas independientemente empleando
una pipeta Pasteur y colectadas en tubos Corex estériles o de 50 mL de piastico
transparente estériles. Se colocan todas las fracciones correspondientes de todos los
gradientes juntas.

. La fraccién de cloroplastos intactos es aislada en aproximadamente 15-18 mL de
cuatro gradientes (esto puede variar dependiendo de con cuanto tejido se empieza y
de cuantos gradientes son necesarios). Los cloroplastos son lavados llenando el
tubo con 1X GR y centrifugando a 6000 rpm por 1-2 min a 4°C en un rotor SS34 0 a
8000 rpm por 5 min en un rotor JA20. Aspirar la solucién amortiguadora después
de este lavado. Esta solucién amortiguadora queda clara si los cloroplastos no
estaban rotos.

. Los cloroplastos son resuspendidos en 6 mL de solucion amortiguadora A y puestos
en un homogeneizador de vidrio con émbolo. Los cloroplastos son rotos dando 10
golpes con el émbolo. Se deja sobre hielo por 5 min y se dan otros 10 golpes para

asegurar la lisis completa.
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RESULTADOS

1. Produccion de 24RNP de espinaca recombinante.
a) Induccién a pequeiia escala.

Para obtener la proteina 24RNP recombinante se utilizé la cepa MI15
transformada con el plasmido pQE-24RNP (que contenia la secuencia de la proteina
24RNP madura de espinaca con una secuencia de histidinas en el amino terminal para
etiquetar de la proteina en el vector pQE-30) capaz de ser inducida para sobre-expresar
a la proteina (Toledo, 1998).

Con el fin de comprobar que la 24RNP se producia a buenos niveles se
realizaron experimentos a pequefia escala para la induccion de la expresion de la 24RNP

madura. Ademas de cultivar las colonias positivas (carril 6) se utilizaron los siguientes

controles:
1. M15 sin pQE sin inducir.
2. M15 sin pQE inducida.
3. MI15 con pQE sin inducir.
4. M15 con pQE inducida.
5. M15 con pQE-24RNP sin inducir.

A partir de estos cultivos se obtuvieron extractos bacterianos totales y se
analizaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15 %, de acuerdo a los protocolos
descritos en Materiales y Métodos. Unicamente las bacterias que contenian el pQE con
el gen de la 24RNP clonado, en condiciones de induccion, produjeron a la 24RNP
(Figura 6). La masa molecular calculada para esta proteina, basandose en su secuencia
de aminodacidos, es de 24 kDa, la cual es significativamente mas baja que la masa
molecular observada en un SDS- PAGE; lo anterior puede atribuirse a la naturaleza de
la 24RNP ya que es rica en aminoacidos cargados negativamente (el dominio amino
terminal es acido) lo que parece restringir el pegado del SDS y hace que la proteina
migre andmalamente (Takano et al., 1988). Este comportamiento se ha observado en
otras proteinas como la N1/N2 que es una proteina de union a histonas y que tiene un

alto contenido de aminodacidos acidos (Kleinschmidt et al., 1986).
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Figura 6. Expresion de la proteina 24RNP recombinante en E. coli. La induccién se
llevd a cabo con 0.6 mM de IPTG durante 19 h a 28 °C. Se utilizaron alicuotas de 20 ulL de
cultivos bacterianos con y sin el gen de la 24RNP. Las cuales se analizaron en un gel SDS-
PAGE 15% y se tificron con azul de Coomassie.

b) Induccién de 1a 24RNP recombinante a gran escala y purificaci()l'l de la proteina
en condiciones nativas,

Una vez que se confirmo a pequefia escala la produccion de la 24RNP en E. coli,
se realizd una induccion a gran escala utilizando 6 mM de IPTG durante 19 hrs a 28 °C.
~ La extraccién de la proteina se efectud en condiciones nativas empleando la solucion
amortiguadora de fosfatos. La elucion de la proteina recombinante de la columna de Ni
se realizd empleando un gradiente discontinuo de 20, 50 y 150 mM de imidazol y las
diferentes fracciones fueron analizadas en un SDS-PAGE posteriormente teiiido con
Coomassie. (Figura 7). El analisis densitométrico de la preparacion indica que la
proteina tiene un (90% de pureza). El rendimiento que se obtuvo fue de 5 mg/L de
cultivo, Toda la 24RNP recombinante gue se cimpied en este trabajo fue tratada con

RNAsa y fosfatasa alcalina.
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Figura 7. Elucién a diferentes concentraciones de imidazol de la proteina 24RNP
recombinante de espinaca. Gel SDS-PAGE tefiido con Coomassie. Se cargaron 20 ul de
las fracciones eluidas en cada carril.

