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1. El cloroplasto y su origen endosimbidtico.

El cloroplasto es el orgdnulo que fransforma la energia de la luz en energia
metabdlicamente Util para la biosintesis de las moléculas orgdnicas que nutrirdin
al conjunto de la célula fotosintética. Por su importancia funcional en el
metabolismo de las plantas se ha estudiado extensamente a nivel fisioldgico vy
bioguimico en las Ultimas décadas. Debido a su origen endosimbidtico contiene
su propio material genético de origen bacteriano. En la actualidad, se ha
progresado notablemente en el conocimiento de su biologia molecular,
principalmente debido al desarrollo de procedimientos eficientes para su
fransformacién genética. La posibilidad de manipular la informacion genética
del cloroplasto ha despertado grandes expectativas con fines biotecnoldgicos.

El cloroplasto, como la mitocondria, desciende de organismos procariotas
de vida libre que entraron en una célula hospedadora como endosimbiontes y,
gradualmente, se fransformaron en estos orgdnulos. El grupo filogenéticamente
mds cercano a los cloroplastos es el de las cianobacterias (Bhattacharya y
Medlin, 1998). Durante su evolucidn, la mayoria de los genes del endosimbionte
fueron eliminados o desplazados al nUcleo. Debido a este origen endosimbidtico
las caracteristicas de su genoma y de su expresidon génica son procariotas. Sin
embargo, en las células eucariotas, como consecuencia de la presencia de
estos orgdnulos semiautdnomos, es necesario que exista una coordinacion de
los distintos sistemas genéticos que garantice el correcto funcionamiento de la
célula (Nickelsen y Kuck, 2000). El genoma nuclear debe controlar la biogénesis,
el tamano y niUmero de cloroplastos en la célula. La expresion de complejos
proteicos cloropldsticos con componentes codificados por los dos genomas
requiere una especial coordinacidén entre ambos, al tener que contemplar
ademds el diferente nUmero de copias de cada gen segun pertenezca al
genoma nuclear o al cloropldstico. El control que el nicleo ejerce sobre el
cloroplasto  estd mediado principalmente por proteinas  codificadas
nuclearmente que han de ser importadas al cloroplasto, donde actuardn
interaccionando con proteinas o RNAs codificadas en el orgdnulo (Rochaix,
1996).
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El mantenimiento de parte del genoma endosimbidtico en el propio
orgdnulo supone un alto coste energético para la célula. La mayoria de las
proteinas cuya codificacién se ha mantenido en el genoma organular
participan en el proceso de la fotosintesis o son proteinas de la maquinaria de
expresion génica cloropldstica. Una posible explicacion del mantenimiento de
esta informacién genética en el propio orgdnulo podria ser que estas proteinas
de membrana son particularmente dificiles de importar y ser ensambladas
correctamente, debido a su alta hidrofobicidad. Esta explicacion es consistente
con el patrén de proteinas codificadas en el genoma mitocondrial (Dyall et al.,
2004). También se ha propuesto que este mantenimiento ofrece la ventaja
evolutiva de garantizar una respuesta répida frente al estrés oxidativo. Por
ejemplo, cambios en el potencial redox pueden confrolar rdpidamente los
efectos adversos de una cadena de transporte fotosintético alterada si sus
componentes proteicos se encuentran codificados en el propio orgdnulo. Esta
hipdtesis seria vdlida tanto para el genoma mitocondrial como para el
cloropldstico (Raven y Allen, 2003).

En las células eucariotas fotosintéticas la expresion de los genes nucleares
que codifican proteinas cloropldsticas estd contfrolada principalmente a nivel
franscripcional. En cambio, se ha demostrado que dentro del cloroplasto la
regulacién de la expresion génica es dependiente de procesos
postranscripcionales como la estabilizacion de los mRNAs, la traduccién o
incluso de modificaciones postraduccionales (Nickelsen, 1998). Controlar los
mecanismos postranscripcionales ofrece la ventaja de poder responder con
mayor celeridad ante cambios ambientales o del desarrollo. Una respuesta
rdpida resulta esencial en un orgdnulo en el que, por ejemplo, cambios de
intensidad luminosa pueden tener efectos fatales para la célula debido al estrés
oxidativo.

Los factores nucleares implicados en la expresién génica del cloroplasto
participan en todos los pasos de la expresion génica organular. Algunos
modulan la expresidon en respuesta al desarrollo y a factores ambientales. La
mayoria de los que se han identificado mediante aproximaciones bioquimicas
pertenecen a la maquinaria bdsica de expresidn génica, mientras que aquellos

identificados por aproximaciones genéticas, en general, participan en procesos
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postranscripcionales de un gen especifico o de grupos de genes cloropldsticos

implicados en la misma funcién (Barkan y Goldschmidt-Clermont, 2000).

2. Procesos postranscripcionales en la regulacion de la expresion génica en el

cloroplasto.

En plantas superiores se han descrito mutantes nucleares con defectos en la
expresion génica del cloroplasto y todos ellos comparten el hecho de que
exhiben alteraciones globales, que afectan a fodos o a conjuntos de genes del
orgdnulo (Nickelsen, 1998). Sin embargo, en Chlamydomonas reinhardtii todas
las mutaciones nucleares que se han estudiado hasta la fecha y que fienen
algun efecto en la expresion génica del cloroplasto presentan dos
caracteristicas comunes: que afectan a la expresién individual de genes
cloroplésticos y, en la mayoria o todos los casos, que afectan a estadios
postranscripcionales de la expresidn génica. De hecho, en esta alga se han
descrito mutantes fotosintéticos con defectos en cada uno de los distintos
procesos postranscripcionales. Es posible que las mutaciones pleiotrépicas
afecten de manera letal a las células de C. reinhardtii y esa sea la razén por la
cual sélo se encuentren mutantes que presenten alterada la abundancia de un
franscrito en concreto (Goldschmidt-Clermont, 1998).

Los mRNAs cloropldsticos, como ocurre en procariotas, no contienen
estructura de cabecera en 5 ni cola poliA en el extremo 3" que protejan sus
extremos y contienen repeticiones invertidas en la regién 3°. Son transcritos
como precursores de RNA que deben sufrir una variedad de procesos
postranscripcionales que conducen a su maduracién y traduccién. El
procesamiento de la molécula de RNA y su fraduccidon son los procesos
postranscripcionales que mds se han relacionado con la estabilidad de los

franscritos.
2.1. Procesamiento de los mRNAs.

En plantas superiores se pueden detectar los transcritos primarios
policistrénicos de los mMRNAs cloropldsticos y distintas formas intermedias de su
maduracién. En cambio, en C. reinhardti los mMRNAs primarios son
monocistrénicos, aunque se han descrito también genes cofranscritos, como
psbD-psaA, petB-petD y psbB/psbT/psbH (Johnson y Schmidt, 1993; Sakamoto et

al., 1994). Estos transcritos policistrénicos se acumulan a bajas concentraciones
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o, simplemente, no pueden ser detectados. Probablemente esto se deba a que
sufren un rdpido procesamienfo o a que su precursor presenta una menor
estabilidad (Buschlen et al., 1991; Choquet et al., 1988).

Los extremos 5 y 3 de los mensagjeros cloropldsticos maduros,
generalmente, son el resultado del procesamiento de los transcritos primarios
(Stern y Gruissem, 1987; Stern et al., 1991). La mayoria de los MRNAs
cloropldsticos presentan en la 3°UTR repeticiones invertidas ricas en AU que
normalmente forman estructuras secundarias (Monde et al., 2000; Roftt et al.,
1998). Estas han demostrado ser esenciales para la formacion del extremo 3" y
para la estabiidad de los mensajeros, aunque no contienen elementos de
secuencia que gobiernen su estabilidad (Stern et al., 1991; Barnes et al., 2005). Su
ausencia hace que los transcritos sean mds inestables y heterogéneos en
longitud, aunque pueden ser fraducidos (Rochaix, 1996). Cada transcrito
cloropldstico presenta un extremo 3” especifico y parece que existe mds de un
mecanismo que puede actuar para formar el extremo 3" y asi estabilizar los
transcritos finales (Stern y Gruissem, 1987). Las proteinas que en plantas
superiores se han enconfrado unidas especificamente a la 3'UTR de los
mensajeros presentan funciones relacionadas con el procesamiento del
franscrito y no con su estabilidad (Jenkins et al., 1997). En C. reinhardtii apenas
hay informaciéon descrita acerca de proteinas relacionadas con el
procesamiento del extremo 3" de los transcritos cloropldsticos.

Otfro evento que forma parte del procesamiento de mensajeros
cloropldsticos es la eliminacidn de intrones. En el cloroplasto de plantas
superiores y de algas aparecen genes con intfrones autocataliticos in vitro de los
grupos | y Il. En C. reinhardtii, dos genes, 23S rRNA y psbA, contienen intrones
pertenecientes al grupo |. Sélo el mMRNA de psaA contiene dos intrones
pertenecientes al grupo Il y presenta la particularidad de estar codificado en
tres precursores de RNA distintos, por lo que su maduracién implica dos pasos de
corte y unidn en trans. Se han identificado mediante aproximaciones genéticas
hasta 14 loci nucleares y 1 locus cloropldstico (tscA) implicados en la
maduraciéon de este mRNA (Barkan y Goldschmidt-Clermont, 2000). La
imposibilidad de eliminar los infrones de los mensajeros afecta a la vida media

de los franscritos no maduros (Monde et al., 2000).
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2.2. Traduccion de los mRNAs.

