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RESUMEN

La transcripcion de genes plastidicos, las diferentes modificaciones
postranscripcionales, la traduccion y el ensamblaje de complejos proteicos median los
pasos criticos de la biogénesis y el desarrollo del cloroplasto. En la mayoria de las
plantas terrestres los transcritos de los plastidos sufren un procesamiento
postranscripcional denominado edicidon, que consiste en un cambio de una citidina

particular a una uridina en diferentes transcritos.

Se ha determinado que la proteina CLB19 participa en la edicion de un sdlo sitio en dos
transcritos cloroplasticos: rpoA y clpP1. Ambos mensajeros codifican proteinas de
funcion critica en el desarrollo del cloroplasto. En la mutante c/b19, la edicion de estos
dos mensajeros esta afectada, por lo que, en este trabajo, se plante6 el objetivo de
evaluar qué parte del fenotipo, caracterizado previamente, se debe a la falta de edicion
de rpoA o de clpP1 para esclarecer como afecta la falta de la proteinas RpoA o ClpP1
en el desarrollo del cloroplasto. Para esto, se usaron lineas transgénicas, que codifican
para alguno de los transcritos editados, con la finalidad de complementar la mutante
clb19. Estas lineas transgénicas no fueron capaces de complementar o mejorar el
fenotipo de la mutante clb19. Posteriormente, se generd una linea doble transgénica,
pero tampoco fue capaz de complementar o mejorar el fenotipo mutante. La
caracterizaciéon molecular de las lineas transgénicas indic6 que la actividad de las
proteinas, codificadas por los transgenes editados de rpoA y clpP1, se encuentra
afectada, igual que en la mutante c/b79. Estos resultados indican que las lineas no son
funcionales, por alguna razoén técnica, por lo que se requieren estrategias mas eficaces

para separar los fenotipos causados por la no edicién de los dos transcritos.

Por otro lado, todos los factores sitio especificos de la edicion de RNA, identificados
hasta la fecha, son proteinas PPR (pentatricopetide repeat protein) y se ha confirmado
que las proteinas PPR se unen a uno o varios blancos de RNA en la regién -25/+10 con
respecto a la citidina a editar. CLB19 es una proteina PPR que pertenece al grupo E+

de la subfamilia PLS la cual esta caracterizada por la presencia de una regién



conservada en el carboxilo terminal (domino EE+). Se ha demostrado que el dominio
EE+ tiene una funcion esencial en la edicion de RNA pero no la de reconocer
secuencias especificas de RNA. Por lo que en este trabajo se expresé y se purificd una
proteina recombinante CLB19 truncada de los dominios EE+ que se analizara, en otro

trabajo, si ésta es capaz de unirse in vitro a sus blancos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Desarrollo del cloroplasto

Junto con las vacuolas y la pared celular, los plastidos son componentes caracteristicos
de las células vegetales y estan involucrados en procesos como la fotosintesis y el
almacenamiento. Los plastidos estdan comunmente clasificados por los tipos de
pigmentos que contienen (Figura 1), por ejemplo los cloroplastos contienen clorofilas y
los cromoplastos contienen carotenos acumulan grandes cantidades de pigmentos de
rojos a amarillos, responsables de brindar color a flores y frutos de las plantas.
Diversos plastidos carentes de pigmentos se agrupan como leucoplastos y dentro de
ellos tenemos aquellos que acumulan almidén (amiloplastos), aceites (oleinoplastos) o
proteinas (proteinoplastos). Estos plastidos son incoloros y estdn presentes
principalmente en tubérculos y semillas (Raven et al., 2003; Le6én y Guevara-Garcia,
2008).

cloroplsto \J gerantoplasto
etioplasto -

cromoplasto

R —— ._J :-y ‘ ".
. \ R - _ y
VTN Pl
051 i ’
2y Sy
8o G
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Figura 1. Distintos tipos de plastidos presentes en plantas. Todos los plastidos provienen de los
proplastidos, la diferenciacién de cada tipo de plastido depende de distintas sefales (Leén y Guevara-
Garcia, 2008).



En los cloroplastos maduros los pigmentos como clorofila y carotenos son receptores
de la energia luminica necesaria para la fotosintesis. En las plantas, los cloroplastos
son usualmente en forma de disco y miden entre cuatro y seis micrémetros de diametro
(Raven et al., 2003). Una doble membrana, la interna y la externa, delimitan al
cloroplasto. Dentro del cloroplasto existen membranas fotosintéticas extensas también
llamadas tilacoides. Estas vesiculas se extienden paralelamente al eje cloroplastico
principal, formando vesiculas planas, algunas apareciendo individualmente (tilacoides
estromaticos) o como vesiculas organizados en pilas o grana, conteniendo un espacio

interno o lumen (Lépez-Juez y Pyke, 2005).

El proceso de diferenciacion en cloroplastos involucra la contribucion tanto del DNA
nuclear como del genoma plastidico; aunque el control general reside claramente en el
nucleo. Algunas proteinas cloroplasticas estan codificadas en el DNA plastidico y son
sintetizadas dentro del cloroplasto la mayoria de las proteinas cloroplasticas estan
codificadas en el DNA nuclear, son sintetizadas en el citosol y luego importadas al

cloroplasto (Raven et al., 2003).

La funcion de los organelos es esencial para la vida de los eucariontes. Esta funcion
depende de las actividades de proteinas sintetizadas tanto en los organelos como
importadas desde el citosol (codificadas en el nucleo). Muchas de estas funciones se
llevan a cabo por complejos enzimaticos con subunidades codificadas en ambos
compartimientos, por lo tanto la coordinacién de la expresibn de los genes
cloroplasticos tanto nucleares como organelares es de suma importancia (Fujii y Small,
2011).

La biogénesis y desarrollo del cloroplasto en plantulas puede ser descrito como el
proceso de diferenciacion del plastido progenitor, el proplastido, a un cloroplasto
maduro, ya sea directamente o pasando por un intermediario generado en condiciones
de oscuridad conocido como etioplasto (Pogson y Albrecht, 2011). El desarrollo del
cloroplasto es un proceso complejo y altamente regulado. La transcripcion de los genes

plastidicos, la diferentes modificaciones postranscripcionales (remocién de intrones,



edicion del RNA mensajero (mMRNA), etc.), la traduccién y el ensamblaje de complejos
proteicos median los pasos criticos de la biogénesis del cloroplasto (Waters y Langdale,
2009).

Por lo tanto, la transcripcidon de genes en el cloroplasto, la maduracion del RNA, la
traducciéon y modificaciéon de proteinas tiene un gran impacto en la biogénesis y

desarrollo del cloroplasto (Pogson y Albrecht, 2011).

1.2. Laregulacién de la expresion genética en cloroplasto

1.2.1. El genoma plastidico

Los plastidos al igual que la mitocondria son organelos semiautonomos que llevan a
cabo varias funciones regulatorias y metabdlicas. EI genoma de los plastidos desde las
algas verdes hasta las plantas vasculares, es una molécula circular que contiene
aproximadamente 120 genes y que codifica diferentes proteinas plastidicas, para
tRNAs y para rRNAs. La gran mayoria de los productos de los genes plastidicos son
componentes de enzimas fotosintéticas o de la maquinaria basal de expresion de los
genes del plastido. Estos incluyen varios de las subunidades de los complejos de la
membrana tilacoidal como el fotosistema | (PSI), fotosistema Il (PSlI), citocromo b6f,
ATP sintasa y NADH deshidrogenasa; asi como complejos solubles presentes en el
estroma como la enzima RUBISCO y para la accD (acetil CoA carboxilasa). También
estan codificados en cloroplasto diferentes genes de mantenimiento (housekeeping),
asi como varios rRNAS, subunidades de la RNA polimerasa (PEP) y de la proteasa
caseinolitica Clp (clpP1) (Sakamoto et al., 2008). De esta manera, deben de existir
mecanismos para asegurar la acumulaciéon estequiométrica de las proteinas derivadas

de dos compartimientos fisicamente separados (Barkan y Goldschmidt-Clermont, 2000).

Como las plantas son descendientes de cianobacterias ancestrales, muchos de los
genes mantienen caracteristicas de estos procariontes y estan organizados en

operones y son co-transcritos. A diferencia de los procariontes los cloroplastos, y



también las mitocondrias, tienen intrones del grupo | y Il que probablemente surgieron
en el proceso de co-evolucion. La produccién de las especies maduras de transcritos
requiere eventos complejos de procesamiento policistronico, procesamiento de intrones
y remocion de secuencias tanto en el 5’y 3’ de los transcritos, lo cual a veces es

complejo y lleva a la acumulacién de varias moléculas de RNA (Sakamoto, et al., 2008).

La gran mayoria de los genes que se requieren para la funcién de los cloroplastos
estan codificados en el nucleo y sus proteinas son importadas al cloroplasto. La
mayoria de las proteinas que se dirigen al cloroplasto entran via el translocén de la
membrana externa del cloroplasto (TOC) y el translocon de la membrana interna (TIC).
Las proteinas son dirigidas a estos complejos por su péptido de transito al cloroplasto
por la HSP90 y TOC159. Una vez en el cloroplasto se procesan para remover su

péptido sefal (Pogson y Albrecht, 2011).

1.2.2. La regulacién transcripcional

La transcripcidon de genes cloroplasticos es catalizada por al menos dos distintas RNA
polimerasas. La primera, se parece a la RNA polimerasa de bacterias y consiste en una
enzima con varias subunidades codificadas en el plastido, las cuales se ensamblan con
factores accesorios codificados en el nucleo (Allison, 2000; Sakamoto et al., 2008). A
esta polimerasa se le conoce como PEP (por sus siglas en inglés: plastid-encoded
polymerase). La PEP es una holoenzima que consiste de cuatro subunidades («, 3,
8’1 and B’2), todas codificadas por genes plastidicos, rpoA, rpoB, rpoC1 'y rpoC?2,
respectivamente. Polimerasas eubacteriales como la PEP requieren de un factor
adicional (sigma), el cual facilita el reconocimiento del promotor. Estos factores no
estan codificados en cloroplasto. En Arabidopsis se han identificado seis factores sigma
(SIG1 a SIG6) que se localizan en cloroplastos (Shiina et al., 2005). La PEP es
esencial para el desarrollo del cloroplasto y para las funciones fotosintéticas en
particular, ya que disrupciones en los genes de la PEP exhiben un fenotipo con
deficiencia de pigmentos seguido por una pérdida de membranas tilacoideas apiladas

(grana) y la pérdida de proteinas relacionadas con la fotosintesis (Anamaru et al., 2004).



La segunda polimerasa es codificada totalmente por genes nucleares y esta
relacionada con ciertas polimerasas de bacteriéfagos. Como esta codificada en el
genoma nuclear se le conoce como NEP (nucleus-encoded polymerase, por sus siglas
en inglés) (Sakamoto et al, 2008; Barkan y Goldschmidt-Clermont, 2000). En
Arabidopsis, tres genes que codifican la NEP han sido identificados: RpoT3 (o RpoTp)
para plastidos, RpoT1 (RpoTm) para mitocondria y RpoT2 (RpoTmp) para ambos
organelos (Sakamoto et al., 2008). NEP transcribe todos los genes de mantenimiento

(housekeeping) y metabdlicos de los plastidos (Serino y Maliga, 1998).

Un concepto general aceptado para los papeles diferenciales de las polimerasas
durante el desarrollo del cloroplasto es el siguiente: en etapas tempranas, la NEP es
altamente expresada. A su vez, esta induccion de la NEP inicia la transcripcion de una
serie de genes que codifican las subunidades de la PEP (genes rpo), RNAs
ribosomales, proteinas ribosomales y otras proteinas housekeeping (como clpP17). La
maquinaria para la sintesis de proteinas y degradacion parece ser construida en esta
etapa. Mientras el cloroplasto se desarrolla, la PEP ya esta activada y se vuelve la
polimerasa con mayor actividad en las etapas posteriores de diferenciacion. Asi la PEP
en combinacidn con varios factores SIG actua para llevar a cabo la expresion de genes
involucrados en la formacién de maquinarias fotosintéticas y la formacion de

membranas tilacoideas (Sakamoto et al., 2008).

1.3. Metabolismo del RNA en el cloroplasto

Los productos de la transcripcion de los dos tipos de polimerasas en el cloroplasto
son tipicamente policistronicos. La mayoria de los transcritos primarios se someten a
procesamientos de maduracion de RNA (Barkan y Goldschmidt-Clermont, 2000). Este
procesamiento del RNA juega un papel muy importante en la expresién de los genes
organelares (Stern et al., 2010) y una amplia gama de proteina de unién a RNA

participan y son esenciales en este procesamiento (Fujii y Small, 2011).



El metabolismo del RNA cloroplastico tiene varias caracteristicas semejantes al de los
procariontes, pero la existencia de intrones, la edicion de RNA y los complejos patrones
de procesamiento de precursores policistronicos son caracteristicas totalmente
diferentes (Stern et al., 2010). La poblacion de mRNAs maduros en el cloroplasto
contiene transcritos primarios y procesados. A continuacion se mencionan los distintos

tipos de procesamiento del RNA cloroplasticos:

1.3.1. Maduracién del RNA

-Maduracion del extremo 5°

En muchos casos, el extremo 5 maduro es generado por procesamiento del RNA, mas
que por la iniciacién de la transcripcion. Han sido propuestos dos mecanismos que se
cree llevan a la formacién del extremo 5’ y que resulta del procesamiento del RNA: una
via exonucleolitica 523’ 0 una escision sitio especifica por una endoribonucleasa aun
no identificada (Stern et al., 2010).

-Maduracion del extremo 3’
La mayoria de los extremos 3’ son generados por procesamiento, mas que por la
terminaciéon de la transcripcién. Mecanismos exonucleoliticos o endonucleoliticos y

proteinas de uniéon a RNA parecen participar en la formacion del 3’ (Stern et al., 2010).

1.3.2. Estabilidad del RNA

Una caracteristica no procariontica de los cloroplastos es que la vida media de sus
RNAs varian de 30 minutos hasta varios dias. Se puede especular que proteinas de
unién a RNA que no se encuentran en procariontes regulan el decaimiento en la vida
media de los RNAs (Stern et al., 2010).