¢) Anilisis de la 24RNP por exclusién molecular.
Una preparacion de la 24RNP recombinante se paso a través de una columna de
exclusién molecular (Superdex 75) para determinar si la proteina recombinante se

encontraba en forma de monémero u oligdmero. Los resultados de la elucion, muestran

que la proteina recombinante puede encontrarse como dimero o como monémero ya que
cluye entre las fracciones correspondientes a los marcadores de 45 kDa y de 35kDa
(Figura 8).

Figura 8. Cromatografia de exclusién molecular para la 24RNP recombinante, Carril
1) Marcadores de masa molecular; 2) Azul dextran; 4) 68 kDa, 6) 45 kDa; 8) 25 kDa; 10)
12 kDa. Gel SDS-PAGE tefiido con plata.
41




d) La 24RNP recombinante conserva sus propiedades de unién a RNA.

I.as propiedades de unién de la 24RNP recombinante al extremo 3’UTR de pefD
se determinaron utilizando como competidor, en el ensayo de entrecruzamiento con
U.V., albmina de suero bovino (BSA). La BSA no se unc a RNA de petD a pesar de
encontrarse en un exceso de 50 veces (Figura 9). Solo la 24RNP se une a RNA en ese

ensayo.

Figura 9. Entrecruzamiento por luz U.V. del extremo 3’UTR de petD con 24RNP
utilizando como competidor BSA. La 24RNP recombinante: 1) 1ug 2) 3 pg y 3) 2 pg se
incubd en presencia de un exceso de BSA (50X). Las muestras se analizaron en un gel de
acrilamida 15 % teflido con nitrato de plata (A) y se hizo una autorradiografia (B).

2. Fosforilacion de la 24RNP por una PKC inmunoprecipitada de cerebro de rata.

La 24RNP presenta secuencias consenso de fosforilacién para PKC (Figura 5).
Para establecer si la 24RNP de espinaca es una proteina capaz de ser fosforilada se
establecié un ensayo de fosforilacién in vitro en el cual la 24RNP recombinante es
incubada en presencia de una PKC inmunoprecipitada de cerebro de rata, [y”P]ATP y
Ca®. Después de la incubacién, la 24RNP se analizé por SDS-PAGE vy
autorradiografia. ~ Se utilizaron como controles: 24RNP sin PKC y la PKC
inmunoprecipitada de cerebro de rata sin 24RNP (Figura 10). Los resultados de estos
ensayos muestran que la 24RNP recombinante fue fosforilada in viiro por una PKC

inmunoprecipitada de cerebro de rata (Figura 10).
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A)

Figura 10. Fosforilacion de la 24RNP recombinante por una PKC inmunoprecipitada
de cerebro de rata. La 24RNP recombinante (3 pg) se incubd en presencia de una PKC,

[Y?P]ATP y 250 uM Ca’ durante 30 min. Las muestras se analizaron en un gel de
acrilamida 15 % tefiido con Coomassie (A) y se hizo una autorradiografia (B).

3. Fosforilacién de la 24RNP por una CDPK.

Al igual que las PKC, las CDPKs son protein-cinasas dependientes de Ca®", las
cuales se han encontrado exclusivamente en plantas, por lo que se decidi6 probar si esta
enzima era capaz de fosforilar a la 24RNP recombinante. Para ello la 24RNP
recombinante se incubd con una CDPK purificada de membrana plasmatica de betabel,
en una solucién amortiguadora que contenia 250 uM de Ca®* y 10 pCi de [y’*P]ATP.
Después de la incubacion la 24RNP se analizé en un SDS-PAGE y se obtuvo una
autorradiografia. Los controles utilizados fueron: 24RNP sin CDPK y 24RNP con
CDPK en presencia de 1| mM de EGTA.