La traduccién supone una etapa clave en la expresidn génica del
cloroplasto ya que es el Ultimo punto de control que asegura la acumulacién
estequiométrica de proteinas derivadas de dos compartimentos fisicamente
separados (Wostrikoff et al., 2004). En el cloroplasto el hecho de que la
franscripcion, la maduracion de los transcritos y la traduccion ocurran en el
mismo compartimento requiere la consideracion de cdémo estos procesos
pueden estar acoplados e interrelacionados.

La maquinaria de traduccién cloropldstica se asemeja a la de procariotas
aunque presenta algunas caracteristicas diferenciales. Por ejemplo, los
ribosomas cloropldsticos son similares a los bacterianos en tamano y sensibilidad
a los antibiéticos, ademds de presentar homologia de secuencia de la mayoria
de los componentes ribosdmicos con sus parientes filogenéticos mds cercanos.
A pesar de estas similitudes los mecanismos de fraduccion en el cloroplasto
difieren en algunos aspectos. Por ejemplo, en los cloroplastos, lo mismo que en
cianobacterias, la secuencia Shine-Dalgarno no participa de manera
fundamental en la traduccidn v, si existe, presenta localizaciones, tamafos y
composicidn  de secuencias hipervariables, comparadas con las de
Escherichia coli (Fargo et al., 1998). Los codones de inicio preferenciales en el
cloroplasto son AUG y UAA y en C. reinhardtii la mayoria de los genes presentan
AUG como coddn de inicio aunque, por ejemplo, se emplea GUG en psbC
(Bonham-Smith y Bourque, 1989; Hauser et al., 1998).

Se piensa que los factores codificados nuclearmente implicados en la
tfraduccién interaccionan con la regidon 5°UTR de los mensajeros cloropldsticos
(Mayfield et al., 1994; Zerges et al., 1997). La regidon 3'UTR no afecta a la
acumulacién de proteina pero su presencia es esencial para la tfraduccion.
Interacciones entre la regién 5°UTR y la regidn codificante influyen positivamente
en la eficiencia de la traduccién (Eibl et al., 1999).

En C. reinhardtii, mediante construcciones de genes quiméricos, se ha
descrito que existe una relacion directa entre la cantidad de un mensajero
especifico y el de su correspondiente proteina (Barnes et al., 2005). Sin embargo,
estudios anteriores indican que esta correlaciéon es minima en la acumulacién
de proteinas enddgenas y que es la traduccién el factor limitante para la

produccién de proteinas (Eberhard et al., 2002; Choquet y Wollman, 2002). Esta
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diferencia de resultados podria deberse al efecto de la propia regién
codificante y a sus interacciones con la 5°UTR, sélo presentes en los mRNAs
enddégenos (Barnes et al., 2005). Se han descrito elementos de secuencia
implicados en la traduccién localizados en la regién 5°UTR de los mensajeros. Por
ejemplo, en el mensagjero cloropldstico de psbA se ha descrito una caja AU
(AUUAAAUAAA) esencial para la traduccién de este mensajero (Hirose y Sugiura,
1996).

La luz es la principal senal externa que influye, a nivel molecular, en los
distintos aspectos de la expresion génica del cloroplasto, entre ellos la
fraduccién. El efecto de la luz estd mediado por la cadena de transporte
fotoelectronico. De manera generalizada, la traduccién de la mayoria de los
mensajeros en cloroplastos maduros se correlaciona positivamente con la

intensidad luminica.
2.3. Estabilidad de los mRNAs en el cloroplasto.

La abundancia de mRNA de un gen en particular viene determinada por su
tasa de sintesis y por su tasa de degradacién y el mantenimiento de las
cantidades de mensajeros especificos es un paso fundamental en la regulacién
de la expresién génica de la célula (Barnes et al., 2004).

Los mensajeros cloropldsticos y de bacterias son similares en cuanto a que
no estdn protegidos por sus extremos, como lo estdn los mensajeros del
citoplasma de eucariotas. Sin embargo, se diferencian entre si porque los MRNAs
del cloroplasto presentan vidas medias mds largas vy sus tasas de degradacion
pueden variar ampliamente entre distinfos mMRNAs (desde 20 minutos hasta 20
horas) (Herrin y Nickelsen, 2004). La gran plasticidad para modificar la vida
media de sus mensajeros permite a la célula adaptar sus patrones de sintesis
proteica, lo que resulta esencial para responder de forma rdpida a estimulos
externos e internos.

Se ha descrito que en los cloroplastos la tasa de transcripcion modula la
abundancia global de los transcritos mds que la abundancia de transcritos
individuales (Hambraeus et al., 2003; Herrin y Nickelsen, 2004). En el cloroplasto
de C. reinhardtii la medida de la velocidad de transcripcién in vivo para distintos
genes es mdxima al principio de la fase luminosa (20 minutos) con un descenso

significativo a las 7 horas del periodo luminoso y una recuperacién de la misma
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hacia el final del periodo de oscuridad, para alcanzar el mdximo de
transcripciéon en el siguiente fotoperiodo (Salvador et al., 1993b). En algunos
genes del cloroplasto de C. reinhardtii se ha observado que existe un control de
la abundancia de mensajeros mediado por la luz (p.e. en psaB, psbA y rbcL) y
en ofros genes este control parece responder a ritmos enddgenos (p.e. en atpA,
atpB y tufA) en un régimen de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. No
obstante, la abundancia especifica de cada tfranscrito no fluctda mucho a lo
largo del fotoperiodo, sugiriendo que tienen lugar procesos adicionales de
estabilizacién de los mMRNAs que se imponen a este confrol general de la
franscripcion.

Existe una regulacién de la estabilidad por cambios de luz/oscuridad que
afecta de manera general a todos los RNAs enddégenos analizados en el
cloroplasto de C. reinhardti. En todos los RNAs enddgenos cloropldsticos
analizados decae su estabilidad en la luz y aumenta en oscuridad, aungque unos
son mucho mds estables (rRNA, rbcL ) que ofros (tufA) (Salvador et al., 1993b).

Por otro lado, el andlisis de mutantes nucleares y del cloroplasto ha revelado
que la degradacion de los RNAs no es un proceso al azar ni un proceso
generadlizado sino que parece existir una regulacién de la degradacion
especifica de cada mensajero. Se ha descrito un elevado numero de loci
nucleares implicados en la expresion génica del cloroplasto y mutantes
nucleares en los que se ve afectada la estabilidad de transcritos especificos
dentro del cloroplasto (Eibl et al., 1999; Staub y Maliga, 1995). Asi pues, todo
parece indicar que la expresidon diferencial de los genes cloropldsticos depende
bdsicamente de mecanismos que operan sobre la estabilidad de los transcritos
a nivel especifico (Nickelsen y Kuck, 2000). El control de la estabilidad en el
orgdnulo le permite asegurar la acumulacién estequiométrica de proteinas
cloropldsticas, lo que garantiza el mantenimiento de la eficiencia fotosintética
(Rochaix, 1996).

Aunque no se conocen con detalle los mecanismos moleculares
responsables del control de la vida media de los mRNAs en el cloroplasto, estos
mecanismos parecen tener en comun la interaccién especifica entre proteinas
reguladoras y secuencias cis o elementos estructurales presentes en la molécula
de RNA cloropldstico. Estos elementos cis se localizan principalmente en las

regiones 5°UTR y 3'UTR de los transcritos y, en ocasiones, en la regidén codificante,
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tanto en algas (Nickelsen, 1998) como en plantas superiores (Hua et al., 2001). En
el cloroplasto, como en bacterias, se ha descrito que la regidén 5°UTR estd
implicada en la regulacién de la estabilidad (Hua et al., 2001; Salvador et al.,
2004) y la traducciéon de los mensajeros (Nickelsen, 1999; Eibl et al., 1999).

En el cloroplasto no existe una separacidon espacial entre los distintos
procesos que afectan a los mensajeros y, como la estabilidad y la traduccién
dependen de la regién 5°, en muchos casos resulta dificil diferenciar entre
elementos implicados en la estabilidad, la tfraduccidén o ambas. Por ejemplo, se
han descrito elementos de secuencia en C. reinhardtii en la regién 5°UTR de
petD implicados en ambos procesos (Higgs et al., 1999). En cambio, existen
casos en los que se ha podido determinar la implicacién de un elemento cis
Unicamente en la fraduccion (Hirose y Sugiura, 1996) o en la estabilidad
(Anthonisen et al., 2001) de un mensajero concreto. La unién de los ribosomas a
la regién 5°UTR de los mensajeros determinard la eficiencia de su traduccién v,
debido a la conexién entre estabilidad y traduccién, distintos trabajos se han
cenfrado en el estudio del efecto, en términos de estabilidad, de la unidn de los
ribosomas a los mensajeros. Estos estudios indican que este efecto no siempre es
el mismo y es dependiente de la especie de la que se frate y del mensajero en
concreto. En E. coli la unién del ribosoma a la regién 5°UTR es un determinante
esencial para la longevidad de los transcritos (Arnold et al, 1998). En
cloroplastos de plantas superiores existen evidencias de que la asociacién de los
mensajeros a los ribosomas afecta al decaimiento de los transcritos, aunque la
relacién no afecta siempre del mismo modo. Por ejemplo, en hojas en desarrollo
de espinaca los mensajeros de rbclL y psbA son menos estables si estdn unidos a
los polisomas, probablemente por nucleasas especificas asociadas a los
polisomas (Klaff y Gruissem, 1991; Rochaix, 1992). En cambio, en maiz y en
C. reinhardtii, ocurre lo contrario ya que se han descrito mutantes nucleares que
presentan cantidades reducidas de los transcritos de rbcl y psbA por una menor
asociacién de los mRNAs a los ribosomas (Barkan, 1993; Bruick y Mayfield, 1998;
Yohn et al., 1996).
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3. Chlamydomonas reinhardtii como organismo modelo para el estudio del

cloroplasto.