1.3.3. RNA splicing

Los genomas de los organelos en plantas contienen intrones de dos tipos: grupo | y
grupo |l. Estos se definen con base en sus distintos mecanismos de procesamiento y a
los elementos estructurales presentes. En cuanto a factores de splicing codificados en
el cloroplasto se sabe que algunos intrones de ambos grupos codifican para maturasas
que estan involucradas en su propio splicing. En cuanto a factores de splicing
codificados en el nucleo, existen evidencias de que por lo menos 12 diferentes
proteinas estan involucradas en el procesamiento de intrones en el cloroplasto. Muchas
de estas proteinas, llamadas CRMS (chloroplast RNA splicing and ribosome
maturation), pertenecen a una familia que contiene mas de 4 dominios de unién a RNA
(Stern et al., 2010).

1.4. Edicién de RNA

Ademas de los procesamientos de maduracion revisados anteriormente, existe la
edicion de RNA. Los transcritos de los plastidos pueden estar sujetos a este
mecanismo de procesamiento de RNA que cambia la identidad de nucleédtidos
individuales y asi altera la informacion del contenido del RNA mensajero. Este cambio
se le conoce como edicion de RNA y es uno de los multiples eventos de maduracién
del RNA, que son requeridos antes de que los transcritos de plastidos sirvan como
moldes en la biosintesis de proteinas plastidicas. La edicion del RNA en cloroplasto
procede por la conversion de un residuo individual de citidina a uridina y, en algunas
briofitas, el evento inverso, transiciones de uridina a citidina. Ningun otro tipo de
sustitucién de nucledtidos ha sido detectada en transcritos plastidicos; sugiriendo que
la edicién del RNA cloroplastico esta restringida a transiciones de pirimidinas (Bock,
2000).

La edicion de RNA en general puede ser definida como el proceso que cambia la
secuencia del transcrito con respecto a la que esta codificada en el DNA. La edicion

incluye inserciones o deleciones sitio especificas de uno o varios nucleétidos (edicion



de insercion/delecién) y también cambios especificos en la identidad de nucledétidos

individuales (edicion de conversion) (Bock, 2000).

La edicion de RNA fue descubierta en la mitocondria de Trypanosoma. Los
tripanosomas poseen una gran mitocondria llamada kinetoplasto. Las secuencias de
DNA de los genes del kinetoplasto parecian ser pseudogenes ya que a pesar de que
exhibian alta similitud con las diferentes subunidades de la cadena respiratoria, no
contaban con un marco continuo de lectura. Analisis de la secuencia de los mensajeros
correspondientes revelaron que en estos transcritos se habian restaurado los marcos
de lectura correctos en todos los casos. Esta reparacion a nivel del transcrito ocurre a
través de la insercion o delecion post-transcripcional de residuos de uridina en sitios

altamente especificos (Benne et al., 1986).

Después del descubrimiento de la edicién en tripanosomas, se detectaron procesos de
ediciéon en mitocondria y plastidos de otros eucariontes. Mientras que la edicion en los
kinetoplastidos es del tipo insercion/delecién, en los plastidos se da una edicién del tipo
de conversion, es decir la identidad del residuo del nucledtido individual es cambiada
pero el tamafo de la molécula de RNA permanece sin cambios (Bock, 2000). La
edicién en los plastidos fue descubierta en 1991 cuando se secuencié el genoma
cloroplastico del maiz. Cuando se alineé el gen rp/2 con los ortélogos de otras especies,
se descubrié que aparentemente este gen en maiz no tenia el codon de iniciacién de la
traducciéon. El codén de inicio convencional ATG, el cual esta presente en los genes
rpl2 de tabaco y de Marchantia polymorpha, estaba reemplazado por un codén ACG en
la posicidon homéloga del maiz y arroz. Sin embargo, la secuencia del cDNA de rp/2 de
maiz revelé que el codon ACG codificado en el genoma habia sido reemplazado por el
codon correcto de inicio, AUG. Esto sugirié que el codon ACG codificado en el genoma
del cloroplasto para rp/2 sufre una modificacién co- o post- transcripcional a través de

edicién, que lo convierte en un coddn de inicio AUG tipico (Bock, 2000).

Evidencia obtenida en el sistema de edicion en mitocondria de plantas ha indicado que

la union azucar-fosfato de la cadena del mMRNA no es separada durante la reaccion de



edicion (Rajasekhar y Mulligan, 1993). Igualmente, el enlace N-glicosidico entre la
pentosa y la pirimidina parece permanecer intacto (Yu y Schuster, 1995). Estos
descubrimientos parecen excluir al mecanismo de escision de nucleétidos y el de
sustitucion de base en la edicion de RNA en estos organelos. Por lo tanto, el
mecanismo mas probable involucra una conversion enzimatica de citidina a uridina
dada por una citidina desaminasa, capaz de actuar en sustratos de poliribonucleétidos
o, alternativamente, por una transaminasa (Figura 2) (Bock, 2000). Aunque la
evidencia bioquimica se obtuvo de mitocondrias de plantas, se cree que un mecanismo
similar ocurre en plastidos. Sin embargo, hasta ahora ninguna de las enzimas
involucradas en la edicién en los organelos de plantas ha sido aislada y caracterizada
(Bock, 2000).

cytidine
Lﬁj 7]’N deaminase k(_f WHN
; transamlnase;

OH

—OQun,

R NH,
Cytidine H Uridine
Figura 2. Probable mecanismo de edicion de RNA C-a-U en cloroplasto de plantas superiores. La
citidina puede ser convertida en uridina por una desaminacién oxidativa en el carbono nimero seis del
anillo de pirimidina. La conversion enzimatica de C-a-U puede ser llevada a cabo por una citidina
desaminasa o una transaminasa. Una reaccién de transaminacién requeriria un co-sustrato portando un

grupo ceto para aceptar el grupo amino liberado del residuo de citidina. Tomada de Bock, 2000.

Una pregunta que surge en el proceso de edicion es la manera en la cual decenas de
sitios son reconocidos especificamente. Experimentos in vivo usando cloroplastos
transgénicos han mostrado que los sitios de edicion son reconocidos por elementos en
cis que estan localizados aproximadamente a unos 30 nucledtidos del sitio de edicion.
Existe suficiente evidencia bioquimica que sugiere que los factores trans que se unen a
los elementos cis que rodean a los sitios a editar en organelos de plantas, son
proteinas (Hammani et al., 2009). La caracterizacion de mutantes de Arabidopsis que

muestran defectos en el proceso de edicion ha sido de gran ayuda para identificar



algunos genes nucleares que se sospecha codifican factores involucrados en la edicién
de RNA (Hammani et al., 2009).

1.5. Proteinas involucradas en la regulacion de la expresion de genes

cloroplasticos

Recientemente se ha demostrado que varias proteinas codificadas en el nucleo que
pertenecen a una gran familia conocidas como PPRs (pentatricopetide repeat, por sus
siglas en inglés) participan en diversos mecanismos postranscripcionales incluyendo el
procesamiento del RNA, splicing, edicidon, estabilidad, maduracién y traduccién de los
mensajeros en organelos (Figura 3). Esta es una de la familia de proteinas mas grande
del genoma de plantas con mas de 450 miembros en Arabidopsis thaliana y 560 en
arroz. En varios casos los fenotipos de las mutaciones en alguna de las proteinas PPR
son letales lo que demuestra que tipicamente cada proteina PPR tiene una funcion

especifica no redundante (Pogson y Albrecht, 2011).

Aunque las proteinas PPR han sido reportadas en todos los eucariontes, la cantidad de
estas proteinas es mucho mayor en plantas comparado con otros eucariontes. Por
ejemplo, Drosophila y Caenorhabditis elegans tienen sélo dos proteinas PPR (Saha et
al., 2007).
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Figura 3. Esquema que representa la expresion genética y el ensamblaje de proteinas fotosintéticas.
Este proceso esta dictado por la coordinacion de la transcripcion mediada por las polimerasas NEP y
PEP y por pasos regulatorios postranscripcionales mediados por las proteinas PPR. Tomado de
Sakamoto et al., 2008.

La familia PPR esta caracterizada por tener el motivo distintivo degenerado de
repeticiones de 35 aminoacidos generalmente arreglado en tandem de 2 a 27
repeticiones por péptido (Luri et al., 2004; Small y Peeters, 2000). Basados en analisis
bioinformaticos, la mayoria de las proteinas PPR se pronostica que se dirigen a

mitocondria o a cloroplasto (Lurin et al., 2004).

La funcién mas probable de la mayoria de las proteinas PPR es que son proteinas de
unién a RNA involucradas en modular la expresion de los genes de los organelos
procesando y/o estabilizando diferentes transcritos, asi como regulando su traduccion
(Saha et al., 2007). Por lo tanto los genes PPR en plantas juegan un papel esencial en
la embriogénesis vegetal y otros procesos del desarrollo de la planta (Saha et al., 2007).

En los casos analizados cada miembro de la familia de las PPR se une a un RNA
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especifico y al parecer recluta factores generales para su procesamiento, maduracion y

traduccién, regulando de esta manera su expresion (Saha et al., 2007).

La estructura tipica de una proteina PPR contiene en el amino terminal una secuencia
de transito a organelos de tamafio variable y de 2 a 27 repeticiones PPR arregladas en
tandem (Figura 4). Estructuralmente, los motivos PPR se parecen a otro motivo de
repeticiones llamado tetratricopéptido (TPR) que se encuentra en diferentes proteinas
eucarionticas y que estan implicadas en mediar interacciones proteina-proteina. (Saha
et al., 2007). Las proteinas TPR consisten en un par de hélices antiparalelas (Das et al,,
1998). Las repeticiones TPR organizadas en tdndem forman un surco central que se
cree sirve como sitio de unién de otra proteina. Basados en esta conformacién de las
TPR se predice que las repeticiones PPR forman también hélices que sirven como sitio

de unién para una molécula de cadena sencilla de RNA (Saha et al., 2007).

\ 2-27 PPR repeats in andem
Variable length orgenelie 35 amino add per repeat unit C terminal
targefing sequence optional motif

Figura 4. Un arreglo tipico estructural de una proteina con repeticiones de pentatricopéptidos. Tomado
de Saha et al., 2007.

Las repeticiones PPR clasicas (designadas como motivos P) estan arregladas en
tandem, pero en algunos casos pueden presentar gaps regularmente de no mas de 70
aminoacidos. Alineamientos bioinformaticos de las secuencias entre PPRs de plantas
mostraron dos tipos de PPRs, unas cuyas secuencias repetidas contienen solo 31
aminoacidos y otras en que el motivo PPR es un poco mas largo, de 35-36
aminoacidos. Estos motivos fueron designados como PPR-S (por cortos “short”) y PPR-
L (por largos “long”) (Lurin et al., 2004). Asi, con base en la longitud y arreglo de las

repeticiones de motivos, las proteinas PPR estan agrupadas en dos subfamilias, las
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proteinas PPR clasicas que contienen sélo motivos P y las proteinas combinatorias y
modulares de plantas (por sus siglas en inglés: PCMPs) con bloques repetidos de
motivos P-L-S, estas ultimas sélo se encuentran en plantas (Aubourg et al., 2000;
Rivals et al., 2006).

El carboxilo terminal de las proteinas PPR es variable y algunas de ellas contienen
motivos no relacionados con los dominios PPR conocidos como E o E+ (de extendidos)
o DYW. Estos tres motivos estan presentes en proteinas de la subfamilia PCMPs y no
en ninguna otra proteina de Arabidopsis (Lurin et al., 2004). Los motivos E y E+ no
tienen una secuencia conservada, mientras que el motivo DYW tiene una alta similitud
en secuencia de aminoacidos, particularmente en residuos de Cys e His (Aubourg et al.,
2000). Los tres motivos del carboxilo terminal siempre aparecen continuos y con un
orden conservado de E, E+ y DYW. La presencia de estos motivos en el carboxilo
terminal de proteinas PPR no es una regla, no se encuentra en las proteinas PPR
conocidas como “clasicas” y esta usualmente asociado con proteinas de la subfamilia
PCMPs. Estos motivos ha sido implicados en el reclutamiento de factores cataliticos

para el procesamiento del RNA (Rivals et al., 2006).

Como se menciond anteriormente por analisis computacionales se predice que la
mayoria de las proteinas PPR tienen una secuencia de transito a organelo, ya sea a
mitocondria o cloroplasto (Small y Peeters, 2000; Lurin et al, 2004).
Experimentalmente dicha localizacion subcelular se determina visualizando en la célula
la expresion de un gen reportero, como la proteina verde fluorescente (GFP) u otro
marcador visual, cuando éste es fusionado en fase con la proteina PPR de interés o

con una parte de ella y es introducido en células vegetales (Saha et al., 2007).

1.6. Algunas proteinas PPR son requeridas para la edicion de RNA en

cloroplasto

La proteina CRR4 fue una de las primeras PPRs en identificarse como un factor

requerido para la edicion de RNA en cloroplasto (Kotera et al., 2005) posteriormente
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muchas proteinas PPR han sido identificadas como factores requeridos para la edicion.

Estas proteinas PPR se agrupan dentro de la clase PLS, una posible excepcion es la

proteina de Arabidopsis PPR596 quien pertenece a la clase P y que suprime la edicion

de RNA en los transcritos mitocondriales del gen rps3 (Doniwa et al., 2010).

Se ha especulado que la mayoria de los miembros de la clase PLS podrian estar

involucrados en la edicién de RNA (Tabla 1). Pero también existen otras proteinas de

esta clase que no estan involucradas en la edicion como: la proteina CRR2 que

pertenece a la clase DYW y que esta involucrada en la escision del RNA de un

transcrito cloroplastico (Okuda et al., 2009) y la proteina OTP70 de la subclase E, la

cual esta involucrada en el splicing de los transcritos cloroplasticos del gen rpoC1
(Chateigner-Boutin et al., 2011).

Tabla 1. Factores de edicion conocidos de organelos de plantas. Tomada de Fujii y Small, 2011.