Los resultados muestran que la 24RNP recombinante también es fosforilada por
una CDPK de betabel en presencia de Ca>* (Figura 11). La dependencia de la actividad
de la CDPK por el Ca®* se puede ver al agregar el agente quelante EGTA, la
concentracion que se utiliza de éste es suficiente para evitar que la fosforilacion de la

24RNP se lleve a cabo.
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+ + + 24RNP + + +
- + + CDPK - + +
- - + EGTA - - +

B)

Figura 11. Fosforilacién de la 24RNP por una CDPK de betabel. La 24RNP
recombinante (5 ug) se incubé 90 min con una CDPK purificada de membrana plasmatica
de betabel en presencia de 10 uCi [y’°P]JATP y 250 pM Ca®". La proteina se analizé en un
gel de acrilamida 15% tefiido con plata (A) y se obtuvo la autorradiografia (B).

4. Ensayo de entrecruzamiento por luz UV de la proteina recombinante 24RNP
fosforilada y no fosforilada con el extremo 3’UTR de perD.

La 28RNP nativa purificada de cloroplasto no se une por igual a todos los
mensajes de cloroplastos ni a todas las regiones del mensaje, y esto se debe a una
modificacion post-traduccional (fosforilacion en la Ser-22 que forma parte del dominio
acido de la proteina), lo que le confiere la especificidad de union a RNAs en el
cloroplasto (Lisitsky y Schuster, 1995). Con base en lo anterior y dado que la 24RNP
también es susceptible de ser fosforilada, se decidié probar si la fosforilacién de la
24RNP, al igual que la 28RNP, modula su afinidad por RNA.

Existen dos caminos para determinar la afinidad de la 24RNP por el extremo
3'UTR de pefD: a) mantener constante la concentracién de RNA e incrementar la
concentracién de proteina y b) mantener constante la concentracién de proteina y variar

la cantidad de RNA.




a) Utilizando cantidades crecientes de proteina.

Diferentes cantidades de 24RNP fosforilada (P-24RNP) y de 24RNP no
fosforilada (NP-24RNP) se incubaron con 48 fimoles de RNA del extremo 3’UTR de
petD marcado con UT*?P. Las muestras fueron analizadas en un gel SDS-PAGE vy se
obtuvo la autorradiografia correspondiente (Figura 12). Tanto la 24RNP fosforilada
como la no-fosforilada muestran un incremento en la unién a RNA que correlacionan
con el incremento de proteina. Sin embargo la proteina no-fosforilada muestra una

mayor union por el extremo 3° de perD.

NP-24RNP (ug) P-24RNP (ug)

09 .19 38 75 15 20 25 3.0 09 19 38 75 15 2.0 25 30

il

Figura 12, Entrecruzamiento por luz U.V, del extremo 3’UTR de petD utilizando
cantidades crecientes de la 24RNP. Diferentes cantidades de 24RNP fosforilada (P-
24RNP) y no fosforitada (NP-24RNP) se entrecruzaron con 48 fmoles (2.56 nM) de RNA
del extremo 3’UTR de petD marcado con UT**P. Gel de acrilamida al 15 % tefiido con
plata (A) y autorradiografia (B)

El analisis densitométrico de los resultados anteriores permitio realizar la grafica

de la Figura 13. Las valores que se obtuvieron al aplicar la ecuacion de Hill fueron:

AT AT

4RNP no-fosforiiada (Constante de disociacion relativa) K'=0.53 + 0.05 pM, (Unién

[\ ]

maxima) Bmax=19.55 + 0.74 dpi y (nimero de Hill) H=2.49 £ 0.51, mientras que para
la 24RNP fosforilada fueron: K'=0.40 + 0.02 uM, Bmax=8.53 + 0.22 dpi y H=3.90 %
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0.90. Como podemos observar las K's son semejantes, lo cual indica que la afinidad de
la 24RNP fosforilada y no fosforilada, hacia el extremo 3’ de perD, es la misma. Lo
que es diferente es la uniéon de dichas proteinas (Bmax) al extremo 3’ de petD. El
mumero de Hill indica que en ambas proteinas existe cooperatividad: la cooperatividad
en la proteina fosforilada es mayor que la de la no fosforilada; y el nimero de sitios al

que sc une la proteina fosforilada es mayor si se le compara con la no fosforilada.