Las algas del género Chlamydomonas estdn clasificadas taxondmicamente
dentro del orden de algas verdes Chlorophyceae, las cuales se ha supuesto que
representan el ancestro de las plantas superiores. C. reinhardti se ha
denominado la levadura verde para enfatizar todas las ventajas técnicas de su
uso como organismo modelo (Ferris y Goodenough, 1994).

Estas algas verdes pueden encontrarse en agua salada, dulce, en el suelo e
incluso en la nieve. Se han descrito mds de 500 especies de Chlamydomonas
aunque cientificamente sélo se trabaja con unas cuantas especies, siendo
C. reinhardtii la mds empleada en el laboratorio.

C. reinhardtii es un organismo eucariota faciimente cultivable cuyas células
crecen rdpidamente presentando un ciclo biolégico haplo-diploide. Las células
vegetativas son haploides y en ellas se puede inducir la formacién controlada
de meiosporas mediante privacidon de nitrégeno en el medio de cultivo. Los
gametos, morfoldgicamente similares, sélo se diferencian en el locus genético
mt (mt+ y mi-) que determina el tipo sexual (Nickelsen y Kuck, 2000). Cuando las
condiciones nutricionales mejoran el zigoto diploide resultante produce 4 células
haploides lo que permite el andlisis genético y el seguimiento de mutaciones
heredables.

C. reinhardtii es una célula con estructura polar y forma elipsoide, de =10 um
de longitud y 3 um de ancho, con dos flagelos anteriores, algunas mitocondrias
y un Unico cloroplasto basal que ocupa casi el 40% del volumen celular y que
rodea al nicleo. En condiciones de oscuridad y heterotrofia es capaz de
ensamblar correctamente sus complejos fotosintéticos y crecer empleando
acetato como fuente alternativa de carbono, el cual es asimilado por la ruta
del dlioxilato (Harris, 2001). Puede crecerse fotoautotréfica, mixotréfica o
heterotréficamente, lo que ha permitido el estudio de numerosos mutantes
fotosintéticos. Por todo ello habitualmente se ha empleado C. reinhardtii como
organismo modelo para el estudio de la fotosintesis (Nickelsen y Kuck, 2000). Las
actuales herramientas moleculares aplicadas a este organismo junto con las
técnicas de andlisis genético y la existencia de muchisimos mutantes
fotosintéticos han hecho de esta alga un poderoso modelo de estudio para el

estudio de la regulacién de la expresion génica en el cloroplasto.
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Tradicionalmente se ha empleado para el estudio de la estructura y ensamblaje
del flagelo, gametogénesis, fototaxis y respuesta fisioldgica a la luz y a los
nutrientes (Harris, 2001). En la actualidad se estdn llevando a cabo estudios con
este organismos que permitan solucionar problemas de biologia aplicada como
la produccién de H2 como energia alternativa limpia o la biorremediacion en el

caso de contfaminaciones por metales pesados (Shrager et al., 2003).

o\ /@ Mitochondrion

x e' Nucleus
- 4 Chloroplast

. mt
e T /’J
Karyogamy

Meiosis

Figura 1.1. Chlamydomonas reinhardtii. A) Estructura celular de Chlamydomonas en
interfase. Longitud de la célula 10 um; BB, cuerpo basal; Chl, cloroplasto; Cv, vacuola
contrdctil; Cw, pared celular; ER, reficulo endoplasmatico; Es, mancha ocular; F, flagelo;
G, aparato de Golgi; L, cuerpo lipidico; Mi, mitocondria; N, nUcleo; No, nucleolo; P,
pirenoide; r, ribosomas; S, grano de almidén; V, vacuola. De Harris, 2001. B) Andlisis
genético en C. reinhardtii. Mientras las mutaciones nucleares son heredadas de un modo
mendeliano, las mutaciones en el genoma cloropldstico y mitocondrial se heredan por via
uniparental. De Nickelsen y Kuck, 2000.

3.1 Los genomas nuclear y mitocondrial de Chlamydomonas reinhardtii.

Las células de los miembros del reino Plantae contienen tres compartimentos
celulares con informacion genética propia: el nicleo, el cloroplasto y la
mitocondria. En C. reinhardtii los tres genomas pueden ser manipulados
genéticamente.

El genoma nuclear contiene 100 Mpb distribuidos en 17 grupos génicos de

ligamiento y en la actualidad se encuenfra secuenciado completamente,

-171 -
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aungue no estd completamente anotado (Shrager et al., 2003). En la divisién
meidtica de la célula los distintfos genes nucleares se heredan
mendelionamente. Este genoma es inusualmente rico en confenido de G+C
(65%). La transformacién del nucleo se lleva a cabo introduciendo el DNA
fordneo mediante la agitacién de bolas de vidrio con células carentes de pared
celular o mediante electroporacién (Randolph-Anderson et al., 1993). En
cualguier caso, la recombinacién homdloga en el DNA nuclear ocurre a muy
baja frecuencia y la insercién del DNA fordneo tiene lugar al azar mediante
recombinacién heterdloga.

El genoma mitocondrial, presente en multiples copias, se caracteriza por ser
un genoma de DNA lineal pequeno (5.8 kpb) con regiones invertidas en los
extremos implicadas en la estabilizacion de los mismos. Todos los gametos, tanto
los mt(+) como los mi(-), heredan el DNA mitocondrial de la cepa mf(-). Es
caracteristico el reducido contenido génico en comparacidén con otros
genomas mitocondriales de ofras algas verdes y plantas superiores.
Recientemente la transformacién del DNA mitocondrial en esta alga ha sido
mejorada mediante biolistica logrando una alta eficiencia de fransformacion.
De este modo se consigue disponer de un sistema modelo alternativo a
Saccharomyces cerevisiae para el estudio y la manipulacién del genoma

mitocondrial (Remacle et al., 2006).
3.2 El genoma del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii.

El genoma cloropldstico de C. reinhardtii presenta muchas caracteristicas en
comin con el genoma cloropldstico de plantas superiores. Los genes
cloropldsticos estdn altamente conservados entre los distintos genomas
secuenciados hasta el momento. El cloroplasto es un orgdnulo poliploide que
presenta aproximadamente 80 copias de su genoma. Se hereda
monoparentalmente de la cepa mt(+) y tras la formacién del zigoto el genoma
cloropldstico de la cepa mt(-) es degradado por la accidén de nucleasas
(Nickelsen y Kuck, 2000). Es un DNA circular de aproximadamente 196 kpb que
codifica 99 genes de la maqguinaria fotosintética (fotosistemas | y Il, citocromo
bs/f. ATP sintasa, y rbcl) y de la maquinaria de expresidbn génica del orgdnulo (5
subunidades de la RNA polimerasa, 5 rRNAs, 17 proteinas ribosomales, 30 tRNAs y

factores de la traducciéon y transcripcion) (Shrager et al., 2003). La mayoria de
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los genomas cloropldsticos presentan dos copias de dos grandes regiones
invertidas (IR) que pueden variar de 5 kb a 76 kb en longitud, resultado de una
duplicacién de los genes rRNA y otros genes (Rochaix y Malnoe, 1978). En C.
reinhardtii estas regiones estdn separadas entre si por dos regiones Unicas de
prdcticamente el mismo tamano (80.873 y 78.100 pb). La organizacién génica
dentro de las regiones invertidas es tfipica de plantas superiores, excepto porque
el rRNA 23S estd dividido por un intron (Erickson et al., 1984) y psbA por cuatro
infrones (Palmer, 1985). En plantas superiores existen, entre distintos taxones,
importantes variaciones del tamano del genoma cloropldstico, debidas al
tamano de las regiones invertidas, sin afectar a la complejidad gendmica. En
cambio, las variaciones existentes dentro del género Chlamydomonas estdn
atribuidas a mdultiples eventos de deleciones e inserciones fuera de estas
regiones (Sakamoto et al., 1994).

Mientras que la mayoria de los genes cloropldsticos en plantas superiores
estdn organizados en operones, en el cloroplasto de C. reinhardtii los genes no
presentan principalmente esta esfructura, aunque también los hay asi
organizados, como los genes de las proteinas ribosomales (Stern y Drager, 1998).

El genoma cloropldstico de C. reinhardti contiene dos copias de un
elemento mévil de DNA de 2.4 kb denominado Wendy (Wendy | y II). Estas dos
copias de Wendy han divergido por acumulaciéon de mutaciones puntuales y
por pequenas deleciones e inserciones. Estos dos elementos de C. reinhardtii
inferrumpen el orden relativo de genes dentro de dos clusters génicos que son
contiguos en C. moewusii, sugiriendo que este elemento fransponible invadid
C. reinhardtii fras la separacién de estos dos lingjes (Fan et al., 1995).