Organelle ACGI Subclass Name Edited gene Reference
Chioroplast At1g08070 DYW oTpP82 ndhG, ndhB Hammani et al. (2009)
Chloroplast At1g11290 DYW CRR22 ndhB, ndhD, rpoB Okuda et al. (2009)
Chloroplast At1g15510 DYW AtECB2/VAC1 accD Yu et al. (2009), Tseng
et al. (2010)
Chioroplast At1g59720 DYW CRR28 ndhB, ndhD Okuda et al. (2009)
Chioroplast At2g02980 DYW oTP8s5 ndhD Hammani et al. 2009)
Chioroplast At2g29760 DYW oTP81 rps12 intron Hammani et al. (2009)
Chioroplast At3g22690 DYW YS1 rpoB Zhouet al. (2008)
Chloroplast At3g57430 DYW oTPg4 ndhF, psbZ ,ndhB Hammani et al. 2009)
Chloroplast At3g63370 DYW OTP86 rps14 Hammani et al. 2009)
Chloroplast At5g13270 DYW RARE1 accD Robbins et al. 2009)
Chloroplast At5g48910 DYW LPAG6 psbF Calet al. (2009)
Chloroplast At2g45350 E CRR4 ndhD Kotera et al. (2005)
Chloroplast At5g59200 E OTP80 rpl23 Hammani et al. (2009)
Chioroplast At1g05750 E CLB19 rpoA, clpP Chateigner-Boutin et al. (2008)
Chloroplast At5g55740 E CRR21 ndhD Okuda et al. (2007)
Mitochondria At2g03880 DYW REME1 nad2, orfX Bentolila et al. (2010)
Mitochondria At2g25580 DYW MEF8 nad5 Takenaka et al. (2010)
Mitochondria At3g12770 DYW MEF22 nad3 Takenaka et al. (2010)
Mitochondria At4g14850 DYW LOI1/MEF11 cox3, nad4,ccb203 Tang et al. (2010),
Verbitskiy et al. (2010)
Mitochondria At5g52630 DYW MEF1 rps4, nad7, nad2 Zehrmann et al. (2009)
Mitochondria Oryza sativa DYW OGR1 cox2, cox3, cemC, Kim et al. (2009)
nad2, nad4
Mitochondria Physcomitrella patens DYW PpPPR_56 nad3, nad4 Ohtani et al. 2010)
Mitochondria Physcomitrella patens DYW PpPPR_71 ccmF Tasaki et al. (2010)
Mitochondria Physcomitrella patens DYW PpPPR_77 cox2, cox3 Ohtani et al. 2010)
Mitochondria Physcomitrella patens DYW PpPPR_91 nad5 Ohtani et al. 2010)
Mitochondria At1g62260 E MEF9 nad7 Takenaka 2010)
Mitochondria At2g22410 E SLO1 nad4, nad9 Sung et al. (2010)
Mitochondria At3g05240 E MEF19 ccb206 Takenaka et al. (2010)
Mitochondria At3g18970 E MEF20 ps4 Takenaka et al. (2010)
Mitochondria At5g19020 E MEF18 nad4 Takenaka et al. (2010)
Mitochondria At2g20540 E MEF21 cox3 Takenaka et al. (2010)
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Sélo pocas proteinas PPR se ha encontrado que pueden unirse a multiples sitios
blanco, entre las mas estudiadas se encuentran las proteinas de maiz (Zea mays)
CRP1 vy la proteina PPR10 (Hammani et al., 2009). En estos dos casos sus sitios de
edicion tienen una secuencia casi idéntica. Vale la pena sefialar que hasta el momento
no se ha encontrado alguna caracteristica en cuanto al tamafio, numero de motivos o
algun otra caracteristica en la secuencia o estructura de la proteina que pueda
distinguir entre las proteinas PPR que reconocen multiples sitios blanco, de aquellas

que solo reconocen uno (Figura 5) (Hammani et al., 2009).

1.6.1. Los motivos E y E+ pueden tener una funcién comun en la edicion del
RNA

La mutante crr4 de Arabidopsis es defectuosa en la edicién del RNA del gen ndhD-1
del cloroplasto (Kotera et al., 2005) EI gen ndhD codifica una subunidad del complejo
cloroplastico NAD(P)H deshidrogenasa, el cual esta involucrado en el flujo ciclico de
electrones en el fotosistema | (Okuda et al., 2006). La proteina CRR4 contiene 11
motivos PPR, un motivo E y un motivo desconocido. El trabajo de Okuda y
colaboradores (2006) mostr6 que CRR4 interacciona directamente con el RNA de
ndhD-1. CRR4 se une especificamente a los 25 nucledtidos corriente arriba y los 10
nucleodtidos corriente abajo del sitio de edicion. Usando RNA pre-editado y post-editado
del transcrito mostré que la afinidad de union de CRR4 al RNA pre-editado es
ligeramente menor. Sugiriendo que la citidina en el sitio de edicion no es una
caracteristica critica para el factor activador en trans (Okuda et al., 2006). Estos datos
sugieren que esta proteina PPR actua como un factor en trans para la edicion de RNA

plastidico.
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Figura 5. Estructura esquematica de proteinas PPR de plantas involucradas en editar transcritos de
cloroplasto o de mitocondria. Las proteinas PPR estan agrupadas de acuerdo a su numero de sitios

blanco (sencillo o multiple). Tomado de Hammani et al., 2009.
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Posteriormente se descubrié otra proteina PPR denominada CRR21 que pertenece a la
clase E+ de la subfamilia PLS. Sin embargo, CRR21 y CRR4 no muestran una similitud
significativa en los motivos de PPR. Esto podria deberse a que distintos arreglos en
tandem de los motivos PPR son capaces de reconocer distintas secuencias especificas
de RNA. Los motivos E y E+ de estas proteinas se localizan hacia el carboxilo terminal
y estan altamente conservados en secuencia entre CRR4 y CRR21. Aunque CRR4 y
CRR21 reconocen distintos blancos de RNA su similitud en los dominios E sugiere una
funcién comun en ambas proteinas y no una funcién especifica de reconocer distintas
secuencias de RNA. Cuando se intercambié el dominio E/E+ de CRR4 con el de
CRR21 el gen quimérico fue capaz de restaurar la edicion de ndhD-1 en el fondo
mutante, aunque a niveles ligeramente menor que en una planta wt. En un experimento
reciproco también se restaurd la edicion de ndhD-2. Esto confirma que los dominios
E/E+ de las proteinas CRR4 y CRR21 tiene una funciéon o mecanismo de accién similar
en la edicién de RNA (Okuda et al., 2007).

Ademas en el trabajo de Okuda et al., 2007 se realizdé un ensayo electroforético de
retraso (EMSA) usando un proteina recombinante CRR4 truncada del dominio E/E+ y
una sonda de RNA conteniendo la secuencia de reconocimiento de CRR4. En este
ensayo se observo una banda retardada cuando se incremento la concentracion de la
proteina recombinante con una Kd de 1.8 nM un valor muy similar a la afinidad de
unién de la proteina completa CRR4 (Figura 6). Estos resultados indicaron que el

dominio E/E+ no es importante para la unién de alta afinidad al RNA.
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Figura 6. Ensayos electroforéticos de retraso con la proteina CRR4, CRR4 sin el dominio E/E+ y el RNA
blanco. A) representacion esquematica de la sonda usada ndhD-1. B) Ensayos electroforéticos con
concentracion fija de RNA (0.5 nM) con diferente concentracion de proteinas. Tomado de Okuda et al.,
2007.

1.7. La traduccion en cloroplasto

Una vez que el transcrito ha sufrido modificaciones postranscripcionales irreversibles
(splicing, edicion, procesamiento) o reversibles (asociacion con proteinas especificas)
esta listo para ser traducido (Danon, 1997). La mayoria de los constituyentes de la
maquinaria de traduccién en cloroplastos tiene similitud con los de procariontes Sin
embargo, también existen algunas diferencias. Los cloroplastos contienen ribosomas
propios del tipo 70S, el 5’ de los transcritos de los cloroplastos no presentan “capping”

con m7G y muchos son transcritos como unidades policistronicas (Danon, 1997).
Una de las consecuencias de la transferencia de un gran numero de genes del genoma

del cloroplasto al nuclear, es la necesidad de una regulacién coordinada de ambos

genomas. Esta coordinacién es crucial para modular y regular a los diferentes
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componentes de los complejos proteicos cloroplasticos que estan compuestos por

subunidades de origen tanto nuclear como plastidico (Danon, 1997).

1.8. Estabilidad y degradacién de proteinas en cloroplasto

Existen evidencias que indican que las proteasas tienen un papel muy importante en la
transicion de un tipo de plastido a otro. Ademas se sabe que el aparato fotosintético en
cloroplasto se encuentra sometido a un constante dafno fotoxidativo por lo que algunas
proteinas deben ser continuamente removidas por proteasas (Sakamoto, 2006). Por lo
tanto la degradacién de proteinas cloroplasticas es mantenida por un estricto control de
calidad, que puede ser considerado como el ajuste final en el ultimo paso de la

expresion genética (Sakamoto et al., 2008).

En el citoplasma, generalmente se acepta que la degradacion dependiente de
ubiquitina a través del proteosoma 26S es una via importante regulatoria. Sin embargo,
en cloroplastos, esta via no se encuentra y diversos estudios han revelado que los
cloroplastos tiene muchas proteasas tipo procaridnticas algunas de las cuales son
dependientes de ATP y estan relacionadas evolutivamente con el proteosoma 26S
(Adam et al., 2006). De las 3,000 a 3,500 proteinas que constituyen los cloroplastos,
incluyendo las que estan codificadas en cloroplasto, el 5 % se cree que estan
funcionalmente relacionadas con la degradacion de proteinas tal y como se muestra en
la figura 7. Existen al menos once tipos diferentes de familias de proteasas y
peptidasas codificadas por mas de 50 genes. Los diferentes tipos de proteasas
incluyen las serina-metaloproteasas y posiblemente cisteina y aspartico proteasas y
varias de ellas requieren ATP (Sakamoto et al., 2008). Las proteasas o peptidasas en
los plastidos tienen dos tipos de funciones. La primera funcidon es su actividad
endopeptidica, que se encarga de remover el péptido de transito en el estroma de las
proteinas importadas a estos organelos y de eventos procesivos (degradacion gradual
de oligopéptidos a aminoacidos) para el ensamblaje correcto del fotosistema Il. La
segunda funcién de las proteasas plastidicas es la degradacién procesiva o gradual de

proteinas. Este tipo de degradacion se requiere para remover proteinas innecesarias
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que estan generadas en exceso, por errores de ensamblaje, dafo por calor o
fotoxidativo (Sakamoto, 2006).

Uno de los tipos de proteasas mejor caracterizados son las proteasas dependientes de
ATP que incluyen a las proteasas Clp, FtsH y Lon y que son consideradas las enzimas
que estan mayormente involucradas en la degradacion procesiva. La estructura basica
de las proteasas dependientes de ATP en plantas es muy similar a la arquitectura de
proteasas bacterianas, pero estas enzimas plastidicas tienen un numero extraordinario

de isémeros (Sakamoto, 2006).

Thylakoid
membrane

Figura 7. Esquema de los tipos y funciones de las proteasas en plastidos. Una vez que los cloroplastos
estan formados, el control de calidad de las proteinas es llevado a cabo principalmente por las proteasas
dependientes de ATP y son cruciales para el mantenimiento. La degradacidon procesiva es requerida

para la transicion entre los distintos tipos de plastidos. Tomado de Sakamoto, 2006.

1.8.1. La proteasa Clp
Clp es una serina-proteasa dependiente de ATP cuyo modo de accion ha sido

caracterizado en E. coli. Clp consiste en un nucleo catalitico flanqueado en uno o

ambos lados por una chaperona HSP100. El nucleo proteolitico tiene forma de barril y
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consiste en dos anillos heptaméricos formados por la subunidad ClpP1, cuyo sito
catalitico esta situado dentro de la cavidad central como se muestra en la figura 8
(Wang et al., 1997). Adyacente a la entrada del nucleo proteolitico esta un solo anillo
homogéneo hexamérico de CIpA o ClpX, dos miembros de las familia HSP100 de
chaperonas. Estos componentes confieren especificidad de sustrato a la proteasa y
desnaturalizan a la proteina sustrato de una manera dependiente de energia. Una vez
que los sustratos son desnaturalizados éstos son transferidos al nucleo proteolitico y

rapidamente degradados a pequefos fragmentos peptidicos (Sjogren et al., 2006).

Figura 8. Representacion tridimensional del heptametro ClpP en E. coli. A. Vista a la cavidad central del

heptaedro. D. Seccién longitudinal del tetradecamero.

En contraste con E. coli, la Clp de Arabidopsis thaliana consta de al menos 23
proteinas individuales Clp (Peltier et al., 2004; Adam et al., 2001), de las cuales 10 son
chaperonas tipo HSP100 (ClpB1-4, ClpC1-2, ClpD y ClpX1-3), seis son paralogas a la
subunidad proteolitica ClpP (ClpP1-6) y cuatro son paralogas a la subunidad ClpP-like
(CIpR), la que aparentemente no forma parte de la triada catalitica (ClpR1-4).
Adicionalmente a las anteriores, Arabidopsis posee dos proteinas Clp Unicas, con
similitud de secuencia en el amino terminal a las HSP100. Estas proteinas fueron
designadas CIpS1 y ClpS2 (Peltier et al., 2004). La mayoria de las proteinas Clp en
Arabidopsis estan localizadas en el estroma del cloroplasto y todas estan codificadas
en el nucleo, excepto ClpP1. La mayor parte de las proteinas cloroplasticas ClpP se
asocian a un complejo nucleo proteolitico de 325 a 350 kDa el cual esta conformado

por ClpP1, ClpP3-6 y por los paralogos CIpR1-4 junto con las dos proteinas ClpS1-2
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(Peltier et al., 2004). Este complejo nucleo (ClpP/R/S) se forma como un doble anillo

heptamérico analogo al nucleo proteolitico de E. coli, (Figura 8) (Sjogren et al., 2006).