. , . . .
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Figura 13. Efecto de la fosforilacion de la 24RNP en la union al extremo 3’°UTR de
pefD. Diferentes cantidades de 24RNP fosforilada o no fosforilada se incubaron con 2.56
nM del extremo marcado de 3° petD. Se entrecruzaron con luz ultravioleta y se revelaron
por autoradiografia. La cuantificacion de las muestras se llevé a cabo mediante el scanning
de las autorradiografias de dos diferentes experimentos, como €l mostrado en la Figura 12.
Cuadrados: 24RNP no fosforilada. Circulos: 24RNP fosforilada

b) Utilizando cantidades crecientes de RNA.

Se incubaron 1.5 pg de 24RNP recombinante ya sea fosforilada (P-24RNP) o
no-fosforilada (NP-24RNP), con diferentes cantidades del extremo 3’UTR de petD
marcado con UT**P. Después de 10 min a 25 °C, las reacciones se entrecruzaron con

luz UV y se digirieron con ribonucleasa A. Las muestras se cargaron en un gel SDS-
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PAGE y se expusieron para obtener la autorradiografia. La unién de la 24RNP
fosforilada y no-fosforilada aumenta conforme aumenta la concentracién de la proteina
(Figura 14). Sin embargo, se observa una mayor uni6n de la proteina no-fosforilada que

de la fosforilada, o que confirma el resuitado anterior (Figuras 12 y 13).

NP-24RNP | P-24RNP NP-24RNP | P-24RNP

44 88 176 352| 44 88 176 352 44 88 176 352 |44 88 176 352

Figura 14. Entrecruzamiento por luz U.V. de la 24RNP recombinante utilizando
diferentes cantidades del extremo 3’UTR de perD. Diferentes cantidades de RNA del
extremo 3’UTR de pefD marcado con UT*?P fueron entrecruzados con U.V. con 1.5 pg
(3.33 uM) de 24RNP fosforilada (P-24RNP) o no fosforilada (NP-24RNP). A) Gel de
acrilamida 15 %, tefiido con plata y B) autorradiografia.

La densitometria de la Figura 14 permiti6 realizar la grafica de la Figura 15. Los
resultados que se observan en esta gréfica confirman los resultados anteriores en donde
se variaba la cantidad de 24RNP; las Kds tanto de la proteina fosforilada como de la no
fosforilada son muy parecidas, mientras que la union de la proteina no fosforilada es dos

veces mayor que la unién que presenta la proteina fosforilada.

47




L T T T T 4 7 1 T

-
=]
L

Kd=10.26 + 4.09 nM
Bméx=31.49+7.38

— - -
o N E-
i o | |

"

[=2]
P

FRACCION UNIDA (dpt / 1.5.9 de 24RNP)

Kd=11.25 + 5.41 nM
1 Bmax= 15.27 + 4.44 dpi
0-
2 1 J T T T T \ i T T T T \
0 2 4 6 8 10 12

[RNA] nM

Figura 15. Efecto de la fosforilacion de la 24RNP en la unién al extremo 3°’UTR de
petD.  Diferentes cantidades de RNA del extremo 3’UTR marcado de pefD fueron
entrecruzados con UV con 1.5 pg (3.33 uM) de 24RNP recombinante fosforilada o no
fosforilada. La cuantificacion de la unién se llevd a cabo por scanning de las
autorradiografias. Cuadrados=: 24RNP no fosforilada. Circulos: 24RNP fosforilada.

5. Inmunoprecipitacién de una actividad cinasa a partir de cloroplastos intactos
utilizando anti CDPK.

Para encontrar evidencias de que la 24RNP se fosforila in vivo, se buscd una
actividad cinasa en cloroplastos capaz de fosforilar a la 24RNP. Para ello se aislaron
cloroplastos intactos de hojas de espinaca utilizando un gradiente de Percoll. Estos
fueron lisados y el extracto fue incubado con proteina A-sefarosa y anticuerpos contra
CDPK de betabel durante 1.5 h a 4 °C. La fraccién inmunoprecipitada se incub6 con
24RNP recombinante, en una solucién amortiguadora que contenia Ca’*, [y?P]JATP y
acido okadaico por 1.5 h a 37 °C. Después de la incubacién las proteinas fueron
separadas en un gel de acrilamida 15 % y transferidas a una membrana. l.os controles
utilizados fueron los siguientes: extracto de cloroplastos tratado con suero pre-inmune ¢

incubado con la solucién amortiguadora de fosforilacion y 24RNP y extracto de
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cloroplasto con anti-CDPK, la solucién amortiguadora de fosforilacién, 24RNP vy
EGTA.