En la actualidad este genoma se encuentra completamente secuenciado
lo que ha permitido conocer y corroborar mucha de la informacién genética
obtenida previamente mediante andlisis mds cldsicos (Shrager et al., 2003). El
genoma del cloroplasto de C. reinhardtii tiene caracteristicas particulares con
respecto a los genomas cloropldsticos de plantas superiores. Presenta una gran
cantidad de cortas repeticiones dispersas (SDRs) entre las regiones codificantes,
una atipica division del gen rpoCl1, contiene un gen (tscA) implicado en la
eliminacion de intrones en trans de psbA, presenta dos grandes ORFs de funcién
desconocida pero esenciales para el organismo y se caracteriza por la ausencia
de genes ndh (Shrager et al., 2003; Maul et al., 2002).

-13-
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La comprensidn del funcionamiento de la expresidn génica en el cloroplasto
requiere la insercién y expresion de DNA fordneo en este genoma. La
transformacién del cloroplasto se lleva a cabo mediante un sistema de biolistica
que se desarrollé al final de la década de los 80 y que permitid la primera
transformacion estable de un DNA cloropldstico (Boynton et al., 1988). Este
orgdnulo presenta una alta tasa de recombinaciéon homdloga lo que permite la
insercion direccional del DNA fordneo con una alta eficiencia de transformacion
este genoma. La transformacién genética del cloroplasto ha despertado un
gran interés dentro de la biotecnologia agricola en los Ultimos anos debido a
caracteristicas intrinsecas de este compartimento celular que le proporcionan
ventajas en comparacién con la transformacién nuclear de plantas. Por
ejemplo, son ventajas a nivel biotecnoldgico la insercién direccional del DNA
fordneo (ya que permite el control de la expresién génica del DNA insertado), el
procesamiento de mMRNAs policistrénicos (muchas cualidades de interés
agrondmico son multigénicas y el sistema de organizacidn en operones
facilitaria la expresidon fenotipica de caracteres multigénicos) y la herencia
uniparental de este orgdnulo (evitard la transferencia vertical de los fransgenes
a poblaciones naturales, ya que la herencia del cloroplasto es materna y los
granos de polen no contienen cloroplastos). La explotacién de los cloroplastos
como dianas para objetivos biotecnoldgicos pasa por la profundizacién en el
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en el control de la
expresion génica en el orgdnulo. En C. reinhardtii se han llevado a cabo
numerosos estudios con genes quiméricos, resaltando el enorme potencial de
este organismo como biofactoria para la expresion de proteinas heterdlogas de

interés biotecnoldgico (Franklin y Mayfield, 2004; Tregoning et al., 2004).
4. Laenzima Rubisco.

La ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco, E.C. 4.1.1.39) es
una enzima bifuncional, cuya actividad carboxilasa es responsable de la mayor
parte de la conversién de CO:2 inorgdnico en carbono orgdnico en todos los
organismos fotosintéticos eucaridticos y la mayor parte de los procariéticos. Es,
probablemente, la enzima mds abundante de la tierra y prdcticamente todo el
carbono orgdnico ha pasado alguna vez por el centro activo de la enzima. En

eucariotas fotosintéticos, la Rubisco se localiza en el cloroplasto y es una enzima
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compuesta por 8 subunidades grandes (50 kDa) y 8 pequenas (15 kDa). Las
subunidades grandes conforman el centro catalitico y se hallan codificadas por
un Unico gen (rbcL) en el genoma cloropldstico, mientras que las subunidades
peguenas son codificadas por una familia génica (rbcS) localizada en el
genoma nuclear por lo que deben serimportadas al cloroplasto para ensamblar
el holoenzima funcional.

La regulacion de la sintesis de la enzima funcional Rubisco requiere la
coordinacién de la expresion de los genomas cloropldstico y nuclear y se halla,
por consiguiente, bajo el confrol de varios mecanismos de regulacién.
Aparentemente, la canfidad de holoenzima funcional sintetizado depende
fundamentalmente de la expresion del gen cloropldstico rbcl, ya que la
subunidad pequena de la Rubisco se sintetiza en exceso y es degradada en el
cloroplasto cuando su ensamblaje en la holoenzima se ve limitado por falta de
subunidad grande (Manen et al, 1994). Un estudio reciente, en tabaco,
confirma que la sintesis de la subunidad grande no estd regulada por la
disponibiidad de subunidad pequena. Cuando la subunidad grande se
acumula expone un dominio que actia como represor de su propia sintesis,
autorregulando asi su traduccién (Wostrikoff y Stern, 2007). La traduccién de
ambas subunidades de la Rubisco estd regulada por la luz.

En dicotileddneas el gen rbcl se transcribe desde un promotor localizado a
156-185 nucledtidos del inicio de la traduccidn. Este transcrito primario es
procesado en la regién 5°UTR entre los nucledtidos -59 y -69, desde el inicio de la
traduccién, segun especies. Tanto la forma procesada como la no procesada
del transcrito de rbcL se han encontrado asociadas a los polisomas y este
procesamiento juega un papel esencial en la regulacién de la traduccién en
condiciones luminicas (McCormac et al., 2001). En C. reinhardtii el mensajero de
rbcL se franscribe desde una caja TATA extendida en la posicién -10 (Klein et al.,
1992) y presenta una regién 5°UTR de 92 nucledtidos que no requiere
procesamiento.

En plantas C4 (Amaranthus hypochondriacus), tanto en las células de la
vaina del haz como en las del mesdfilo se transcribe el mMRNA de rbcl pero sélo
se tfraduce en este primer tipo celular. Esta regulacién diferencial de la expresidon
de Rubisco se debe a variaciones de la estabilidad o al procesamiento

diferencial del franscrito en cada tipo celular (Boinski et al., 1993).

-15-



OBJETIVOS




Objetivos

Este frabajo se enmarca dentro del objetivo general del estudio de los
mecanismos que controlan la degradacién de los mRNAs en el cloroplasto, y
mds concretamente, se centra en el estudio de la estabilidad del transcrito del
gen rbcl, que codifica la subunidad grande de la ribulosa 1,5 bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (Rubisco). En el estudio de los factores implicados en la
regulaciéon de la degradacién de los mMRNAs se pueden considerar dos niveles:
los elementos de la molécula de RNA que dictan la estabilidad y regulaciéon de
los distintos transcritos (elementos cis) y los componentes de la maquinaria
proteica (elementos trans), los enzimas y cofactores, responsables de la
degradacién o del mantenimiento de la estabilidad.

Estudios previos revelan la posible existencia de un elemento del promotor
localizado dentro los primeros 36 nucledtidos de la region 5°UTR. La presencia de
este elemento después del inicio de la franscripcion de un mRNA representaria
un nuevo fipo de promotor no descrito hasta el momento en C. reinhardtii. En
esta regién no traducible se ha localizado una secuencia de 10 nucledtidos
necesaria para la estabilizacion del RNA. Este elemento forma parte,
parcialmente, de una estructura secundaria y frecuentemente éstas se han
relacionado con la estabilidad.

La hipoétesis de trabajo es que la estabilidad del mensajero de rbclL estd
controlada por la unidén de algun o algunos factores proteicos, de codificacion
nuclear, que deben de reconocer esta secuencia o elemento estructural en la
region 5°UTR de forma, aparentemente, especifica. Entre estas proteinas se
encuentran los factores reguladores que protegerian el RNA y aqguellos que

estimularian su degradacion.
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Objetivos

Los objetivos concretos de este trabajo son:

1. Determinacion del papel de la 5"UTR en la expresion génica de rbclL.
1.1 Delimitar la existencia de elementos del promotor en la regién 5"UTR de

rbcL.

Empleando mutaciones dirigidas, se pretende acotar un posible elemento
del promotor dentro de la regidon 5° no traducible del mensajero objeto de

estudio.

1.2 Determinar los requisitos estructurales y de secuencia en la 5"UTR que

gobiernan la estabilidad del mensajero de rbclL.

Mediante modificaciones en la regidén 5°UTR del mRNA de rbclL que afecten
a la forma y/o secuencia de las estructuras secundarias de su extremo 5° se
pretende definir las caracteristicas de secuencia y estructura que dirigen el

recambio del transcrito de rbcl en el cloroplasto de C. reinhardtii.

2. Estudio de proteinas que interaccionan con la 5"UTR.

Se pretende detectar in vivo y caracterizar las proteinas que interaccionan
con la region 5" UTR y que puedan estar implicadas en la regulacion de la
estabilidad del mensajero de rbcl. Para ello, se va a utilizar una aproximacién
bioquimica que fije las intferacciones proteicas que tienen lugar con la region
5°UTR del transcrito en condiciones en las que el transcrito quimérico es estable

y, posteriormente, se analizardn las proteinas detectadas.

3. Aproximacion inicial al mecanismo de degradacion del mRNA de rbclL:

efecto de la presencia de un extremo 5 libre.

Se pretende poner de manifiesto si la presencia de un extremo 5 libre en las
moléculas de RNA facilita el reconocimiento inicial de las ribonucleasas
implicadas en la degradacion de los mismos. Para ello, se creardn distintas
construcciones con un extremo 5 libre y se analizard su efecto sobre la

estabilidad de estos RNAs quiméricos.
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CAPITULO 1

Papel de las secuencias 5" UTR en la expresion génica
de rbcl en el cloroplasto de Chlamydomonas

reinhardtii.
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Introduccion.