Las tasas de traduccién y degradacion de proteinas son importantes para el desarrollo
del cloroplasto. EI complejo con multisubunidades CIlpP/R/S tiene un rol central en
degradar proteinas y es requerido para la homeostasis de proteinas cloroplasticas. Las
pérdidas de las proteinas ClpP pueden llegar a ser embrién-plantula letales (Pogson y
Albrecht, 2011). En plantas todos las subunidades parecen ser esenciales para la
viabilidad, sugiriendo un papel unico para cada una de ellas. Un estudio con una linea
knockdown de CIpP6 reveld posibles sustratos de ClpP, apoyando que esta proteasa
juega un rol en el control de calidad de las proteinas de mantenimiento
(“housekeeping”) del organelo, mas que de proteinas fotosintéticas o de otras funciones

metabdlicas (Sjogren et al., 2006).
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2. ANTECEDENTES

En una busqueda de mutantes afectadas en la biogénesis del cloroplasto, en el grupo
de investigacion se identifico a la mutante c/b79-1, que se caracteriza por desarrollar
cotiledones y hojas amarillo palido cuando crece a condiciones estandar de luz y
mueren en un tiempo corto (Figura 9). En condiciones en las que clb19-1 puede
continuar su desarrollo, como en medio complementado con sacarosa como fuente de
carbono, la planta presenta niveles bajos de pigmentos, produce numerosas hojas,
tallos con inflorescencia, flores, silicuas, polen viable e incluso semillas viables (Figura
10). Aunque su desarrollo se da mas lento en comparacién con plantas de tipo silvestre
(wt) (Chateigner-Boutin et al., 2008).

Figura 9. (a) Morfologia de planta silvestre (wt) de 15 dias (b) morfologia de la planta c/b19 de 15 dias

(c) comparacién de wt con c¢/b79. Tomada de Chateigner-Boutin et al., 2008.

Los plastidos de las hojas de clb19-1 tienen una forma irregular y son mas pequefos
comparados con los cloroplastos de plantas silvestres (Figura 11). El desarrollo del
organelo esta arrestado en una etapa temprana de la biogénesis del cloroplasto
(Vothknecht y Westhoff, 2001). Contiene pocas membranas internas en forma de

tilacoides alargados pero no hay apilamiento.
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Figura 10. (f-h) Morfologia de una planta c/b79 de 60 dias cultivada en medio de germinacion,
mostrando hojas verde palido (f) silicuas (g) y flores (h). Granos de polen tefiidos con acetocarmine (i) .

La flecha en (g) indica la silicua. Tomada de Chateigner-Boutin et al., 2008.

Esta mutante se aisldé de una coleccién generada por inserciones de T-DNA (Gutiérrez-
Nava et al., 2004) y el fenotipo mutante segrega como un gen unico recesivo en
proporcion 1:3. La identificacién de la insercién en el genoma de esta planta mostro
que ésta afectaba al gen At1g05750 al cual se le denominé CLB719. También fue
corroborado que el fenotipo amarillo de la mutante era revertido por la expresion del
gen CLB19 silvestre y que su producto protéico se localiza en los cloroplastos
(Chateigner-Boutin et al., 2008).

La secuencia del gen CLB19 contiene 10 motivos PPR o tipo PPR (P, L, L2 0 S) en
tandem (Lurin et al., 2004). Estos motivos estan presentes en un arreglo triple (P-L-S)
(Figura 12). Ademas de los motivos PPR, el carboxi terminal de CLB19 contiene dos
motivos extras, E y E+; por lo que esta proteina pertenece a la subclase E/E+ segun la

clasificacion de Lurin et al. (2004).
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Figura 11. Micrografias de transmision electronica de plastidos de hojas de 15 dias de plantas silvestres
(a) y de clb19 (b). Barra de escala 1 pm. La flecha muestra estructuras membranales observadas en la

planta mutante. Tomado de Chateigner-Boutin et al., 2008.

El analisis de los perfiles de expresiéon de genes cloroplasticos entre clb19 y plantas
silvestres mostré que tanto el nivel como el patron de expresion de varios transcritos
estan afectadas en la mutante c/b79. En general se observaron tres tipos de defectos
gue incluyen: en genes como psbA y rrn16 se observé una disminucién notable en los
niveles de sus transcritos maduros pero con un patrén indistinguible del de la planta
silvestre. En contraste para los genes como psbB, petD, psaB, rrn23y rbcL ademas de
presentar niveles muy bajos del transcrito maduro se observé la acumulacién de
especies de mayor peso molecular no presentes en plantas silvestres y que
corresponden probablemente a especies no maduras. Finalmente para genes como
atpB, atpE y accD se observé una mayor acumulacion de sus transcritos comparados
con la planta silvestre (Figura 13). Estos cambios en los perfiles de transcripcién se
reflejan también en bajos niveles de acumulacién de diversas proteinas cloroplasticas

como RbcL y componentes de los fotosistemas (Chateigner-Boutin et al., 2008).

(b) \/ clb19.2 (SALK 104250)

CTP | p | sisl P s P2l s

54 /\ c1b19.1 JAN

aa clbl9-3 (SALK 123752)

Figura 12. Representacion esquematica de los motivos PPR en la proteina CLB19. cTP indica el péptido

de transito al plastido. Tomado de Chateigner-Boutin et al., 2008.
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Figura 13. Analisis de la expresion de genes cloroplasticos en la mutante c/b79 y plantas wt. Las barras
negras abajo del gel indican que el gene es transcrito por la PEP, las barras grises indican que el gen es
transcrito por la NEP y las barras negro/gris indican transcripcién por PEP y NEP. Como control de carga

se muestra el rRNA 258 codificado en el nucleo. Tomado de Chateigner-Boutin et al., 2008.

El analisis de los patrones de expresion de los genes descritos anteriormente mostro
que todos los transcritos que se acumulan en niveles mayores en c/b719 son transcritos
por la polimerasa NEP, mientras que los que muestran niveles menores y tienen
defectos de procesamiento se transcriben por la PEP o por ambas polimerasas
(Chateigner-Boutinn et al., 2008).

Un analisis mas detallado de los transcritos de algunos genes como rbclL y accD a
través del uso de sondas secuenciales que abarcan tanto la regién codificante como las
regiones 5’ y 3’ no codificantes mostraron de forma mas precisa las alteraciones de sus

transcritos. En el caso del gen rbcL el transcrito maduro de 1.8 kb que se acumula en
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las plantas silvestre es practicamente indetectable en c/b79. Sin embargo, en esta
mutante se detecta un transcrito de aproximadamente 4 kb a niveles bajos. Por lo tanto
los defectos de transcripcion observados en c/b19 son consistentes con alteraciones en
la actividad de polimerasa. Adicionalmente, los defectos en el procesamiento no son
consecuencia del arresto del cloroplasto en general, ya que estos defectos no se
observan en la mutante albina no relacionada c/b6 (figura 14) (Chateigner-Boutin et al.,
2008).

Todos los defectos mencionados de la mutante c/b79 pudieron ser explicados al
analizar los sitios de edicion en esta mutante ya que presenté dos sitios no editados en
los transcritos de rpoA y clpP. En plantas silvestres la ediciéon del codon 67 en el
transcrito rpoA, que codifica la subunidad alfa de la PEP polimerasa, resulta en el
cambio de una serina por una fenilalanina. Esta modificacion portrascripcional no se
detecta en los alelos mutantes de c/b19. Similarmente, la edicion del codén 187 en el
transcrito para el gen clpP1, el cual codifica la subunidad catalitica de la serina
proteasa CIP dependiente de ATP, cambia una histidina a una tirosina en plantas
silvestres. Este cambio tampoco es detectado en la mutante c/b79. La edicion de
ambos sitios se restaura en plantas mutantes complementadas con el gen silvestre
CLB19. Ambos eventos de edicion resultan en el cambio de codones para aminoacidos
que estan altamente conservados en ambos genes en otros organismos, lo que sugiere
que estos aminoacidos probablemente son importantes para la funcién de las proteinas
RpoA y ClpP1 (Chateigner-Boutin et al., 2008).
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Figura 14. Analisis de expresion de regiones de atpB, rbcL y accD en la mutante c/b79. a)
representacion esquematica de sondas usadas (1-7) en la figura b. Las flechas negras indican los
transcritos atpB 'y accD presentes en wty clb19. La flecha gris claro indica el transcrito mayor de rbcL en
wt el cual estd ausente en c/b79. Las flechas gris oscuro indican los transcritos grandes que soélo se
detectan en c¢/b719. b) Northen blots. Cada carril contiene 10 microgramos de RNA de plantas de 15 dias
wt, ¢/b19 o clb6. Las sondas usadas en cada caso estan indicadas en a) sonatpB ORF (1), rbcL 5° UTR
(2), rbcL ORF (3), rbcL 3’ UTR (4), accD 5 UTR (5), accD ORF (6) y accD 3’ UTR (7). Marcador de peso
molecular (MW) y membrana tefida con azul de metileno (MB) mostrada como control de carga. Los
asteriscos y el signo (+) denotan el transcritos primarios 0 no procesados respectivamente. Tomada de
Cheteigner-Boutin et al., 2008.

Los defectos en la mutante c/b79 pueden ser explicados por la falta de edicion.
Primeramente, la edicion del transcrito de rpoA cambia el codon que codifica a una
serina hidrofilica por una fenilalanina hidrofobica. La fenilalanina esta codificada en el
genoma cloroplastico de plantas como el arroz, maiz y briofitas, pero no en Arabidopsis,
en donde se genera por edicion. En bacterias la proteina RpoA contiene en la posicidon
correspondiente una isoleucina, también hidrofobica. En bacterias se sabe que la

region que comprende al carboxilo terminal de RpoA se encarga de unir al promotor
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mientras que su amino terminal permite el ensamblaje con otras subunidades del
complejo de la polimerasa (Kimura et al., 1994). Si el modelo bacteriano se aplicara a
la PEP cloroplastica se puede especular que el cambio de aminoacido en la posicion 67
en la parte del amino terminal en RpoA podria afectar el ensamblaje del complejo de
PEP en la mutante c/b19. Segundo, la falta de edicion del transcrito de clpP podria
causar defectos en la actividad del complejo catalitico CIpP/R/S de la proteasa Clp y
contribuir al fenotipo de las plantas c/b719, ya que se ha visto que la falta de la
subunidad regulatoria clpR2 lleva a un fenotipo amarillo asociado con la reduccién de la

acumulacién del complejo ClpP/R/S (Rudella et al., 2006).

2.1. Antecedentes directos

Como se describié anteriormente la proteina CLB19 edita un solo sitio en dos blancos
diferentes. Por lo tanto, no es claro qué parte del fenotipo de esta mutante se debe a la
falta de edicion de rpoA y cual a la de clpP. Para contestar esta pregunta se generaron
dos tipos de plantas transgénicas que portan las versiones editadas de los genes RpoA
y CIpP1 respectivamente. Ambos transcritos tenian fusionada la region que codifica el
amino terminal de la proteina, con la secuencia que codifica al péptido de transito al
cloroplasto (pTc) de la subunidad pequefia de la Rubisco (rbcS) y expresadas a partir
del promotor fuerte CaMV35S (Figura 15). Cada una de dichas construcciones se
introdujeron en plantas heterécigas para la mutacién c/b79. Lineas transgénicas
independientes para cada una de dichas construcciones fueron seleccionadas y de
ellas se obtuvo semilla y lineas homdcigas (generacion T2) para su analisis posterior.

Estas lineas transgénicas fueron el objeto de analisis de esta tesis.
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Figura 15. Esquema del vector pFGC1008 que contiene las versiones editadas de los genes clpP y rpoA.

Cada una de las construcciones se introdujeron en plantas heterécigas para la mutacién c/b19.
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3. JUSTIFICACION

Aun no esta claro si algunas proteinas PPR son requeridas como un factor sitio
especifico para reconocer sitios de edicion o si podrian tener funciones adicionales a la
de reconocer su RNA blanco (Okuda y Shikanai, 2012).

No existe, evidencia experimental de que la proteina CLB19 se une
especificamente a los transcritos clpP1 y rpoA. Por lo que de comprobarse sera de
gran ayuda para entender como las proteinas PPR reconocen especificamente sus

sitios blancos.

Existe poca evidencia experimental en la que se haya probado que las PPR se
unen a la region especifica a editar. Ademas el mecanismo de edicién de C a U no se
conoce. Aunado a esto no se ha identificado a la enzima que realiza la edicion, se cree
que pueden ser una transaminasa, citidina desaminasa o las proteinas PPR por si
mismas. Un reto mayor esta en identificar todos los factores relevantes involucrados en

la edicién y elucidar el mecanismo exacto (Chateigner-Boutin y Small, 2011).

La edicion en los transcritos de los plastidos probablemente corrige una
mutacion que ocurrié en la evolucién de su genoma (Chateigner-Boutin y Small, 2011).
En el genoma A. thaliana no se encuentra codificado el aminoacido correcto para tener
la proteina funcional de RpoA o CIpP, contrario a algunas otras especies de plantas,
donde el aminoacido correcto esta codificado en su genoma (Chateigner-Boutin et al.,
2008). Por lo anterior, seria interesante conocer por qué se editan los transcritos clpP y

rpoA en A. thaliana.

La mayoria de las proteinas PPR son importadas a la mitocondria o al
cloroplasto, por lo que elucidar su funcion podria revelar muchas facetas importantes
de la interaccién y/o comunicacion entre el nucleo y los organelos en las plantas (Saha
et al., 2007).
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4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Analisis del mecanismo y funcion de la edicién mediada por CLB19

Objetivos especificos:

* Caracterizacion fenotipica de plantas portadoras de las versiones editadas de

rpoA y clpP en el fondo genético de clb19

* Caracterizaciéon molecular de plantas portadoras del transgen con las versiones

editadas de cada uno de los blancos (rpoA 'y clpP).