Los resultados muestran que se logré inmunoprecipitar una actividad cinasa de
cloroplastos de espinaca capaz de fosforilar a la 24RNP recombinante (Figura 16). La
presencia de EGTA no impide la fosforilacion de la 24RNP, lo cual sugiere que la
concentracion de EGTA no fue suficiente para quelar todo el Ca®* en la reaccién, o bien
que la cinasa que fosforila la 24RNP no es dependiente de Ca®*, podria ser una cinasa

relacionada con la familia de las CDPKs, pero que no tiene dominio de unién a Ca®".

+ + + 24RNP * + +
+ - - PRE-INMUNE + - -
- + + ANTI-CPPK - + +
A) - - + EGTA
— 106
] 81-0
— 47.5
— 353
— 282
— 20.8

Figura 16. Una actividad cinasa inmunoprecipitada de cloroplastos intactos de
espinaca utilizando un anticuerpo contra CDPK de betabel fosforila a la 24RNP
recombinante. Cloroplastos intactos de espinaca se lisaron con tritén 1 % y se incubaron
con anticuerpo contra CDPK por 90 min a 37 °C. La preparaciéon fue usada en un ensayo
de fosforilacion in viire empieando la 24RNP recombinante. A) Autorradiografia de las
muestras analizadas. B) Western blot con anticuerpos anti 24RNP (dilucion 1:15,000).
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6. La fosforilacion de la 24RNP recombinante realizada por una actividad cinasa
inmunoprecipitada de cloroplastos de espinaca también cambia sus
propiedades de unién por el 3’UTR de perD.

Con el objeto de determinar si la fosforilacién de la 24RNP llevada a cabo por la
actividad cinasa inmunoprecipitada de cloroplastos de espinaca también altera las
propiedadcs de union de esta proteina al RNA 3'UTR de petD se realizo el siguiente
ensayo. Se aislaron cloroplastos intactos de espinaca mediante un gradiente de percoll,
se lisaron y el lisado se incubd con anticuerpos contra CDPK, de esta manera se logro
inmunoprecipitar una actividad cinasa que se utilizd para fosforilar a la 24RNP
recombinante. Después se procedié a entrecruzar el 3’UTR de perD tanto con la 24RNP
fosforilada, por la actividad cinasa inmunoprecipitada del extracto de cloroplastos,
como con la 24RNP tratada con una preparacion obtenida de un control en donde se
incubd el extracto de cloroplastos con suero pre-inmune. Las proteinas fueron
analizadas en un SDS-PAGE y se obtuvo una autorradiografia. L.os resultados muestran
que la fosforilacion de la 24RNP recombinante por la actividad cinasa
inmunoprecipitada de cloroplastos de espinaca también cambia la afinidad de la 24RNP
por RNA; lo que reafirma los resultados anteriores (Figura 17).

Ademas en este ensayo podemos observar que la 24RNP est4 uniéndose al extremo
3’UTR de pefD en forma de mondémero y de dimero, el dimero que se forma en este
caso no tiene que ser necesariamente un homodimero, ya que alguna otra proteina que
haya inmunoprecipitado con la actividad cinasa puede estar entrecruzandose con el
3’UTR de perD.

7. La 24RNP se une ¢n forma de monémero y de homodimero al extremo 3’UTR
de pefD,

Para determinar si la 24RNP se une en forma de heterodimero u homodimero se
realizd un ensayo de entrecruzamiento entre la 24RNP fosforilada in vitro con CDPK
purificada de membrana plasmatica de betabel, y la 24RNP defosforilada, lo que se
observo es que tanto la 24RNP fosforilada y no fosforilada se unen al transcrito en

forma de homodimeros como se observa en la Figura 18.
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Figura 17. Entrecruzamiento por luz U.V. de la 24RNP recombinante fosforilada con la actividad cinasa inmunoprecipitada
de cloroplastos y el extremo 3’UTR de pefD Diferentes cantidades de 24RNP fosforilada (P-24RNP) y no fosforilada (NP-24RNP)
se entrecruzaron con 48 fmoles de RNA del extremo 3'UTR de pefD marcado con UT3?P. A) Gel de acrilamida 15 %, tefiido con
plata y B) autorradiografia C) Western blot.
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Figura 18. Entrecruzamiento por luz U.V. del extremo 3’UTR de petD utilizando cantidades crecientes de la 24RNP. Diferentes
cantidades de 24RNP fosforilada (P-24RNP) y no fosforilada (NP-24RNP) se entrecruzaron con 48 fmoles de RNA del extremo 3’UTR
de pefD marcado con UT*?P. Gel de acrilamida al 15 % tefiido con plata (A), autorradiografia (B) y sobre-exposicion de la
autorradiografia (C).