1. Transcripcién en el cloroplasto.

Aunque la transcripcidn en el cloroplasto presenta mds caracteristicas
comunes con la franscripciéon procaridtica que con la eucaridtica, ésta no tiene
lugar exactamente como en bacterias. Entre los genes que pasaron a formar
parte del genoma nuclear en los eventos de adquisicion endosimbidntica del
cloroplasto se encuentran algunos que codifican proteinas implicadas en la
franscripcion en este orgdnulo. Existe un control nuclear jerarquizado a través de
un gran numero de factores nucleares importados al orgdnulo. Estas proteinas
nucleares regulan la expresién génica, principalmente, a nivel postranscripcional
y., en menor medida, a nivel tfranscripcional. A través de estas proteinas
nucleares, las células responden a senales ambientales acomodando la

transcripcién génica en el orgdnulo para adaptarse al medio.
1.1 RNA polimerasas.

Bioguimicamente se han determinado dos actividades RNA polimerasa
distintas en cloroplastos de plantas superiores y en el alga verde E. gracilis. Una
de estas enzimas es la RNA polimerasa codificada en el genoma cloropldstico
(PEP). Esta polimerasa es similar a la RNA polimerasa bacteriana, y estd
codificada por tres genes: rpoA, rpoB y rpoC. En los cloroplastos, el gen rpoC
estd generalmente dividido en dos genes, rpoC1 y rpoC2. C. reinhardtii presenta
una particular organizacion de estos genes: los genes rpoB y rpoC1 estdn
divididos. La division de rpoCl1 (rpoClay rpoClb) tuvo lugar tras la divergencia
de las especies del género Chlamydomonas, ya que sélo aparece asi dividida
en C. reinhardtii (Maul et al., 2002; Fong y Surzycki, 1992).

Ademds de las subunidades a, B y B’ la RNA polimerasa bacteriana
contiene la subunidad o, responsable del reconocimiento del promotor.
Mediante diferentes subunidades ¢ puede dirigir la transcripcién especifica de
diferentes promotores. En el nicleo de plantas superiores y algas se ha
encontrado una familia génica que codifica esta subunidad tipo o (sig] a sigé).
Mediante las diferentes subunidades el nicleo controla la expresidn génica en
el cloroplasto, empleando una u ofra para reconocer distintos fipos de
promotores en respuesta a distintos factores (luz, fipo de plasto o estadio de

desarrollo) (Troxler et al., 1994; Allison, 2000; Kanamaru y Tanaka, 2004). En el
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nucleo de C. reinhardtii sélo se ha encontrado un gen o, rpoD (Troxler et al.,
1994; Allison, 2000; Bohne et al., 2006; Carter et al., 2004). La actividad RNA
polimerasa cloropldstica es inhibida en presencia de rifampicina (Surzycki, 1969).

La segunda RNA polimerasa estd codificada nuclearmente (NEP) y es una
polimerasa con una Unica subunidad, que presenta homologia con la del
bacteriéfago T7 (Lerbs-Mache, 1993; Hedtke et al., 1997; Bruce y Stern, 2001). En
Arabidopis thaliana hay tres genes que codifican esta RNA polimerasa, uno con
péptido senal para la mitocondria, otro para el cloroplasto y el otro para ambos
compartimentos (Bruce y Stern, 2001; Hess y Borner, 1999).

En Chlamydomonas, como en ofras algas verdes, no se ha encontrado la
homodloga de NEP en el cloroplasto (Carter et al., 2004). Sin embargo, el hecho
de presentar distintos tipos de promotores cloropldsticos y un Unico factor o
nuclear hace pensar que en el cloroplasto de C. reinhardtii podria funcionar
mds de una RNA polimerasa o mds factores ¢ aln por identificar. Sélo se ha
comprobado in vitro la unidén de este factor o a los dos tipos principales de
promotor presentes en el alga (Bohne et al., 2006). En este organismo la
maquinaria enzimdtica que lleva a cabo la franscripcion en el cloroplasto estd
poco caracterizada bioguimicamente, probablemente por la dificultad de
obtencién de cloroplastos en cantidades suficientes como para llevar a cabo
experimentos de actividades enzimdticas. Serian necesarios nuevos estudios
para establecer de manera precisa la maquinaria transcripcional del

cloroplasto.
1.2 Terminacion de la transcripcion.

En el cloroplasto, en general, se conoce poco sobre la terminacién de la
transcripciéon ya que las RNA polimerasas en el cloroplasto transcriben un mRNA
primario cuyos extremos serdn procesados para formar el RNA maduro (Barkan y
Goldschmidt-Clermont, 2000).

En C. reinhardtii la mayoria de los mRNAs cloropldsticos presentan en su
extremo 3" una regién invertida (IR), que forma una estructura en horquilla mds
relacionada con la estabilidad y el procesamiento del transcrito que con la

terminacién de la transcripcioén.



Introduccion 1

2. Elementos de secuencia implicados en la transcripcion.

2.1 Promotores cloroplasticos.

En plantas superiores las RNA polimerasas NEP y PEP reconocen vy ufilizan
distintos promotores y el desarrollo de cloroplastos fotosintéticamente activos
requiere la actividad de ambas enzimas (Hess y Borner, 1999).

La RNA polimerasa cloropldstica reconoce promotores tipicos bacterianos
(670) que comprenden dos secuencias consenso, TATAAT y TIGACA, en las
posiciones -10 y -35 respectivamente (Gruissem y Zurawski, 1985), y se piensa que
transcribe los genes de los fotosistemas | y Il en cloroplastos maduros.

La mayoria de los promotores de NEP incluyen el motivo de secuencia
5" C/TG/ATA 3' cerca del inicio de transcripcion (Hess y Borner, 1999; Liere y
Maliga, 1999; Hajdukiewicz et al., 1997). Esta enzima transcribe en exclusiva
genes de la maquinaria de expresién génica en el cloroplasto como rpo vy rrni6
(Gruissem et al., 1986). Este promotor se ha encontrado en posicién 3" de
promotores PEP de muchos genes cloropldsticos, indicando que algunos de
éstos pueden ser transcritos por ambas enzimas (Kanamaru y Tanaka, 2004).

La transcripcion in vitro de genes de tRNA de cloroplastos de espinaca estd
gobernada por dos tipos distinfos de promotores; el primero de ellos es un
promotor estdndar -35/-10 y el segundo es un promotor interno que, in vitro y por
si solo, es capaz de presentar una actividad transcripcional completa (Gruissem
et al., 1984).

El Ultimo tipo de promotor en cloroplastos de plantas superiores es el caso
particular de un promotor de respuesta a la luz azul (BLRP) descrito en el gen
psbD y que estd altamente conservado en plantas superiores. Este gen contiene
dos elementos del promotor, uno constituido por el elemento -10, y ofro que
responde a la luz, constituido por una caja AAG, de 23 pares de bases,
localizado entre las posiciones -36 y -57 del inicio de la transcripcién (Kim et al.,
1999).

En el alga verde C. reinhardtii se han encontrado fres tipos de promotores. El
primer tipo, definido en el gen ribosdmico 16S, es un promotor tipico bacteriano
c70. Este tipo de promotores dirige la expresion de los genes ribosdémicos en
C. reinhardtii y son promotores fuertes (Klein et al., 1992). La segunda clase de
promotores presentes en el cloroplasto del alga se caracteriza por la pérdida del

elemento -35 y, normalmente, presenta la secuencia consenso -10 extendida,
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TATAATAT. Este tipo de promotor se definié inicialmente para el gen atpB (Klein
et al, 1992) y parece ser el promotor comUn en los genes que codifican
proteinas que participan en la fotosintesis en el genoma del cloroplasto. El tercer
tipo es el promotor interno de una subpoblacién de tRNAs del cloroplasto (Jahn,
1992).

2.2 Secuencias intensificadoras de la transcripcion.

Las secuencias intensificadoras de la transcripcion permiten reforzar y regular
la transcripcion desde un promotor dado. No son comunes en el cloroplasto ya
que se han descrito en muy pocos genes. Como resultado de distinfos estudios
con genes quiméricos en C. reinhardti se ha descrito la  presencia de
secuencias infensificadoras en la regidon codificante de rbcl y psbA. Las regiones
promotoras y 5°'UTR de estos dos genes no son suficientes para expresar genes
heterdlogos en el cloroplasto con la misma tasa de expresidn que los genes
enddgenos. Este efecto no es general y en otros genes, como psbD o atpA, la
presencia o ausencia de regién codificante no afecta a la expresidon de genes
quiméricos controlados por las secuencias 5° de estos genes (Anthonisen et al.,
2002). Puesto que no existe homologia de secuencia entre las regiones
codificantes de rbcL y psbA el efecto intensificador de la transcripcion debe de
requerir proteinas especificas para cada una de ellas o un factor de
reconocimiento general, no especifico de secuencia. En el cloroplasto de
C. reinhardtii, Unicamente se ha caracterizado y delimitado con detalle la
secuencia intensificadora de rbcL (Klein et al., 1994).

Se ha descrito, mediante genes heterdlogos, que un tracto de
polinucledtidos A/T en regiones intergénicas puede funcionar como
aumentador de la tfranscripcidon de un modo inespecifico, probablemente

alterando la topologia del DNA (Pfannschmidt y Liere, 2005).
3. Regulacién de la transcripcion en el cloroplasto.