* Analisis de la capacidad de union de una version truncada del dominio EE+ de

CLB19 a los transcritos rpoAEd y clpPEd in vitro.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal

En los analisis realizados se utilizé el siguiente material vegetal:
a) Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0)
b) La mutante c/b79 cuyo fondo genético es Columbia
c) Lineas transgénicas T2 clpPEd:pFGC1008 numeradas de la siguiente manera:
1-6, 3-4, 1’-4, 2-4, 4-1, 3-1 y lineas rpoAEd:pFGC1008: 1-5, 3-3, 2’-5, 1’-6, 2-5,
2’1,

5.2. Esterilizacion y estratificacion de semillas

Antes de someterse a experimentacién las semillas pasan por un proceso de
esterilizacion y estratificacion. El proceso de esterilizacion de semillas se realiza en una
campana de flujo laminar. Las semillas se embeben en agua por 30 minutos.
Posteriormente, se retira el agua y se afade un mililitro de etanol absoluto por un
minuto. Se retira el etanol y se anade un mililitro de solucién de hipoclorito de sodio al
20%, se agita durante siete minutos. Se retira la solucion de hipoclorito y se realizan 3
lavados con agua estéril. Finalmente se agrega un mililitro de agua estéril. Una vez
estériles pueden sembrarse en cajas Petri con medio GM (Apéndice |) que contiene las
sales minerales de Murashige y Skoog (MS) 0.2X con todos los nutriente necesarios
para el crecimiento de las plantas, suplementado con 0.6% de sacarosa y solidificado
con 1% de agar. El pH del medio se ajusta a 5.7 y se somete a esterilizacion en
autoclave (120°C y 15 Ib de presidon por 20 min). Una vez sembradas las semillas en
las cajas con medio someten a estratificacion es decir, se colocan en total oscuridad a

4°C durante cuatro dias.
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5.3. Crecimiento de A. thaliana en sustrato

Una vez transcurridos 10 dias desde que se sembraron las semillas, las plantulas de
Arabidopsis son transferidas a sustrato Metromix 200, el cual tiene tres partes de tierra
y una de vermiculita. Las plantas se cultivan en un cuarto de crecimiento a 22°C y con

un fotoperiodo de 16 horas de luz con 8 horas de oscuridad.

5.4. Cruzas dirigidas

Para realizar las cruzas y obtener plantas dobles transgénicas se utilizan plantas
adultas en etapa de floracion. Para esto se toma el polen de la planta donadora y se
transfiere al carpelo de la receptora. Se realizaron cruzas reciprocas entre plantas
transgénicas rpoAEd y clpPEd. Las semillas se recolectan al madurar la silicua, de dos

a tres semanas después de realizar la cruza.

5.5. Extraccion de DNA

Para el aislamiento de DNA gendmico se utiliza la técnica de extraccién por CTAB. De
acuerdo a los siguientes pasos:
* Pulverizar el tejido vegetal con la ayuda de pistilos y nitrégeno liquido en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.
* Agregar 300 ul de buffer 2X CTAB (ver apéndice) e incubar a 65°C por 30
minutos. Posteriormente se deja enfriar.
* Anadir 300 pl de cloroformo y vortexear.
* Centrifugar por dos minutos a 13,000 rpm para separar las fases.
* Transferir la fase acuosa de arriba a un nuevo tubo.
* Agregar 300 pl de 2-propanol y mezclar.
* Centrifugar por 10 minutos para formar una pastilla de DNA.
* Remover el sobrenadante y lavar la pastilla con 500 ul de etanol al 70%.
* Centrifugar por 10 minutos.

* Remover el etanol y se deja secar el tubo.
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* Agregar 50 ul de agua y mezclar.

El DNA extraido se puede cuantificar en el nanodrop

5.6. Analisis por PCR

5.6.1. Lista de oligonucledétidos

Nombre del oligonucleétido | Secuencia

CLB19-GW FW 5-CAC CAT GGG TCT CCT TCC CGT-3’
CLB19-1102 RV 5-ATT TGG CTT CAT TGG CAT GCT-3
35s FW 5-ATG ACG CAC AAT CC ACT ATC C-3’
rpoA Rv 5-CTCTTCTT TTC ATT CCC-3

APT1 FW 5 TCC CAG AAT CGC TAAGATTGC C ¥
APT1 RV 5 CCTTTC CCT TAAGCT CTG ¥
clpP-574 RV 5-TTATTG AAC CGC TAC AAG-3’

clpP RV 5-TTG AAC CGC TAC AAG ATC AAC-3
T7 FW 5-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG-3’
198 35s up FW 5-CCA ACC ACG TCT TCA AAG CAA G-3
rpoA-231 Rv 5-GAT TCT TGA ATA CCT GCT-3

PTrbcL 5- ATG GCC TCT ATG ATC AGT-3

M13 FW 5-GTA AAA CGA CGG CCA G-3

5.6.2. Reactivos PCR

Buffer PCR 10X 2.5l
MgCl; 25 mM 2.5 ul
dNTPs 10 mM 0.25 pl
Oligo Fw (60 ng/ul) 1.0 pl
Oligo Rv (60 ng/ul) 1.0 pl
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5.6.3. Programa general para las reacciones

Paso Temperatura °C Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial | 94 3 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Alineamiento 52-56 1 min 35

(Dependiendo de

los oligos)
Extension 68 1 min/kb
Extension final 68 7 min 1

5.7. Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Se funde agarosa al 1% (w/v) en buffer TAE (1X) (ver apéndice). Se agregan 2ul de
bromuro de etidio (10mg/ml) en 100ml de agarosa fundida y se mezcla de manera
homogénea. Se vierte la muestra en un portageles y se colca un peine de acuerdo al
volumen de carga. Se deja polimerizar el gel, posteriormente se retira el peine y el gel
se coloca en una camara de electroforesis con TAE (1X). Se cargan las muestras de
DNA mezcladas con buffer de carga (ver apéndice). El gel se corre entre 70-100 V de

15 a 20 minutos.

5.8. Extraccion de proteinas

El tejido vegetal recolectado se pulveriza con la ayuda de nitrégeno liquido en un tubo
eppendorf de 1.5 ml. Las muestras se resuspenden en proporcién 1:1 v/v en un buffer
desnaturalizante de tipo Laemmli (Laemmli, 1970) (0.125 M Tris-Cl, pH 6.8, 20% v/v
glicerol, 4% v/v SDS, 2% v/v 2-mercaptoetanol y SDS 2X). Las muestras se incuban a
95°C por cinco minutos. Los extractos de proteina se cuantifican con el método de
Bradford (Bradford, 1976). En celdas para espectrofotometro, se agregan 800 ul de
agua destilada, 2 ul del extracto proteico y 200 ul de Bradford. Se agita la celda con su

contenido y se lee a 595 nm en el espectrofotémetro.
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5.9. SDS PAGE

Para la electroforesis de proteinas las muestras y el marcador de peso molecular se
corren en un gel desnaturalizante SDS-poliacrilamida al 10% (ver apéndice) en un buffer
de corrida Tris-glicina (25 mM Tris-HCI, 250 mM glicina, 0.1% SDS). Los geles se corren
a 120 Volts durante aproximadamente 2 horas. El gel se puede tefiir con azul brillante
Coomasie R-250 para la visualizacion de proteinas o se puede usar para electrotransferir

las proteinas a una membrana.

5.10. Western blot

Los extractos proteicos se separan por SDS-PAGE al 10% y luego son transferidas a
una membrana de nitrocelulosa por 90 minutos a 0.35 Amperes en una camara de
electrotransferencia con buffer (ver apéndice) a 4°C. La membrana que contiene las
proteinas se tifie con Ponceau’s (ver apéndice) al 0.2% para verificar la presencia de
proteinas, la cual puede ser usada como control de carga. Se bloquea la membrana
con leche descremada al 5% en PBS (Ver apéndice) con Tween 20 al 0.1% por dos
horas. Posteriormente, se elimina el exceso de leche mediante tres lavados sucesivos
de al menos 5 minutos con la solucion de lavado para Western blot (ver apéndice). Se
agrega el anticuerpo primario en la solucion de lavado con 2% de leche descremada se
pone a incubar durante dos horas a temperatura ambiente. Se desecha la solucién con
el anticuerpo primario y se lava la membrana con 3 lavados sucesivos de al menos 5
minutos con la solucion de lavado para Western blot. Después, se agrega el anticuerpo
secundario (anti conejo o ratdén) anti HRP con la solucién de lavado durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Se hacen tres lavados y por ultimo un enjuague con agua. La
membrana se revela mediante quimioluminiscencia usando el kit de Lumigen: se
agrega 1 ml de Lumigen PS-3 detection reagent solution A y se le agrega 25 ul de
lumigen Ps-3 detection solution B. La mezcla se esparce en la membrana y se coloca

un film fotosensible.
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5.11. Extraccion de RNA

El tejido vegetal se muele en mortero con ayuda de nitrégeno liquido, hasta obtener un
polvo homogéneo, a 50-100 mg de este tejido pulverizado se le agrega TRIzol y se
mezcla con la ayuda de un vortex, se deja reposar por 5 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se adicionan 200 ul de cloroformo por cada mililitro de TRIzol
utilizado y se agita en el vortex, se centrifugan las muestras a 13,200 rpm durante 15
minutos a 4°C. La parte acuosa se transfiere a un tubo eppendorff limpio y se adicionan
500 ul de alcohol isopropilico por cada mililitro de TRIzol utilizado, se mezcla
suavemente y se deja en reposo por 1 minuto a temperatura ambiente, se centrifuga
nuevamente a 13,200 rpm durante 10 minutos a 4°C, se elimina el sobrenadante y se
lava la pastilla con 1 ml de etanol al 75% por cada mililitro de trizol utilizado. Se mezcla
en el vortex y se centrifuga a 10,000 rpm por 5 minutos a 4°C para eliminar el etanol.
Finalmente la pastilla se resuspende en 50 ul de agua miliQ estéril. Para determinar la

concentracion y pureza del RNA se cuantifica en el nanodrop.

5.12. Electroforesis de RNA

El RNA extraido se separa en electroforesis en geles de agarosa al 1.8%. Se disuelve
agarosa en el buffer FA1X (ver apéndice) y se funde por calentamiento. La mezcla
fundida se mantiene a 65°C en un bafio de agua, se le adicionan 1.8 ml de
formaldehido al 37% y 1 yl de bromuro de etidio (10 mg/ml). La mezcla se vierte sobre
un molde de geles y se deja solidificar, el gel se coloca en la camara de electroforesis
con buffer de corrida. Antes de cargar las muestras en el gel, al RNA se le agrega 3 pl
de buffer de carga y se calienta de 3-5 minutos a 65°C. El gel se corre
aproximadamente a 100 V o 60 A durante al menos 1 hora (5-7 V por cm3) en buffer de
corrida 1X (ver apéndice). La integridad del RNA se corrobora visualizando el gel

usando el transiluminador de luz UV.
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5.13. Northen blot

5.13.1. Transferencia del RNA en el gel a la membrana de nylon

Una vez corrido el gel de RNA se enjuaga con agua destilada y se coloca en un
sistema de transferencia por capilaridad que consiste en verter 200 ml de SSC 10X en
un recipiente rectangular, con ayuda de un soporte de acrilico se coloca un puente de
papel filtro (Wathman #1) cuyos extremos quedan en contacto con la soluciéon de SSC
10X. Encima del puente en orden ascendente se colocan en el gel, con el fondo de los
pozos de carga hacia arriba, una membrana de nylon, dos recortes de papel filtro de la
misma medida del gel y una pila de papel absorbente de varios centimetros de espesor.
Para facilitar la transferencia se coloca encima un objeto pesado y el gel se deja
transfiriendo por alrededor de 12 horas. Terminada la transferencia se retira la
membrana junto con el gel y se marcan con lapiz los carriles de los pozos donde se
cargaron las muestras finalmente la membrana se fija con luz ultravioleta (1200 microJ)
y para verificar la transferencia, se tifie con una solucién al 0.1% de azul de metileno.

Una imagen fotografica de la membrana tefida se utiliza como control de carga.

5.13.2. Amplificacién del gene que se utiliza como sonda radioactiva

Los genes usados como sondas se obtuvieron por PCR tal y como se menciona en
(Chateigner-Boutin et al., 2008). Se utiliza un nucleétido marcado con fosforo radiactivo.
La mezcla de reaccion se realiza de la manera siguiente: en un tubo eppendrof se
colocan 2 ul de una solucién de 5 ug/ml de DNA, los oligonucleétidos de inicio y 12 pl
de agua, la mezcla se calienta a 95°C por 5 minutos y se coloca en hielo se agrega
buffer de marcaje y la enzima Klenow. A continuacién, en el area especialmente
acondicionada para trabajo con radiactividad, se agregan 3 ul de a**P-dCTP (10 uCi/pl,
act. esp. 370 MBqg/ml). La mezcla de reaccion se coloca en una caja de acrilico y se
incuba a 37°C de 10 a 20 minutos. La sonda se desnaturaliza calentando a 95°C por 10
minutos, se transfiere inmediatamente a hielo por 3 minutos y se centrifuga a 13,000

rom por 30 segundos para recuperar la sonda y se agrega a la mezcla de hibridacion.
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5.13.3. Hibridacion de la membrana

Las membranas se lavan con agua destilada para eliminar el exceso de azul de
metileno y se colocan en un tubo cilindrico de vidrio con tapa de rosca. Donde se le
agrega una solucién de prehibridacion (ver apéndice) incubandose en agitacion
continua a 65°C por un minimo de dos horas antes de agregar la sonda radiactiva
correspondiente. La membrana se deja hibridando de 6-24 horas en agitacion continua
a 65°C. Finalizada la hibridacion, se retira la solucién radiactiva y para eliminar la marca
no incorporada, las membranas se lavan sucesivamente en las mismas condiciones de
hibridacién, con soluciones de SSC 2X, 0.5X y 0.1X con SDS 0.1% durante un minimo
de 10 minutos en cada solucion. Después de un enjuague final en SSC 0.1X sin SDS a
temperatura ambiente, las membranas humedas se colocan en un cartucho fotografico
para exponer una pelicula radiografica (Kodak film, Medical X-ray general purpose
Blue) a por al menos un dia a -70°C. La pelicula se revela manualmente hasta la

aparicion de la senal de autoradiografia.

5.14. RT-PCR

5.14.1. Reverso transcripcion

Para la reverso transcripcion del RNA (RT) y la amplificacién por la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) se sigue el protocolo de M-MLV Reverse Transcriptase de
Invitrogen:
1.- Agregar 1 pl de oligo dT. De 1 ng a 5 ug de RNA total.1 yl de dNTPs 10 nM.
Llevar a 12 pl con agua destilada
2.- Calentar la mezcla a 65°C por cinco minutos y transferir a hielo. Afadir 4 pl
de 5X First-Strand Buffer, 2 uy1 0.1 M DTT y 1 pl de agua
3.- Mezclar suavemente los contenidos e incubar a 37°C por dos minutos
4.-Anadir 1 pl de enzima M-MLV RT
5.- Incubar 50 minutos a 37°C

6.- Inactivar la reaccion incubando a 70°C por 15 minutos.
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Ahora el cDNA se puede usar como molde para la amplificacion por PCR. El cDNA se
diluyé 1:10.