DISCUSION

1. Produccioén de la 24RNP de espinaca recombinante en E, coli,

El sistema pQE es una de las mejores opciones para obtener proteina
recombinante, ya que posee un represor bastante fuerte que evita la expresion del gen
clonade hasta su induccién con IPTG. La importancia de tener un buen sistema de
represion se observa sobre todo, cuando se trabaja con proteinas que pueden ser téxicas
y al haber fugas en la expresion de los vectores, ya que se puede provocar muerte
celular (Toledo, 1998).

El vector pQE fue elegido para la clonacion de la 24RNP debido a que este
sistema brinda un alto rendimiento en la generacion de proteinas recombinantes (de 5-
20 mg/L de cultivo) (Wienk y Kruijff, 1999; Li y Ram, 1999). En este caso se lograron
obtener 5.0 mg de 24RNP soluble/L de cultivo, lo cual fue un gran avance ya que
anteriormente se obtenia un rendimiento de solamente 1 mg de 24RNP soluble/L de
cultivo (Toledo, 1998), esto ocurria porque la proteina formaba cuerpos de inclusién,
los cuales son agregados de proteina insoluble y de RNA que contienen la mayor parte
de la proteina que se expresa (Schein, 1989).

La importancia de obtener la proteina soluble para este trabajo, radicaba en que
se buscaba establecer si la proteina sufria una fosforilacion y para ello se requeria que la
proteina estuviese en su forma nativa. Como se ha demostrado para el represor Lac
marcado con una etiqueta de His (Owens et al, 2001} y para las proteinas
recombinantes sintasa endoperoxidasa prostaglandina 1 y 2 de humano marcadas con
una etiqueta de His (Smith T, et al. 2000), la proteina en forma scluble es la que se
encuentra en su estado nativo.

Para producir la mayor cantidad de proteina soluble se modificé la temperatura,
ya que debido a razones no muy bien comprendidas, se sabe que la temperatura afecta
directamente los niveles de expresion y solubilidad de la proteina. Gencralmenie las
temperaturas altas (37° - 42°C) promueven la formacién de cuerpos de inclusion;
mientras que a temperaturas bajas (27 - 30°C) las proteinas se mantienen solubles
(Bishia et al., 1987).
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La etiqueta de histidinas de la 24RNP ayudo a la purificacién de la proteina, que
se realizé de manera relativamente sencilla, obteniéndose la proteina con mas de un
90% de pureza la cual fue suficiente para efectuar los experimentos posteriores. Las
ventajas de utilizar esta etiqueta de histidinas son que consiste tan solo de seis residuos
consecutivos, su pequefio tamafioc implica que existe una adicidon minima de
aminodcidos extra a la proteina recombinante y esta etiqueta no es inmunogénica, o es
pobremente inmunogénica en todas las especies, excepto en algunos monos (QIAGEN).
Ademas la etiqueta de His no se encuentra cargada a pH fisiologico y generalmente no
afecta la compartamentalizacion, la secrecion, o el plegamiento de la proteina a la cual
se ha unido (QIAGEN).

En mas de 150 proteinas que se purificaron utilizando este sistema nunca se
encontrd que la etiqueta de seis His interfiriera con la estructura o funcion de la proteina
(Hoffman, 1991). Esto se ha examinado para una amplia variedad de proteinas,
incluyendo enzimas (Dobeli et al., 1990), factores de transcripcion (Janknecht et al.,
1991), antigenos (Stiiber et al., 1990, Takacs y Gerard, 1991) y proteinas de membrana
(Meyer).