La luz tiene un fuerte efecto regulador en la transcripcidén génica de los
plastos ya que todo el metabolismo de los organismos fotosintéticos estd basado
en la utilizacion de esta forma de energia. Mediante el estado redox de los
componentes de la cadena de transporte fotosintético y de otras moléculas se
logra acoplar la expresidon de los genes cloropldsticos a la funcidn fotosintética

necesaria en determinadas condiciones luminosas (Pfannschmidt et al., 1999).
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En plantas superiores existe una regulacién por el estado redox de la
plastoquinona de la transcripcién de los genes psaB y psbA. Cuando la
absorcion de luz del fotosistema Il es mayor que en el fotosistema | se genera un
exceso de electrones que producen estrés oxidativo. Esto se traduce en un
aumento del conjunto de moléculas de plastoquinona reducida y, para evitar el
estrés, se activa la franscripcién del gen psaB y reprime la de psbA. De este
modo, de forma rdpida, ajustando la cantidad de mensajero de proteinas de los
dos fotosistemas, se aumenta la canfidad de fotosistema |, para aceptar el
exceso de electrones, y se reduce la cantidad de fotosistema Il que los genera.
Esta respuesta de aclimatacién a la luz puede estar, ademds, generada por
cualqguier circunstancia ambiental que produzca una generacion excesiva de
electrones altamente energéticos, como, por ejemplo, las bajas temperaturas o
el déficit hidrico (Ishizaki et al., 2005).

Basdndose en la regulacién transcripcional en bacterias, se ha propuesto
que, en el cloroplasto, la activacién diferencial de factores o puede
proporcionar un mecanismo de control de la expresidn de grupos de genes
cloropldsticos. En plantas superiores la actividad de PEP resulta critica para la
biogénesis y el mantenimiento de los cloroplastos. Al principio del desarrollo
vegetativo la RNA polimerasa NEP transcribe los genes de la maquinaria génica
plastidica, incluyendo la franscripcion de PEP. La polimerasa cloropldstica junto
con SIG 6 (que actua cédmo principal factor o de transcripcidén constitutiva
durante el desarrollo temprano de la planta) empieza a transcribir los genes
implicados en el ensamblaje del aparato fotosintético (Nagashima et al., 2004).
A través del factor SIG 5, la luz de longitud de onda azul o diferentes estreses,
como alta intensidad luminica, bajas temperaturas, alta concentraciéon salina u
osmdtica (Allison, 2000), inducen la transcripcién de psbD, activando el
promotor BLRP. El aumento de la transcripcion de psbD y psbC contribuye a
reparar el dano oxidativo en el fotosistema Il. AUn en los cloroplastos maduros la
actividad de NEP continUa siendo fundamental. Asi pues, los estudios sugieren
que el reemplazo de factores o especificos controla la transcripcidn plastidica
en respuesta a la luz, el fipo de plasto y el estado de desarrollo del mismo

(Lopez-Juez y Pyke, 2005).
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Figura 1.1 Expresion génica en el cloroplasto. (A) Maquinaria genética cloropldstica y
contribucién a ésta del genoma nuclear. PEP, RNA polimerasa codificada en el
cloroplasto; NEP, RNA polimerasa codificada en el nicleo. Photosynth.: fotosintesis. (B)
Regulacion por la luz azul del gen cloropldstico psbD. PhyA; fitocromo A; Crys;
criptocromos; BLRP, promotor de respuesta a la luz azul. Figura de (Lbépez-Juez y Pyke,
2005).

La RNA polimerasa cloropldstica de plantas superiores presenta una clara
preferencia por el DNA superenrollado frente al DNA relajado lo que sugiere que
la topologia del DNA puede jugar un papel importante en el nivel basal de
transcripcién de los genes cloropldsticos. En C. reinhardtii se ha visto que la
estructura del DNA cambia, debido a la accidn de topoisomerasas, en
respuesta a condiciones externas como la luz (Thompson y Mosig, 1990). Las
fluctuaciones en la topologia del DNA, controladas enddgenamente y no
exclusivamente restringidas a las regiones de DNA franscritas, y la especificidad
de cada promotor génico pueden proporcionar un mecanismo sencillo de
control global de la expresidén génica (Salvador et al., 1998).

En C. reinhardtii hay evidencias de una regulacién transcripcional por ritmos
circadianos (Kawazoe et al., 2000). En células crecidas sincrénicamente hay dos
tipos de transcripcidn cloropldstica, una basal, insensible a cicloheximida, y otra
inducida por ritmos enddgenos, sensible a esta droga. Los ritmos circadianos
inducen un pico diario de transcripcidn que ocurre al principio del periodo

luminoso en tufA, 16, atpA y atpB (Salvador et al., 1993b; Hwang et al., 1996;
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Carter et al., 2004). En el cloroplasto del alga también existe una regulacién

franscripcional por la luz, como en el caso del gen psaB (Salvador et al., 1993b).
4. El promotor basico de rbclL en Chlamydomonas reinhardtii.

En plantas superiores el gen rbclL es franscrito por la RNA polimerasa
codificada por el cloroplasto desde un Unico promotor. Se asemeja a un
promotor tipico procariota y contiene las cajas -10 y -35 conservadas (Gruissem
y Zurawski, 1985). En C. reinhardtii, sin embargo, es similar al promotor bacteriano
o 70 pero sélo estd constituido por una caja TATA extendida (TATAATAT),
localizada en torno a la posicion -10 (figura 1.2) (Klein et al., 1994). Ademds
presenta un elemento intensificador, delimitado entre Ias posiciones +108 y +143,
que aumenta la tasa de transcripcion de este gen al menos 10 veces (Klein et
al., 1994; Singh et al., 2001; Anthonisen et al., 2002). Otros estudios también
apoyan la presencia de este intensificador de la transcripcion in vivo (Kasai et
al., 2003).

TCTATGCTCGAGTGATAAGACAAGTACATAAATTTGCTAGTTTACATTATTTTTTATTTCTAAAT

inicio transcripcion

ATATAATATATTTAAATGTATTTAARATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTTCCGGACAGATTATT

inicio fraduccion
TAGGATCGTCAARAGAAGTTACATTTATTTATATAA ATG GTT CCA CAA ACA IGARTACT
secuencia intensificadora de la transcripeién

ARRIGCA'GETIGCTGEGAYTTEANA GCC GGTGTA AAA GAC TAC CGT TTA ACA TAC TAC

Figura 1.2. Promotor de rbcL en el cloroplasto de C. reinhardtii.

En el cloroplasto de tabaco el promotor bdsico de rbclL es suficiente para
transcribir el gen a su mdxima tasa de transcripcion, sugiriendo que la funcién
intensificadora de la regién codificante de rbcL debe de ser exclusiva de
C. reinhardtii (Eibl et al., 1999).

Se ha descrito un mutante de C. reinhardtii (76-5EN), no fotosintético, que no
presenta la holoenzima Rubisco debido a una deficiencia en el mRNA de rbcL.
Esta mutacién nuclear no causa efectos fotosintéticos pleiotrépicos y afecta,
Unicamente, a la expresién de la subunidad grande de la Rubisco. La subunidad
pequena parece sintetizarse casi a la tasa normal aunque como consecuencia

de la ausencia de la subunidad grande se degrada. En el mutante 76-5EN la
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cantidad de transcrito de rbclL es menor que en la cepa silvestre. Este mutante
parece tener alterada la tasa de transcripcién de este transcrito especifico, sin
que presenten afectada su estabilidad (Hong y Spreitzer, 1998). Sin embargo, no
es habitual encontrar mutantes nucleares que tengan afectada la expresidén de
un transcrito cloropldstico en concreto, ya que la maquinaria de transcripcion
cloropldstica estd codificada principalmente en el orgdnulo y ese tipo de
mutaciones afectarian a la transcripcién de todos los genes.

Con objeto de definir el promotor de rbcL en C. reinhardtii se llevaron a
cabo deleciones seriadas de la regidn 5° del gen rbcl desde la posicién -70 a
+292. Una tanda de deleciones en sentido 5° & 3" permitié delimitar el extremo
5" del promotor como la caja -10 extendida. Mediante el conjunto de
deleciones 3’257, se observé una pérdida de transcripcidn del gen quimérico
en todos aquellos transformantes que no albergaban los primeros 63 nucledtidos
de la regién no traducible (Klein et al., 1994). Esto sugeria que el promotor de
rbcl queda delimitado entre las posiciones -18 y +63. Por tanto, el promotor
podria estar constituido por el promotor bdsico en torno a -10 y un elemento del
promotor en la regién 5°UTR. Estudios posteriores similares, basados en
deleciones y en la determinacién de la abundancia del transcrito y medidas de
la velocidad de transcripcion in vivo, permitieron acotar la regién necesaria por
el extremo 3" hasta la posicidon +36 (Salvador et al., 2004).

La ausencia de franscripcion de los genes reporteros portadores de estas
deleciones hasta +36 apunta la idea de la existencia de un elemento del
promotor, ubicado entre +1 y +36 de la 5°UTR. La presencia de un elemento del
promotor después del inicio de la transcripcidn de rbcl representaria un nuevo

tipo de promotor no descrito hasta el momento en C. reinhardtii.
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Resultados.

Con el fin de delimitar la existencia de un elemento del promotor en la
regiéon 5°UTR de rbcl se llevaron a cabo 4 modificaciones secuenciales de esta
region. En cada una de éstas se mutd un bloque de 9 pares de bases, barriendo
la secuencia de la 5'UTR desde +1 hasta +36. Asi pues, los cambios secuenciales
llevados a cabo fueron desde +1>+9 (construccién 1), +10>+18 (construccidn
2), +19>+27 (construccién 3) y +28->+36 (construccion 4) (figura 1.3.A).