5.14.2. Condiciones PCR (alinear unidades debajo de unidades, etc)

H20 13.7 pl
Buffer PCR 10X 2.5l
MgCl; 50 nM 2.5 pl

dNTPs 10 mM 0.3 pl
Oligo Foward 1.0 pl
Oligo Reverse 1.0 pl
cDNA 1:10 2.0 ul
DNA polimerasa 2.0 pl

5.14.3. Lista de oligonucleétidos

Nombre del oligonucleétido | Secuencia

35S FW 5-ATG ACG CAC AAT CC ACT ATC C-3’
rpoA-231 Rv 5-GAT TCT TGA ATA CCT GCT-3
clpP-574 RV 5-TTATTG AAC CGC TAC AAG-3’

5.14.4. Programa general para la reaccion

Paso Temperatura °C Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion | 94 3 min 1

inicial

Desnaturalizacion | 94 30s

Alineamiento 52 1 min 35

Extension 68 1 min/kb

Extension final 68 7 min 1

41



5.15. Clonacién del gen CLB19 AEE+

Con el propésito de sobre-expresar y purificar la proteina CLB19AEE+ para usarla en
ensayos EMSA. El gen que codifica para CLB19 sin los dominios E y E+ se cloné en el
vector de entrada del sistema Gateway pENTR D-TOPO que permite su posterior

movilizacion hacia el vector destino pDEST17.

5.15.1. Purificacién de DNA a partir de gel de agarosa

El fragmento de DNA a clonar se obtiene por PCR a partir de DNA extraido de plantas
silvestres. Después de la amplificacion por PCR, la reaccion es corrida en un gel de
agarosa. El fragmento visualizado por tincion con bromuro de etidio se extrae del gel
cortando con una navaja. El gel cortado se coloca en las columnas Wizard sobre un

tubo eppendorf. Se centrifuga a 13,200 rpm por siete minutos.

5.15.2. Clonacion en el vector pENTR D-TOPO

Para la reaccion de ligacion en el vector pENTR™/D-TOPO se siguen las
especificaciones del protocolo “Cloning Kit Invitrogen pENTR D-TOPQO”. Se mezclan 4
ML del producto de PCR purificado con 1 pL de solucién salina y con 0.8 puL de vector

PENTR D-TOPO, incubandose temperatura ambiente por 1 hr.

5.15.2.1. Transformacion por electroporacion

De la reaccion de ligacion descrita en el paso anterior se utilizan 2 uL para transformar
una alicuota de 50 uL de células electrocompetentes de E. coli DH5a. Esta mezcla se
coloca en una celda de electroporacion y se le aplica un pulso de 1.8 kV en un
electroporador (MicroPulser™ de BIO-RAD) se le agregan 700 uL de medio LB liquido
para recuperar las células y se incuban durante 45 minutos a 37°C. Se centrifuga por

un par de minutos a 8,000 rom. La pastilla de células se resuspende y se plaquea en
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cajas Petri con medio LB sodlido suplementado con el antibiético al que el vector
confiere resistencia (kanamicina 50 mg/ml). Las cajas se incuban durante 8 a 12 horas
a 37°C o hasta que el crecimiento de colonias sea evidente. Para confirmar la entrada

del vector se hace PCR en colonia.

5.15.2.2. Miniprep

Una vez confirmada la presencia del vector por PCR, una colonia se inocula en 5 mL de
LB liquido con el antibidtico y se deja incubar por 12 horas 37°C. Para purificar el
plasmido se sigue el protocolo “Plasmid DNA purification using the QIAprep Spin

Miniprep Kit and Microcentrifuge”. El plasmido obtenido se cuantifica en el nanodrop.

5.15.3. Movilizacion de gene del vector de entrada a vector destino

Se sigue el protocolo de Gateway LR Clonase II:

1 uL Clona de entrada (50-150 ng)

2 uL Vector destino pDEST17 (150 ng/ L)
1 L miQ H20O

1 uL Enzima LR Clonase I

La mezcla se deja incubar por 2 horas a 25°C .

Se electroporan células de E. coli (ver seccidén 5.15.2.1) con 4 pl de la reaccion anterior
utilizando ampicilina a 100 mg/ml para la seleccion del vector pDEST17. La verificacion
de las construcciones en el vector pDEST17 se realiza por PCR en colonia. Las
colonias seleccionadas se emplean para la purificacion de DNA plasmidico (ver seccién
5.15.2.2.) y se usa para transformar cepas capaces de sobreproducir la proteina

correspondiente en E. coli (cepa BL21™ Invitrogen Life Technologies).
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5.16. Sobreexpresion de la proteina

Para sobreproducir la proteina CLB19AEE+ se transforma la cepa de E. coli BL21 con el
vector pDEST17 que contiene la secuencia que codifica a la proteina CLB19 deletada de
los dominos E y E+. Una vez que se confirma la transformacion de las células por PCR
en colonia. Una colonia transformada se inocula en 5 ml de medio LB liquido
suplementado con el marcador de seleccion (ampicilina 100 mg/ml) y se deja crecer por
aproximadamente 8 horas a 30°C con agitacion. Estos 5 ml se utilizan para inocular 50
ml de medio LB con el marcador de seleccion, se incuba a 30°C con agitacion hasta que
alcance una Asponv de entre 0.4-0.6 nM. Para determinar el tiempo de maxima
acumulacion de proteinas, a dicho cultivo se le adiciona IPTG a una concentracion final
de 500 uM y se realiza una cinética con un tiempo final de 10 horas tomando muestras
de 1 ml a intervalos de dos horas. Para establecer el mejor tiempo de induccién, las
muestras de la cinética se resuelven en un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones
desnaturalizantes (ver apéndice). Cuando la sobre-expresion de proteina no fue evidente
en el gel de poliacrilamida se realiza un western blot anti-His, ya que la proteina esta
abanderada por una cola de seis histidinas. Una vez determinado el tiempo de maxima
concentracion proteica, se repite el proceso de inducciéon con IPTG colectando todo el
medio de cultivo (60 ml) al tiempo 6ptimo de sobre-expresion y se centrifuga a 8000 rpm
durante 10 min. La pastilla obtenida se puede procesar inmediatamente o almacenar a -

20°C hasta el momento de su utilizacién.

5.17. Purificacion nativa de la proteina

La purificacion nativa de la proteina sobre-expresada en E. coli BL21 se realiza de
acuerdo al protocolo QlAexpressionist de QIAGEN. Se descongela la pastilla en hielo y
se resuspenden las células en 5 ml de buffer de lisis con 10 mM de imidazol (ver
apéndice). Se agrega lizosima a 1 mg/ml y se incuba en hielo por 30 minutos. Se
sonica diez minutos dos veces con pulsos de 10 segundos a 50 W de amplitud con un
descanso de cinco minutos. Una vez obtenido el lisado. Se agrega RNasa A (10 ug/ml)

y DNasa | (5 pg/ml) y se incuba en hielo de 10 a 15 minutos. Se centrifuga a 8,000 x g
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por 25 minutos a 4°C. Se guarda el sobrenadante para un posterior analisis por SDS-
PAGE. Para seis mililitros del lisado sonicado se agrega 1 ml de la resina Ni-NTA 50%.
Se mezcla en un rotor a 200 rpm a 4°C por 4 horas. La mezcla se pone en la columna y
se colecta el flow through, para analizar por SDS PAGE. Ahora con el buffer de lavado
(ver apéndice) se pasa dos veces por la columna y se colectan fracciones para el
analisis por SDS PAGE. Se eluye la proteina 4 veces con 0.5 ml de buffer de elucién
(ver apéndice). Se colectan las eluciones (0.5 ml) en 4 tubos para su analisis por SDS-
PAGE a estas fracciones se les puede agregar un inhibidor de proteasa. Una vez
colectadas todas las fracciones, se someten a un analisis de SDS PAGE para
encontrar la fraccion donde se recupera la proteina purificada. La identidad de la banda

de la proteina purificada se puede confirmar mediante un Western blot.
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6. RESULTADOS

6.1. Las versiones editadas de los genes rpoA y cipP en el fondo cIb19, por

separado no son capaces de complementar el fenotipo.

Debido a que la mutante c/b19 afecta la edicidon de dos diferentes transcritos, se
planted el objetivo de atribuir qué parte del fenotipo inicialmente caracterizado se debe
a la falta de edicion del mensajero de rpoA o al de clpP. Con este objetivo se generaron
plantas transgénicas que portan a las versiones editadas de los genes rpoA y clpP1

respectivamente como se muestra en la figura 15.

Se analizaron las plantas transgénicas que portan la secuencia de rpoA o la secuencia
de clpP editadas por separado. Para comprobar que realmente las plantas transgénicas
tuvieran la citocina editada a uridina se extrajo DNA de las plantas, se amplifico el
transgen y se secuencio, confirmando de esta manera que efectivamente cada una de
las plantas transgénicas correspondiente contenian el gen editado. Posteriormente, se
analizaron plantas transgénicas T3 de 12 lineas independientes, seis para el gen
editado de cIpP y seis con el gen editado de rpoA. Fueron nombradas clpPEd o rpoAEd
y a continuacion el numero que las identifica (Tabla 2). Como las construcciones de
ambas lineas tienen el marcador de resistencia a higromicina, estas 12 lineas se
cultivaron en presencia del antibiético. A primera vista, se observaron plantulas
amarillas basicamente indistinguibles a las plantulas c/b719. Con el propdsito de analizar
la presencia o ausencia de los genes editados en las plantulas amarillas, se realizaron
PCRs con oligonucledtidos especificos que permitian amplificar el transgen clpP
editado (clpPEd) o rpoA editado (rpoAEd) segun fuera el caso. En la figura 16 se
muestran los productos amplificados por PCR de dos lineas transgénicas demostrando
la presencia de los transgenes correspondientes. Los PCR confirmaron la presencia de
los transgenes correspondientes aun en las plantulas amarillas de cuatro lineas

independientes de c/pPEd y en seis lineas independientes de rpoAEd (Tabla 2).
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Figura 16. PCR de plantulas transgénicas clpPEd y rpoAEd. a) Representacién esquematica de las
construcciones que contienen las versiones editadas de rpoA y clpP. Las flechas rojas muestran los
oligos que se usaron para amplificar los transgenes. B) Productos amplificados por PCR que confirman
la presencia del transgen rpoAEd o clpPEd. Como control positivo (C+) se utilizé un plasmido purificado
pFGC1008 con la construccion rpoAEd o clpPEd segun fuera el caso. Marcador de peso molecular (MW).

Adenina fosforibosil transferasa 1 (APT1) utilizado como control de carga.

Tabla 2. Lineas transgénicas analizadas de rpoAEd y clpPEd, se muestra el nimero de plantulas

amarillas analizadas (n) y el nUmero de plantulas amarillas que contienen el transgen (m).

Nombre de la linea

clpPEd:pFGC1008 1’-6
clpPEd:pFGC1008 3-4
clpPEd:pFGC1008 1’-4
clpPEd:pFGC1008 2-4
clpPEd:pFGC1008 4-1
clpPEd:pFGC1008 3-1
rPoAEd:pFGC1008 1-5
rpoAEd:pFGC1008 3-3
rpoAEd:pFGC1008 2’-5
rpoAEd:pFGC1008 1’-6
rPoAEd:pFGC1008 2-5
rpoAEd:pFGC1008 2’-1

A OB, OO0 OIS
_hroobh2pobooooul|z
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Con base en los resultados anteriores, pareciera que las versiones editadas de cada
uno de los genes rpoA y clpP por separado, no parecen ser capaces de complementar
el fenotipo amarillo de c/b19. Este resultado es inesperado ya que la hipotesis era que
cada uno de los transcritos editados deberia de ser capaz de complementar por lo
menos parte del fenotipo amarillo y por lo tanto se esperaba que el fenotipo de las

plantas complementadas presentara una mejora con respecto a la mutante original.

Una posible explicacion de estos resultados podria ser que ambos transcritos, cada
uno por separado, generan un defecto en el desarrollo tal que resulte en un fenotipo
amarillo. Sin embargo, este resultado podria también deberse a que las construcciones
tuvieran algun problema técnico. Con el propésito de discernir y eliminar que la falta de
complementacion pudiera deberse a un problema meramente técnico, primeramente se
decidié corroborar la presencia del transcrito de cada uno de los transgenes rpoAEd y
clpPEd en las plantulas amarillas. Para esto se llevé a cabo una reaccion de RT PCR
para buscar la presencia de los transcritos correspondientes. EI cDNA que se obtuvo
fue usado como molde para buscar por PCR la presencia de ambos transcritos
editados. Se obtuvieron productos amplificados y de esta manera se demostrd la
presencia del mensajero de rpoAEd y de clpPEd. El transcrito enddégeno se descartd
porque los transgenes se amplificaron usando un oligonucleétido correspondiente a la

secuencia que codifica al péptido de transito al cloroplasto (Figura 17).
Aun cuando existe mensajero editado tanto para rpoA como para clpP en las plantulas

clb19 amarillas. A primera vista las plantulas no muestran no muestran una mejora en

su fenotipo.
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Figura 17. RT PCR de plantulas amarillas transgénicas para analizar la presencia de transcrito rpoAEd o
clpPEd. a) Se muestran los oligonucleétidos usados para amplificar el cDNA obtenido de la reverso
transcripcion. b) Productos amplificados por PCR usando como molde cDNA de lineas transgénicas de
moAEd y clpPEd. Como control (para descartar contaminacion de DNA gendmico) se muestra la
amplificacion de APT1 usando oligonucleétidos especificos para la region codificante.

6.2. La presencia de ambos transgenes en plantas c/b719 no complementa el

fenotipo de amarillamiento.

Habiendo demostrado que existen plantulas amarillas que portan en su genoma las
versiones editadas para rpoA y clpP en cada caso, resultaba importante demostrar la
funcionalidad de los transgenes. Con esta idea se planted que la presencia de los dos
genes editados en el fondo mutante c/b79 tendria forzosamente que complementar y
restaurar el fenotipo de dicha planta semejandose al de una planta silvestre. Dicho
analisis también presupone que no existira ninguna planta albina que contenga a
ambos transgenes. Con el propésito de introducir ambos genes en c/b19 se realizé una

cruza entre una planta heterdciga para la mutacién c/b719, que ademas portara el gen
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editado de clpP (Linea clpPEd 1’-4), con la planta heteréciga para c/b19 que portara el
gen editado de rpoA (Linea rpoAEd 2’-5).