2. La 24RNP es fosforilada in vitro por cinasas dependientes de Ca®".

La 28RNP es capaz de ser fosforilada ya sea in vivo, cuando los cloroplastos
intactos se ponen en presencia de [32P]-qrtofosfato, o in vitro, donde la 28RNP
recombinante es un excelente substrato para la subunidad o recombinante de la casein-
cinasa Il de maiz (CK-II) (Lisitsky y Schuster, 1995). Interesantemente la 24RNP, a
pesar de presentar una alta identidad (57%) con la 28RNP, no es fosforilada por dicha
cinasa en los ensayos de fosforilacion in vitro (Lisitsky y Schuster, 1995). Sin embargo,
ademas de los sitios consenso que presenta la 24RNP para la CK-II, ésta tiene sitios
para la protein-cinasa dependiente de calcio (PKC) (Figura 5); por lo que se decidié
probar si una PKC dependiente de Ca™ inmunoprecipitada de cerebro de rata cra capaz
de fosforilarla y se encontré que efectivamente la 24RNP es substrato in vitro para la
PKC (Figura 10).
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Las CDPKs al igual que las PKCs son cinasas dependientes de Ca®*, pero a
diferencia de estas ultimas las CDPKs solo se han reportado en plantas (Harmon et al.,
2000). Por lo tanto, se decidi6 probar si la 24RNP era también substrato para una
CDPK dependiente de Ca®* purificada de membrana plasmatica de betabel. Y lo que se
demostré es que la 24RNP e¢s fosforilada por dicha CDPK (Figura 11) y que esta
fosforilacién se inhibe en presencia de EGTA, lo que confirma que la actividad cinasa
es dependiente de calcio y muestra claramente que la fosforilacion in vitro de la 24RNP
es llevada a cabo por cinasas dependientes de Ca®*. Dicha fosforilacién puede estar

cambiando la conformacion de la 24RNP y modulando su funcidn in vive.

3. Una actividad cinasa inmunoprecipitada de cloroplastos de espinaca es capaz

de fosforilar a la 24RNP.

Una actividad cinasa capaz de fosforilar a la 24RNP fue inmunoprecipitada de
cloroplastos de espinaca con suero inmune anti CDPK, lo cual podria indicar, que la
24RNP requiere ser fosforilada in vive para modular su unién a RNA.
Sorprendentemente la actividad cinasa inmunoprecipitada de cloroplastos no se inhibe
en presencia de EGTA (Figura 16 carril 3). Lo anterior puede deberse a que la cinasa
inmunoprecipitada sea una CRK (protein-cinasa relacionada con CDPK), y que presente
una actividad cinasa independiente de Ca’"; lo que de hecho ocurre en una CRK de
maiz (Furumoto ef al., 1996). El que esta cinasa no responda a Ca’" puede explicarse
porque las CRKs presentan un dominio CaM (calmodulina like) degenerado y es en este
dominio donde se une el Ca®* (Lindzen y Choi, 1995).

Es importante mencionar que al tratar de inmunodetectar mediante Western -
Blot a la cinasa inmunoprecipitada de cloroplastos no se logré observar la banda
correspondiente (datos no mostrados) por lo que puede tratarse de una fosforilacion
inespecifica, es decir que el anticuerpo agregado al extracto cloroplastico se encuentre
en exceso y esto ocasioné que se haya unido inespecificamente a alguna cinasa que no
es una CDPK, lo cual explicaria porque la cinasa no es dependiente de Ca**. Por lo que

no podemos decir que clase de cinasa es la que se estd inmunoprecipitando ni a que
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familia pertenece ya que se requiere de mas trabajo experimental para llegar a una
conclusion clara. Sin embargo es indudable que se inmunoprecipité una proteina con

actividad de cinasa capaz de fosforilar a la 24RNP,

4. La fosforilacion cambia las propiedades de unién de la 24RNP de espinaca por
el extremo 3’UTR de petD.

La 24RNP es fosforilada in vitro por la CDPK y esta modificacion, aunque no
cambia la afinidad de la proteina, da como resultado un cambio en su uni6n al extremo
3’UTR de petD, la proteina en su forma fosforilada se une dos veces menos. Esto
puede deberse a: que la proteina no fosforilada se une de manera inespecifica al RNA y
al fosforilar la 24RNP sufre un cambio conformacional que hace que la uni6n sea
especifica, o bien, que la fosforilacién de la 24RNP disminuye el niimero de uridinas a
las que se puede entrecruzar y/o proteger de la digestion de la ribonucleasa debido
también a un cambio conformacional generado por la fosforilacién.