Se analizé mediante Northern blot la abundancia de mensajeros quiméricos
de estas construcciones comprobando que sdélo las células con la construccidn
3 presentan cantidades de transcrito detectables (figura 1.3.B). Se comprobd si
la ausencia de transcritos quiméricos en los transformantes 1, 2 y 4 es debida a
un efecto sobre la transcripcion, determinando la velocidad de transcripcion in
vivo de dos de los franscritos que no se acumulan (1 y 2). En la figura 1.3.C se
puede observar que ambos genes se transcriben. Aunque la tasa de
franscripcién es menor que la del gen enddgeno rbcL (40% y 37%
respectivamente) es del orden de la observada para el gen enddgeno atpB,
por lo que deberia ser suficiente para detectar los transcritos (figura 1.3.C). Por lo
tanto, los resultados parecen indicar que estas modificaciones afectan a la
estabilidad de los transcritos y que una menor estabilidad es la causa de que los
franscritos no se acumulen.

Se realizaron dos tipos de aproximaciones distintas con objeto de corroborar
el resultado obtenido. Ambas ahondan en que la ausencia de transcritos con
modificaciones en la 5°UTR no se debe a un efecto sobre el promotor sino sobre
la estabilidad de los franscritos. Para ello, en primer lugar, se aumentd la
distancia entre el elemento del promotor bdsico (caja -10) y el hipotético
elemento localizado en la 5°UTR ya que estudios en E. coli han comprobado que
es esencial para la tasa de transcripcion mantener la distancia entre la caja -10
y la caja -35, y sélo con aumentar esta distancia en 2 pares de bases la
transcripciéon decae en un 85% (Mandecki y Reznikoff, 1982; Stefano y Gralla,
1982). Se infrodujeron 2 secuencias espaciadoras, de 3 y 5 nucledtidos
respectivamente, creando dos nuevos transformantes de C. reinhardtii

(construcciones 5y 6) (figura 1.4.A).
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A)
+1 +10 +20 +30 +40
c 5  ARAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC... 37
1 5 ' CUGCAUGCGUAAARUUUUUCAACAAUUUUUARAUUAUAUUUCCGGAC... 37
2 5 AAAUGUAUUAGUGCAUGCUCAACARAUUUUUAAAUUAURAUUUCCGGAC.., 37
3 5 AAAUGUAUUUAARAUUUUAGUGCAUGCUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.., 37
4 5  AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUAGUGCAUGCUAUUUCCGGAC... 3~
B)
1 2 3 4 C
2 B
b B B s B RNA
1 2
C) 15 307 15" 30
p— o— atpB =3 afpB 1 2
GUS il atpB | 0.40 [ 0.34
- - i - - vidA | 0.40 | 0.37
- - 'bcl rbel | 1.00 | 1.00
pucis " pucis

Figura 1.3. Funcion de la 5"UTR en la transcripcion del gen rbclL A) Secuencia del exiremo
5" del mRNA de rbcL de C. reinhardtii y de las modificaciones 1, 2, 3 y 4 de la 5'UTR de
rbcL. En rojo los nucledtidos modificados. Los nucledtidos resaltados en azul indican el
elemento de estabilidad descrito en Anthonisen et al., 2001. B) Abundancia de los
transcritos quiméricos modificados y del control. En cada carrera se cargaron 4 ug de RNA
fotal. La sonda ufilizada corresponde al gen uidA marcada con P32, La banda inferior
corresponde al RNA ribosémico mayor en el gel, como confrol de carga. El control
presenta una construccién quimérica con la 5°UTR silvestre del gen rbcl desde -70 hasta
+157 (promotor rbcl -5°UTR rbcl - 66 pares de bases de la regidén codificante) fusionado a
la regidn codificante de GUS. C) Velocidades de transcripcidén de los genes quiméricos
con las modificaciones 1 y 2. Normalizacién de la tasa de transcripcidon con el gen
enddgeno rbcl y teniendo en cuenta la longitud de los transcritos.

En el Northern blot se puede observar la acumulacién de transcritos de 5
pero no los transcritos derivados de la construccion 6 (figura 1.4). A pesar de que
la cantidad de transcritos portadores de la modificacién 6 no se detecta en el
Northern, la medida de la velocidad de transcripcién in vivo indica que, en las

condiciones estudiadas, este gen se estd franscribiendo (figura 1.4.C).
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A)
+1 +10 +20 +30 +40
c 5 AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUARAUUAUAUUUCCGGAC.. 37
5 5’ GCCARAUGUAUUUAAARAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.. 3°
6 5  GCGCCGAAAUGUAUUUAAARAUUUUUCAACAAUUUUUARAUUAUAUUUCCGGAC... 37
B) c 5 6
S B B 'RNA
C)
6
3 100 20°
10 - 20 w. & apB 5 lig
- atpB & GUS atpB | 0.35 | 0.29
_ - GUS - - rbel uidA | 0.44 | 0.31
v rbecl | 1.00 | 1.00
- rbcl .. pucts
puC18

Figura 1.4. Efecto del aumento de la distancia entre el promotor basico y el hipotético
elemento del promotor. A) Secuencias modificadas de la 5°UTR (5 y 6) en las que se ha
aumentado la distancia entre la caja — 10 y el inicio de la transcripcién de la secuencia
silvestre con 5y 3 pares de bases, respectivamente. B) Northern blot de las modificaciones
5y 6. C) Velocidades de transcripcion in vivo de 5y 6. Mds detalles figura 1.3.

La transcripcion de estos mensajeros quiméricos no se ve anulada, a pesar
del aumento de distancia entre la caja -10 y el inicio de la transcripcién en la
secuencia silvestre y aunque la tasa a la que se transcriben se ve disminuida
debe de ser suficiente para ser detectados, ya que es incluso mayor que la del
gen enddgeno atpB (figura 1.4.C). Estos resultados apoyan de nuevo que es un
cambio en la estabilidad de los franscritos quiméricos, y no la falta de
transcripcion, la razén por la que éstos no se acumulan.

Se ha resaltado el papel que, en general, presentan las estructuras
secundarias en el extremo 5° de los mensajeros procariotas y cloropldsticos en la

estabilidad de sus mRNAs (Higgs et al., 1999; Zou et al., 2003). Ademds, en el
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caso particular de rbcl, se ha descrito un elemento de estabilidad, localizado
en la 5°UTR de rbcl, esencial para la estabilidad del mRNA de rbcL en
C. reinhardtii (Anthonisen et al., 2001). Por ello, la segunda aproximacion, para
confirmar los resultados previos, consiste en modificar parte de la secuencia de
la 5"UTR manteniendo todos los elementos importantes para la estabilidad de los
franscritos, con objeto de obtener franscritos que, alterando la secuencia del
posible elemento del promotor, no presentaran afectada su estabilidad. Para
ello, se realizaron 2 nuevas modificaciones. En la construccidén 7 se sustituyeron
todas la adeninas por guaninas, y viceversa, y todas las timinas por citosinas, y
viceversa, desde las posiciones +6 hasta +36 (figural.5.A). Las 5 primeras pares
de bases no se modificaron para mantener la secuencia y conformacion del
elemento de estabilidad. Los transformantes cloropldsticos portadores del
transgen 7 presentan la misma estructura secundaria que la 5°UTR silvestre pero
su secuencia es completamente distinta (figura 1.5.B).

En estos transformantes la abundancia del mensajero del gen quimérico es
facilmente detectable mediante un andlisis Northern blot, demostrando que el
transgen se franscribe y sugiriendo que no hay presente en esa regién ningin
elemento del promotor esencial para la sintesis de los mensajeros del gen rbcl:
GUS (figura 1.5.C).

La secuencia de mRNA del gen quimérico 7, a diferencia de su homdlogo
siivestre, presenta un mayor contenido en G y C. Esto podria alargar la vida
media de los transcritos por un aumento de la estabilidad de la estructura
secundaria. En ese caso podrian detectarse los transcritos por Northern blot
aungue presentaran una tasa de transcripcion severamente afectada. Para
descartar este efecto se realizé otro transformante con otra modificacion en la
5'UTR. En la construccidon 8 también se ha cambiado completamente la
secuencia comprendida entre +5 y +37 al invertir esta secuencia del gen
silvestre (figura 1.5.A y B). De este modo la secuencia cambia pero el nUmero de
puentes de hidrégeno presentes en la estructura secundaria de los transcritos de
rbcL permanece inalterado. Los franscritos quiméricos expresados in vivo por
estos transformantes también se acumulan normalmente y son fdciimente

detectables por Northern blot (figura 1.5.C).
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A)
+1 +10 +20 +30 +40
c 5 AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC...3 *
7 5° ARAUGCGCCCGGGGCCCCCUGGUGGCCCCCGGGCCGUAUUUCCGGAC.. 3 °
8 5" AAAUUATTAAAUUUUUAACAACUUUUUARAAUUUAUGAUUUCCGGAC...3”
B) cuc ac
C AU
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cA cG AU
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Figura 1.5. Efecto sobre la abundancia de transcritos debido a modificaciones de parte de
la secuencia de la 5"UTR. A) Secuencia del extremo 5~ del mRNA de rbclL de C. reinhardtii y
de las modificaciones de la secuencia comprendidas entre +6 y +36, 7 y 8. B) Esfructuras
secundarias de la 5'UTR con las modificaciones descritas en A. C) Abundancia de
transcritos quiméricos modificados y del control. Para mds detalles figura 1.1.