Las semillas obtenidas de esta cruza germinaron en medio GM suplementado con los
antibidticos higromicina (50 pg/ul) y kanamicina (50 ug/upl). De dicha cruza se
obtuvieron plantulas verdes y amarillas y a varias de las plantulas amarillas se les
extrajo DNA para buscar la presencia de ambos transgenes a través de PCR. Mediante
este analisis se comprobd que algunas plantas amarillas contenian ambos transgenes
(Figura 18).

C+ C+ Planta 1 Planta 2 Planta 3 Planta 4
clpP rpoA
Ed Ed
ot - v — * ‘ . e 8
- - -y pa— v

Figura 18. Productos de PCR que muestran la presencia de ambos transgenes en plantulas amarillas.
Como control positivo se uso el plasmido que contiene las versiones editadas de clpP y rpoA.

A partir de este analisis se pudo demostrar que la presencia de ambos transgenes en

plantas c/b19 no complementa el fenotipo de amarillamiento.

6.3. Las plantas amarillas transgénicas para rpoAEd, cIlpPEd y la doble
transgénica no muestran una diferencia en su morfologia y desarrollo

en comparacion con c/b19

Con el propdsito de caracterizar morfolégicamente las plantulas amarillas clb19,
rpoAEd, clpPEd y la doble transgénica y buscar algun fenotipo evidente se realizé un
analisis comparativo entre ellas. Cada una de las lineas se siguié durante 5 semanas y
se comparo con la mutante c/b79 original, como se ve en la figura 19 y se observo que
ninguna de las lineas mostrd una diferencia notable, entre ellas, en su morfologia y su

desarrollo durante todo este periodo.
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Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5

clb19

rpoAEd 1-6

clpPEd 1’-5

clpPEd
rpoAEd

Figura 19. Desarrollo cmparativo de lineas transgénicas amarillas vs clb19. La barra gris indica 4 mm.

6.4. La actividad de la proteasa Clp no mejora en las lineas portadoras de la

version editada de clpP

Una manera de caracterizar molecularmente la actividad de la proteasa Clp en las
plantas portadoras del transgen con las versiones editadas para el gen clpP1 y en
plantas portadoras de ambos transgenes, es proporcionando evidencia experimental de
la funcionalidad del complejo proteasa Clp, que se encarga de la degradacion de
proteinas en el estroma del cloroplasto. Es probable que la falta de edicion del
transcrito de la subunidad cloroplastica ClpP1 que es una de las subunidades
cataliticas, tenga un efecto alterando la actividad de la protesa Clp. Anteriormente, se
ha hipotetizado que algunas enzimas de la via MEP, que se localizan en el estroma del
cloroplasto, podrian ser blanco, directo o indirecto, de Clp. En el trabajo de Flores-
Pérez et al., 2008 se mostré que la represion de la actividad de Clp en plastidos resulta

en la acumulacion de enzimas de la via MEP: como DXS (1-Deoxixilulosa 5-fosfato
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sintasa) y DXR(1-Deoxixilulosa 5-fosfato reductoisomerasa). En la mutante c/b79
previamente se ha observado que la enzima DXS se encuentra claramente aumentada.
Con este antecedente, se analizé6 por ensayos de proteina tipo Western blot si las
plantulas transgénicas que contienen la versién editada para el gen clpP17 los niveles
de DXS son mas parecido al de la planta silvestre. Al realizar estos ensayos con un
anticuerpo anti-DXS, se observé que las lineas transgénicas existe una mayor
acumulacién de DXS que en la planta silvestre y de manera parecida a los que se
observan en la mutante c/b19 original (Figura 20). Por lo tanto estos datos indican que
se sigue acumulando la enzima DXS y podemos suponer que la actividad de la

proteasa sigue comprometida en las lineas transgénicas.
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Figura 20. Western blot anti-DXS de plantulas amarillas de 15 dias silvestres (wt), c/b19, clpPEd 1°-5,

rmoAEd 1-6 y doble transgénica. Se cargaron 15 ug de proteinas. Tincién con Ponceau’s se muestra

como control de carga.
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6.5.
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Figura 21. Analisis de la expresién del gen rbcL
en planta silvestre, clb19, clpPEd 1°, clpPEd 4,
rpoAEd 1 y rpoAEd 2. EI RNA fue aislado de
plantulas de 15 dias. (MB) Membrana tefiida con

azul de metileno.

La actividad de PEP no mejora en las lineas portadoras de la version

La caracterizacion inicial de la mutante
clb19 mostré que existen cambios en los
perfiles de transcripcion de diversos
genes codificados en el cloroplasto. En
este andlisis se demostré6 que existen
transcritos, que se acumulan en niveles
mayores en la mutante que en la planta
silvestre Esta acumulacién se debe a que
los transcritos son expresados a partir de
la polimerasa codificada en el nucleo
(NEP). De manera paralela, se encontré
que aquellos transcritos expresados a
partir de la polimerasa cloroplastica (PEP)
o por ambas polimerasas (NEP y PEP) se
acumulan a muy bajos niveles vy
presentan defectos en el procesamiento
(Figura 14). Por lo tanto, se procedi6é a
realizar una caracterizacién molecular de
las plantas que expresaban el transcrito
editado de rpoA. Esto se realizé mediante
un analisis de los transcritos

cloroplasticos a través de hibridaciones

RNA:DNA tipo Northen blots, hibridando contra la regién codificante del gen de RbcL.

Sabiendo que el gen de RbcL es transcrito primordialmente por la polimerasa PEP, se

procedié a analizar su patron de transcripcion en plantulas mutantes c/b19, plantulas

con la versién editada de rpoA y como un control adicional, plantulas con la versién

editada de clpP1. El analisis de Northen blot mostré una disminucion en la acumulacién

del transcrito maduro de rbcL en la mutante c/b719, consistente con el patrén
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previamente reportado por Chateigner-Boutin et al., (2008). Este perfil de transcripcion
fue muy semejante en todas la plantulas transgénicas (tanto las que contenian RpoA
como clpP editado y la doble transgénica) También se hibrido contra la sonda que
contiene regiones no codificantes de rbcL. En la planta silvestre no se observd
acumulacioén de transcrito, en cambio en la mutante c/b719 y las lineas transgénicas se
observo un perfil de transcritos muy similar (Figura 21). Estos datos indican que hay
una nula recuperacion en la actividad de PEP en las plantas transgénicas, ya que el
perfil de transcripcion de rbcL (usando ambas sondas) se muestra practicamente igual

que en clb19.

6.6. Obtencidon de la proteina nativa CLB19 sin los dominios Ey E+

Previamente, se ha demostrado que la mutante ¢c/b79 complementada con la proteina
truncada de los dominios E y E+ no es capaz de complementar el fenotipo amarillo
(Ramos-Vega, datos no publicados). Esto sugiere que los dominios E y E+ tienen una
funcion importante para el proceso de edicidon. Resultados similares fueron reportados
anteriormente en la proteina CRR4 que es también una PPR de la subclase E, como
clb19. También se demostré6 que CRR4 con una delecién del dominio E (AEE+) es
capaz de unirse a su blanco (Okuda et al., 2007). Basados en este antecedente, y para
caracterizar a mayor detalle la funcion de estos dominios, se decidié analizar si CLB19
AEE+ es capaz de unirse a sus blancos en condiciones in vitro. Por lo tanto se decidid
sobre-expresar la proteina CLB19 AEE+ en bacteria y posteriormente purificarla para
ser usada en ensayos de retardo de la migracion electroforética (EMSA). Para este
objetivo, el gen CLB19 se amplificd por PCR desde el coddn de inicio hasta antes de
los dominio E (Figura 22). Este fragmento se cloné en un vector de entrada pENTR del
tipo Gateway (Figura 22) y posteriormente la construccion se transfirié al vector de
destino final conocido como pDEST17 el cual que cuenta con un epitope de seis
histidinas en el amino terminal, para posteriormente dirigir su sobreexpresion y
sobreproduccion de proteinas en E. coli. Primeramente, se verifico la insercién del gen

de interés en el vector destino amplificando por PCR la regién que abarca desde el
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promotor T7 hasta donde termina la region que codifica para la proteina CLB19

truncada (Figura 23).

Para encontrar el tiempo o6ptimo de sobreexpresion de la proteina se realizd una
cinética de induccion. La cepa de E. coli BL21 con el vector pDEST17 se inoculd y se
incubd hasta que el cultivo alcanzé una Aesoo de entre 0.4 a 0.6 nM, se le agrego el
inductor (IPTG 500uM), se tomaron muestras cada dos horas durante diez horas.
Mediante la deteccion de la proteina truncada a través de Western blots, utilizando los
anticuerpos anti histidina, se demostr6 que el mejor tiempo de induccion de las
bacterias era a las 4 horas, ya que en tiempos posteriores se detecté una degradacion
de la proteina (Figura 24). Por lo tanto, las condiciones éptimas establecidas de
inducciéon con IPTG (500 uM) fueron 4 horas, para una vez llegado ese tiempo

recolectar el cultivo para continuar con la purificacion.
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Figura 22. Representacién esquematica de la clonacién de la proteina CL1B9 AEE+ en el vector de
entrada pENTR. La proteina truncada se cloné a partir de PCR usando como molde DNA gendémico de

una planta silvestre. Las flechas rojas indican los oligonucleétidos usados.
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Figura 23. a) Clonacion de la proteina CLB19 AEE+ en el vector destino pDEST17. b) Se corroboré la

insercidn del gen de interés en el vector destino pDEST17 mediante PCR en colonia.
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Figura 24. Cinética de induccion de la expresion de CLB19 AEE+. Western blot anti-His para seguir la
induccion de CLB19 AEE+ con 500 uM de IPTG de 0 a 10 horas. Siendo el mejor tiempo de induccion
entre 2 y 4 horas. Se cargo un total de 10 ug de proteina. Tincién con Ponceau se muestra como control

de carga.
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Se decidio aislar la proteina CLB19 deletada de los dominios E/E+ con un método de
purificacion nativa, utilizando una columna de afinidad Ni-NTA para la uniéon de
proteinas abanderadas con histidinas. Después varias purificaciones, en una de ellas
se recupero la mayor cantidad de proteina, correspondiente con el peso molecular
esperado, y se corrobord que fuera la proteina de interés, mediante un Western blot
utilizando como primer anticuerpo un anti-Histidina (Figura 25b). En otros intentos de
purificacion no se lograba obtener la proteina, por lo que se cambiaron algunas
condiciones; se optd por partir de un cultivo de 50 ml. El extracto total de proteinas se
dejo interactuar con la resina de Ni-NTA por cuatro horas y se realizé sélo un par de
lavados. Finalmente, en la segunda elucion de la purificacion se recupero la proteina
CLB19AEE+ aunque con otras proteinas (Figura 25a). Esto podria deberse a que
algunas proteinas no abanderadas interactuaron con la resina de Ni-NTA, ya que este
fendmeno se da a mayor frecuencia cuando se hace una purificacién nativa que con
una purificacion desnaturalizante (como se explica en el protocolo The Qiaexpressionist,
2003).
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Figura 25. Purificacién en condiciones nativas. a) CLB19 AEE+ se expreso en la cepa BL21 y se purificd
usando una columna de Ni-NTA Agarosa con diferentes concentraciones de imidazol (ver materiales y
meétodos) en los pasos de lavado y elucién. Se cargaron 40 ug de proteina. Las proteinas estan tefidas
con azul de Coomasie. b) Para confirmar la presencia de la proteina recombinante se realiz6 una

inmunodeteccion contra His.
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En la mayoria de los casos, la edicidon en organelos restaura secuencias o estructuras
filogenéticamente conservadas en todo tipo de RNA, de esta manera se restauran los
productos funcionales codificados en el RNA. La edicidon del RNA puede ser vista como
un mecanismo de reparacion para corregir mutaciones en el genoma de los organelos.
Otra explicacion de la funcién de la edicidbn en organelos, puede ser que se editan
transcritos diferencialmente y esto pudiera regular la expresion del transcrito en el tejido
donde la proteina se necesita. Ademas la edicion parcial, puede hacer que transcritos
no editados puedan ser traducidos en proteinas alternativas estables y estas a su vez
puedan tener diferentes caracteristicas, funciones o ser inactivas. También existe la
posibilidad, de que variaciones en la edicion puedan controlar la cantidad de complejos
activos, o cambiar las caracteristicas o funciones de dichos complejos (Chateigner-
Boutin y Small, 2011).

En el caso particular de CLB19, se ha determinado que es importante para la edicion
de dos transcritos, rpoA y clpP. Ambos mensajeros codifican para proteinas de funcién
critica para el cloroplasto. El transcrito de rpoA codifica para la subunidad alfa de la
PEP, que se cree que transcribe genes fotosintéticos y el transcrito de clpP codifica
para la subunidad catalitica de la proteasa Clp (Chateigner-Boutin et al., 2008). Debido
a que en la mutante clb19 esta afectada la edicion de estos dos transcritos, en este
trabajo se tratdé de evaluar qué parte del fenotipo, inicialmente caracterizado, se debe a
la falta de edicion de rpoA o de clpP. Se tratdé de evaluar dicha pregunta a través del
analisis de las plantas transgénicas, que portan las versiones editadas de los genes
rpoA o clpP1 por separado (Figura 15). El analisis fenotipico, inicial, de estas plantas
transgénicas mostré que no existe una mejoria aparente del fenotipo amarillo descrito
para la mutante c/b19, a pesar de que se confirmé la presencia de los mensajeros de
los transcritos editados que estan codificados en los transgenes (Figura 17). A primera
instancia, estos datos sugeririan que la falta de edicién, de cada uno de los transcritos,
resulta en un fenotipo amarillo (de bajos pigmentos). Esto implicaria que para una

reversion del fenotipo amarillo es necesaria la presencia de ambos transcritos editados
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en el fondo mutante c/b79. Esta posibilidad fue analizada en el presente trabajo a
través del analisis del fenotipo de plantas transgénicas que portaran ambos transgenes
en su genoma. El analisis fenotipico de estas dobles transgénicas mostré que aun se
segregan plantulas amarillas en proporcion 3:1 y que no existe una mejora evidente en
su pigmentacion (datos no mostrados). Este fenotipo se mantiene durante diferentes
etapas del desarrollo y es similar al de la mutante c/b79 (Figura 19). Estos resultados
nos permiten concluir que desafortunadamente este analisis no mostré diferencias

morfoldgicas ni de pigmentacion durante el desarrollo en las lineas transgénicas.