Se utilizé la 24RNP fosforilada por la actividad cinasa inmunoprecipitada de
cloroplastos para analizar sus propiedades de unién al extremo 3’'UTR de pefD de
mRNA y los resultados obtenidos en este ensayo confirman lo observado previamente
al fosforilar a la 24RNP con CDPK, es decir, que la unién de la 24RNP fosforilada al
extremo 3’ de petD es menor que cuando no existe esta modificacion.

Se puede especular que la fosforilacion/defosforilacion de proteinas es un
mecanismo por medio del cual las propiedades de unién al RNA son moduladas en
cloroplasto, ya que tanto la 24RNP como la 28RNP sufren fosforilaciones que
disminuyen su unién por el extremo 3’UTR de psbA (Lisitsky y Schuster, 1995). Es
probable que la fosforilacidbn que sufren estas proteinas resulte en un cambio
conformacional que les permita interactuar con otras RNPs y otras proteinas como
RNasas, que especificamente corten el pre-mRNA. Por lo que la fosforilacién de la
24RNP podria estar afectando el correcto procesamiento de los extremos 3’'UTR. Se
requieren mas estudios para determinar cual es el papel de dicha fosforilacion en el

procesamiento post-transcripcional en cloroplastos.
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Otro dato interesante se observo cuando la 24RNP se pasé a través de una
columna de exclusién molecular, ya que los resultados muestran que la proteina es
capaz de interaccionar consigo misma para formar dfmeros. Que la proteina se
encuentra en forma de dimero lo confirman los ensayos de entrecruzamiento con UV
donde la 24RNP forma homodimeros que se entrecruzan con el extremo 3’UTR de
petD.  La unién de estos homodimeros es también dependiente del estado de
fosforilacion de la proteina recombinante, es decir, los dimeros de la proteina no
fosforilada unen mas RNA que los de la proteina fosforilada (Figura 17 y 18).

Se requieren mas estudios para deteminar si la 24RNP ademas de interaccionar
consigo misma estd interaccionando con otras proteinas presentes en el extracto de
procesamiento formando heterodimeros. En mamiferos se ha demostrado que la hnRNP
Al, ademas de interaccionar consigo misma, establece contactos especificos con otras
hnRNP. (Cartegni, 1996)

La interaccion de la 24RNP consigo misma podria estar jugando un papel muy
importante, por ejemplo en modular la uni6n de otras proteinas a secuencias adyacentes
del mRNA y/o en reclutar otras proteinas que pudiesen ser importantes para el
procesamiento del extremo 3°. Es necesario llevar a cabo mds estudios para poder
determinar la influencia de las interacciones de las RNPs en el procesamiento del
extremo 3’ del mRNA.
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CONCLUSIONES

1. En este trabajo se demostroé que la 24RNP recombinante de espinaca es fosforilada
in vitro, tanto por una PKC inmunoprecipitada de cerebro de rata, como por una
CDPK purificada de membrana plasmatica de betabel.

2. Las fosforilacion de la 24RNP da como resultado un cambio en la unién de la
proteina al extremo 3’UTR de petD, especificamente, la fosforilacién causa una
menor unién por el RNA.

3. Se logré inmunoprecipitar una actividad cinasa de cloroplastos de espinaca capaz de
fosforilar a la 24RNP recombinante in vitro.

4. Las propiedades de union de la 24RNP también se ven afectadas cuando la proteina
es fosforilada por la actividad cinasa inmunoprecipitada de cloroplastos.

5. Se determind que la 24RNP interacciona consigo misma, formando dimeros.

PERSPECTIVAS

1. Serfa conveniente probar si la unién de la 24RNP fosforilada y no fosforilada
a otros extremo 3°’UTRs varia de manera semejante a como ocurre con petD.

2. Seria importante determinar cuéles aminoédcidos son los que se fosforilan en la
24RNP, y después hacer mutagénesis sitio dirigida de dichos residuos para determinar si
estn participando en la unién a RNA, o bien en la interaccion con otras proteinas.

3. El que la 24RNP esté reconociendo secuencias especificas o no, podria
depender de si esta o no fosforilada la proteina.

4, Saber si la fosforilacion de la proteina tiene algo que ver con su
oligomerizacion y si la proteina se une preferencialmente en forma de monoémero o

algan oligémero.
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