Una posibilidad, que explica estos resultados es que las construcciones con las
versiones editadas para cada gen no son funcionales. Como un primer analisis se
confirmo la presencia de los mensajeros para cada una de las trangénicas (Figura 17).
Lo que implica que el transgen si esta siendo expresado. Sin embargo, con este
analisis no se puede asegurar que estos transcritos sean traducidos correctamente, y
que sus proteinas sean importadas correctamente al cloroplasto para cumplir su
funcién. Con base en nuestras construcciones, las proteinas RpoA y ClpP, producto de
los transgenes, deberian de ser sintetizadas en el citosol y poder trasladarse al interior
del cloroplasto, ya que cuentan con el péptido de transito de la subunidad pequefia de
la RUBISCO. Esta demostrado que el péptido de transito, que se utilizé en estas
construcciones es suficiente y eficiente para translocar proteinas a los cloroplastos in
vivo (Bionda et al, 2010). Sin embargo, para poder realmente demostrar la
funcionalidad de cada uno de los transcritos editados seria necesario corroborar que se
traducen y sus productos se transladan al clorplasto. Esto podria realizarse mediante
Western blots, separando las fracciones celulares, esperando ver en la fraccion
cloroplastica una mayor acumulacién de las proteinas ClpP1 y RpoA, ya que ambos

transgenes se expresan a niveles altos debido al uso del promotor fuerte 35S.

La caracterizacion molecular de las lineas transgénicas apoya la idea de que las
construcciones no son funcionales. Esto en base, a que primero, la actividad del
complejo proteasa Clp parece estar igualmente afectada que en la mutante c/b79, ya

gue se observa acumulacion de la enzima DXS, que debiera de ser degrada, directa o
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indirectamente, por la proteasa (Figura 20). Segundo, la actividad de la PEP tampoco
parece ser mejor en las lineas transgénicas, ya que en estas plantas se siguen
acumulando transcritos mal procesados en un patrén casi idéntico a la mutante c/b79
(Figura 21).

Otra explicacion de que las construcciones no son funcionales, es que en ambos
casos las proteinas de interés son parte de complejos multiproteicos. Por lo tanto,
podria ser que las versiones editadas, al estar bajo el control de un promotor
constitutivo como es el 35S, produzcan un exceso de proteina de forma no regulada. Al
ser Clp y PEP complejos multiprotéicos, sumamente regulados, un desbalance de la
proporcion de subunidades podria estar afectando el correcto ensamblaje y estructura
general de los complejos, por lo tanto tendrian una funcionalidad comprometida.
Existen casos similares reportado, por ejemplo, se ha observado que sobre-
expresando una subunidad RPNb5la del proteosoma 26S, que es otro complejo
multiprotéico, a partir del promotor 35S, se producen cantidades excesivas de dicha
proteina que afectan la actividad e integridad del proteosoma. Esta sobre-expresién da
como resultado un fenotipo de floracién prematura (Book et al., 2009). Otro ejemplo,
cercanamente relacionado, es de la subunidad ClpP4 de la proteasa Clp. Cuando se
sobrexpresa ClpP4, se observé un fenotipo clorético en las plantas causado por el
incremento de los niveles de la proteina. Analizando estas plantas transgénicas a
detalle se observé que no existian cloroplastos funcionales. Esto apoya una vez mas la
idea que las subunidades proteoliticas de Clp se requieren en cierta proporcion y la
sobreproduccion o baja produccién de alguna de ellas puede afectar la estructura
general del complejo. Existe evidencia que sugiere que hay competencia directa entre
las subunidades proteoliticas durante o para la formacién del complejo (Shen et al.,
2007). En cuanto a la PEP, no existen reportes de sobreexpresion de alguna de sus
subunidades, pero al ser también un complejo multiprotéico se puede hipotetizar que la
sobreproduccion de alguna subunidad también podria interrumpir con el correcto
ensamblaje y funcién de la polimerasa. Sin embargo, estas posibilidades tendrian que

ser analizadas con mas cuidado.
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Tal vez una estrategia mas eficaz, para separar los fenotipos causados por la no
edicion del transcrito de clpP1 y rpoA, seria la transformacién directa de cloroplastos
(Maliga, 2004) con las versiones editadas para c/pP1 o rpoA y bajo su promotor natural
de cada gen. En este caso, se transformarian cloroplastos en plantas heterdcigas para
la mutacién clb19. De esta forma nos asegurariamos de no interrumpir con la formacion
natural de los complejos y que la proteina estara en cloroplasto. De esta manera,
podremos analizar por separado los fenotipos que causa la no edicion de cada uno de
los transcritos. Sin descartar la idea que la proteina CLB19 pudiera tener otra funcion

aparte de la de participar en el proceso de edicion de rpoA'y clpP1.

Hasta ahora, el modelo actual de la edicidon en plantas propone que la maquinaria de
edicion comprende un elemento en cis cerca de la C a editar, reconocido por un factor
de especificidad que recluta a una enzima desconocida, que realiza la edicion. La
evidencia experimental apunta a que las proteina PPR se unen a uno o varios blancos
de RNA en la regién -25/+10 con respecto a la citidina a editar (Chateigner-Boutin y
Small, 2011). Por primera vez, la union a esta regién fue confirmada con la proteina
CRR4 (Okuda et al., 2006) y mas recientemente con proteinas como OTP82 y CRR22
(Okuda y Shikanai, 2012). Recientemente, en el grupo de trabajo, se ha confirmado con
la proteina CLB19 completa y la versién trucada de los dominios E (Ramos, No
publicado). Por lo tanto, las PPR son los factores en trans, que dan especificidad al

proceso de edicion.

Algunas proteinas como CLB19, CRR22, CRR28, OTP82 (Revisado en Hammani et al.,
2009) tienen mas de un blanco de edicién esto podria deberse a que existe un
consenso ambiguo entre los blancos, que reconocen estas PPRs. Aunque en algunos
casos el consenso no se puede encontrar, otra opcion es que los distintos arreglos de
motivos PPR dentro de la misma proteina reconocen distintos sitios blanco, permitiendo
a la proteina unirse a distintos sitos blancos no relacionados en secuencia (Hammani et
al., 2009).
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Recientemente, se ha identificado la familia de proteinas MORF (Multiple Organellar
RNA Editting Factor) las cuales son componentes adicionales en la maquinaria de
edicién en organelos de plantas e interactuan selectivamente con proteinas PPR para
formar el editosoma. En plastidos dos proteinas MORF (MORF2 y MORF9) son
requeridas para la edicion completa en casi todos los sitios de edicién probablemente

actuando como un complejo heterodimérico (Takenaka, et al., 2012).

Otro de los objetivos, del presente trabajo, consistié en analizar si la proteina CLB19
deletada de los dominios EE+ es capaz de unirse a sus blancos y si lo hace si es una
unidon especifica in vitro. Para dicho propdsito fue necesario expresar a la proteina
truncada y aislar suficiente cantidad de proteina, para hacer ensayos EMSA. Un
método conveniente para este para la realizacion de este objetivo fue mediante la
expresion de proteinas heterélogas en bacterias, que portan una secuencia especifica
para su purificacion (Sandber y Mulroney, 2002). Parte de este trabajo, consistié en
encontrar las condiciones que permitieran obtener una sobre-expresion de dicha
proteina. A pesar de varios intentos de purificacion, sélo se logré obtener una
purificacion parcial de la proteina CLB19 AEE+ (Figura 25a). Esto parece deberse a
gue algunas proteinas no abanderadas, con el epitope de Histidinas, interactuaron con
la resina de Ni-NTA, durante la purificacion nativa. Sin embargo, ya esta demostrado
que proteinas recombinantes expresadas en E. coli parcialmente purificadas y hasta
extractos proteicos totales, pueden ser usados para en ensayos EMSA o de UV cross-
linking con el objetivo de examinar la union especifica entre proteina-DNA o proteina-
RNA (Sandber y Mulroney, 2002; Heaton et al., 2001; Laniel et al., 2001; Murakami et
al., 1996). Por lo que se decidié que la purificacidn parcial era suficiente para usarla en
ensayos EMSA. Para asegurarse de la especificidad entre la interaccion DNA-proteinas
o RNA-proteina, se deben usar competidores no especificos. Esto es particularmente
importante cuando se usan extractos totales de proteinas o en purificaciones parciales,
que contienen otras proteinas, ademas para evitar uniones no especificas que
interfieran con el EMSA, se puede usar DNA o RNA sintético (Laniel et al., 2001).
Basado en lo anterior, dicha proteina actualmente, en otro trabajo, ya ha sido usada en

ensayos EMSAs vy los resultados indican que existen union especifica entre la proteina
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CLB19 AEE+ y sus blancos (Ramos-Vega, no publicado), tal y como sucede con la
proteina CRR4 AEE+ (Okuda et al., 2007) , OTP82 y CRR22 (Okuda y Shikanai, 2012).
Por lo que se apoya la idea que los dominios PPR por si solos son suficientes y
necesarios para la union a sus blancos. Estos datos estan apoyando lo que se habia
reportado en estas otras proteinas con dominio E y E+ sugiriendo que los motivos PPR
de CLB19 son capaces de reconocer dos secuencias de RNA (rpoA y cilpP)
probablemente gracias a un consenso ambiguo entre ambas secuencias o que los
distintos arreglos de motivos PPR permite a CLB19 unirse a dos blancos. En general,
se puede proponer que los motivos PPR son el factor de especificidad de union al RNA,
y las proteinas MORF se unen a las PPR a través de los dominios E o el DYW y
probablemente también a la enzima desaminasa no descubierta, formando el

editosoma (Figura 26).

CLB19

PPR motifs domain
N N

/

JCUUUACUACGAAUUAUUUUCC...

rpoA or clpP

Figura 26. Modelo propuesto. CLB19 funciona como factor de especificidad, reconoce tanto rpoA y cipP.
El dominio E es absolutamente requerido para la edicién ya que probablemente recluta una enzima
desaminasa desconocida que lleva acabo la desaminacion de la citidina. Modificado de Chateigner-
Boutin y Small, 2012.

64



8. APENDICE

Buffer de carga DNA
Azul de bromofenol
Xilen cianol

Glicerol

Buffer CTAB 2X
Tris HCI pH 8
NaCl

EDTA

CTAB (bromuro de cetil-metil-amonio)

Agua destilada

Buffer de transferencia proteinas

Tris HCI pH 8.8
Glicina
Metanol

Agua destilada

Buffer de lisis (1L)
NaH2PO4

NaCl

Imidazol

Ajustar pH a 8.0 con NaOH

Buffer de lavado (1L)
NaH2PO4

NaCl

Imidazol

Ajustar pH a 8.0 con NaOH

Buffer de elucion (1L)
NaH2PO4

NaCl

Imidazol

Ajustar pH a 8.0 con NaOH

5x buffer de carga para RNA

Azul de bromofenol saturado
EDTA 500 mM pH 8
Formaldehido 37%

Glicerol 100%

Formamida

10X FA gel buffer

Agua destilada estéril cbp

25%
25%
50%

100 mM
1.4 M
20 mM
2%

28.8¢
400 ml
cbp2L

50 mM
300 mM
10 mM

50 mM
300 mM
20 mM

50 mM
300 mM
250 mM

16 pl

80 ul
720 pl

2 ul
3.084 ml
4 ul

10 ml
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10X FA gel buffer

MOPS 200 nM
Acetato de Sodio 50 mM
EDTA 10 mM

Ajustar a pH 7 con NaOH
Esterilizar en autoclave

1X FA buffer de corrida

10X FA gel buffer 100 mi
Formaldehido 37% 20 ml
Agua destilada estéril 880 ml
Gel de poliacrilamida 10% (10ml)

Mezcla de acrilamida 30% 3.3 ml
Tris/Glicina 1.5 M (pH 8.8) 1.3 ml
SDS 10% 0.05 mi
Persulfato de sodio 10% 0.05 mi

TEMED (Tetrametil Etil N-Diamina) 0.02 ml
Agua destilada

Gel concentrador para gel de poliacrilamida (2ml)

Mezcla de acrilamida 30% 0.33 ml
Tris/Glicina 1 M (pH 6.8) 0.25 ml
SDS 10% 0.02 ml
Persulfato de sodio 10% 0.02 ml
TEMED 0.001 ml

Agua destilada

Medio de crecimiento GM sdlido

Sales de MS 0431¢g
Sacarosa 05g
Mes 0.05¢
Vitamina B5 0.1 ml
H»0 cbp1L
Medio LB (Luria-Bertani) liquido (1 L)
Peptona 10g
Extracto de levadura 549
Cloruro de sodio 10g
Agua destilada cbp 1L
Medio LB sélido (1L)

Peptona 10g
Extracto de levadura 549
Cloruro de sodio 10g
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Agar 15¢
Agua destilada

Mezcla de acrilamida 30%

Acrilamida 29.2%
N,N’-metilen-bis-acrilamida 0.8%
Agua destilada

PBS 10X

NaCl 80 g
KCl 29
N82HPO4 14 .4 g
KH2PO4 24 g

Aforar a 1 L con agua destilada
Ajustar pH a 7.4 con HCI, esterilizar

Ponceau’s
I?onceau’s 0.2%
Acido acético 1%

Agua destilada

Solucion de prehibridacion

Buffer de fosfatos 1 M pH 7.2 52 ml
SDS 20% 35 ml
EDTA0.5MpH 8 102.5 pl

Llevar a 100ml con agua destilada
Adicionar 1 g de BSA fraccion V
Alicuotar en fracciones de 20ml

Solucion de lavado para Western blot

Tween 20 0.1%
NaCl 0.5 mM
PBS 1X
TAE (1X)

Tris-Acetato pH 8.0 40 mM
EDTA 0.1 1 mM
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