Todos los resultados obtenidos con todas las modificaciones descritas (figuras
1.3, 1.4y 1.5) indican que no debe de existir ningun elemento del promotor en la
region 5°UTR de rbclL. Lo que a primera vista podria parecer ausencia de
franscripciéon es en redlidad falta de estabilidad de los transcritos. Se ha
comprobado que los mensajeros quiméricos se transcriben pero algunos de ellos
no alcanzan cantfidades detectables, lo que indica que presentan un defecto

importante en su estabilidad.
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Discusion.

El promotor completo de rbcL, el promotor bdsico con la secuencia
intensificadora que reside en el principio de la regién codificante del propio
gen, es uno de los promotores que mds activamente tfranscribe mensajeros de
proteinas en el genoma cloropldstico de C. reinhardtii. Los resultados aqui
presentados acaban de caracterizar y definir la estructura bdsica del promotor
de rbcL en C. reinhardtii. Esta caracterizacion es esencial para la manipulacion
agrondmica, tanto para la expresidon de la propia enzima Rubisco como para el
empleo de este promotor fuerte en la expresién de proteinas heterdlogas.

La abundancia de un franscrito depende del balance entre sus tasas de
sintesis y de degradacién. La velocidad de transcripcién de los genes quiméricos
analizados, aun viéndose mermada, es mayor o igual a la de un gen enddgeno,
atpB, lo que indica que deberia de ser suficiente para que los transcritos se
acumulen en canfidades detectables mediante Northern blot. La vida media de
los transcritos heterdlogos, constituidos por la regién 5° no traducible de rbcL y la
pauta abierta de lectura del gen uidA, es de 5 horas en oscuridad y alrededor
de 20 minutos en condiciones luminicas (Salvador et al., 1993b). Por lo tanto, si
los mMRNAs quiméricos aqui estudiados se tfranscriben pero no se detectan
mediante Northern blot es porque tienen afectada su estabilidad.

El ensayo para medir la velocidad de transcripcidén in vivo mide la
incorporacién de fosfato inorgdnico marcado con 32P a los mRNAs tras 10 y 20
minutos de incubacién con el radioisétopo. Si la vida media de un transcrito
qguimérico en concreto es inferior a 10 minutos, el ensayo de velocidad de
transcripcién in vivo indicard que no hay transcripcién, aun cuando los
transcritos se sinteticen a la velocidad normal. El problema es que éstos no se
acumulardn a una tasa compatible con el tipo de andlisis llevado a cabo. Los
transcritos con la 5°UTR de rbcL modificada deben presentar una vida media
inferior a 10 minutos, es decir, se degradan 50 veces mds rdpido que un
transcrito con la 5°UTR silvestre (Salvador et al., 2004).

Por ofra parte, una serie de evidencias apuntan a la importancia de la
distancia entre los elementos del promotor, entre la caja -35 y la secuencia -10.
El aumento en dos pares de bases de esta distancia es causa suficiente para

afectar notablemente la transcripciéon de un promotor tipo ¢ 70 en E. coli
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(Aoyama et al., 1983). Sin embargo, en los transcritos obfenidos de las
construcciones 5 y 6 no se anuld la transcripcidn de los mismos aungue se
aumente la distancia enfre la caja -10 y el putativo elemento del promotor
localizado después de +1 en 3y 5 pares de bases, respectivamente. Esto parece
indicar que la tfranscripcién de los mismos no requiere el reconocimiento por
parte de la enzima de los dos elementos, la caja -10 y el posible elemento del
promotor en la 5°UTR. Asimismo, el hecho de adicionar pares de bases entre
estos dos elementos cis de reconocimiento cambia también la secuencia del
principio de este putativo promotor sin anular el proceso de franscripcion.

Los datos obtenidos sugieren que en esta region (desde +1 hasta +36) no se
localiza ningun elemento del promotor ya que ni su secuencia ni la distancia
entre el promotor bdsico y el putativo elemento del promotor es esencial para
que la transcripcién tenga lugar. Por tanto, lo que a primera vista podria parecer
una falta de transcripcion de los MRNAs es, en realidad, una falta de estabilidad
de los mismos. Estos transcritos son tan poco estables que no es posible observar
su acumulacién en el tiempo empleado para medir la velocidad de
transcripcién in vivo en estos transformantes (Salvador et al., 2004). Esta idea se
ve reforzada por el hecho de que franscritos con modificaciones de la 5°UTR
que mantienen inalterados los elementos necesarios para su estabilidad no ven
afectada su abundancia.

Podria ser que la ausencia de transcripcién detectada en otfros casos, como
por ejemplo en el mutante 76-5EN (Hong y Spreitzer, 1998), se debiera al
resulfado de medir la velocidad de transcripcidn de unos transcritos muy
inestables. Existe un gran nuUmero de estudios en los que se concluye que la
ausencia de transcritos es debida a la falta de franscripcidn. Puede que en
algunos de éstos la ausencia de transcrito sea en realidad debida a la forma
empleada para medir la velocidad de transcripciéon. Como en los casos aqui
presentados, si un transcrito es muy inestable, en el pulso de 10 minutos de
sintesis radiactiva de RNA podria no verse la misma acumulacién de transcrito
que en las células silvestres. En el caso del mutante de rbcl 76-5EN, mediante
cruces genéticos se determind que la mutacién afectaba a un gen nuclear.
Podria tratarse de una proteina nuclear que se una al transcrito y medie su
estabilidad, protegiéndolo del ataque de las ribonucleasas. La abundancia de

transcritos observados en ese estudio podria deberse a un efecto sobre la vida
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media de estos franscritos en ausencia de esta proteccién mds que al resultado
de una transcripcién parcial. Este frabajo resalta la importancia de contemplar
la estabilidad de los transcritos de interés a la hora de determinar la velocidad
de transcripcion, sobre todo cuando se sospeche que los franscritos objeto de
estudio puedan presentar afectada su estabilidad.

La secuencia analizada parece importante en el control de la estabilidad
y asi modula la expresion génica. A la vista de los resultados, la aparente falta
de transcripcién de un gen dado podria ser equivoca y asignar, en algin caso,
un posible control transcripcional de la expresidon génica cuando, en realidad,
se trataria de un control postranscripcional mediado por la estabilidad del

mensajero.
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CAPITULO 2

Determinantes estructurales de la estabilidad en la 5"UTR del
MRNA de rbcL en el cloroplasto de Chlamydomonas

reinhardtii.
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Introduccion.

1. Estabilidad de los mRNAs en la regulaciéon de la expresiéon génica.

El crecimiento y desarrollo normal de un organismo depende de la correcta
expresion y regulacién de una gran cantidad de genes y de la habilidad para
ajustar esta expresion a las condiciones cambiantes del medio. Entre los
mecanismos moleculares que modulan la expresion génica cabe destacar la
estabilidad de los mMRNAs como un modo de control predominante en respuesta
a estimulos, tanto intra como exiracelulares. Tradicionalmente se ha
contemplado que la regulaciéon de la expresion génica en el citoplasma de una
célula eucariota depende, principalmente, de procesos transcripcionales pero,
en la actualidad, cada vez hay mds estudios que senalan la importancia de la
estabilidad de los mRNAs como un punto de control fundamental en la
regulacién de la expresion génica. La estabilidad de los mRNAs afecta a la
expresidén génica de todos los organismos y la cantidad de un mRNA particular
se puede modular modificando su vida media, sin afectar a su tasa de
franscripcién. Los procesos que determinan la vida media de los mRNAs
afectan, por tanto, a la diferenciacion y crecimiento celular y a la respuesta de
las células a su entorno.

La gran variacién en la vida media de los mRNAs, tanto de eucariotas como
de procariotas, es la primera evidencia de que la velocidad de degradacién de
los mensajeros también controla la expresidon génica. Otro aspecto que también
apoya su importancia es el hecho de que la estabilidad de muchos franscritos
cambia en respuesta a distintas variables, como nutrientes, infecciones virales,
cambios de temperatura y humedad, distintas etapas del ciclo celular o del
desarrollo, expresidon de toxinas...(Wang et al., 2002). Recientes estudios de la
expresion génica a nivel global, basados en andlisis de microarrays, han
revelado que el 40-50% de los cambios de expresidn génica en respuesta a
senales celulares ocurre a nivel de estabilidad de los mRNAs (Garneau et al.,
2007). Estas aproximaciones parecen indicar que los mensajeros que codifican
proteinas implicadas en los mismos procesos fisioldgicos o que forman parte de
un mismo complejo multiproteico presentan vidas medias similares y que
proteinas con funciones reguladoras presentan mensajeros con un recambio

mucho mds rdpido que proteinas del metabolismo (Wang et al., 2002).
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El control de la estabilidad de los MRNAs puede ejercerse a distintfos niveles.
Existe un control basal centrado en la maquinaria de degradacién general de
todos los RNAs que se encarga del recambio normal en la célula. Superimpuesto
a este control existe otro mds preciso, que determina la longevidad especifica
de cada mRNA, basado en un control especifico de secuencia. Existe un tercer
nivel de regulacién, para aquellos transcritos que responden a estimulos y cuyas
vidas medias presentan una gran variacién, que determina el ajuste fino de la
expresion génica (Gutierrez et al., 1999). La vida media de un mRNA concreto es
el resultado de la actividad de esta compleja red de mecanismos moleculares y
de la adecuacién de la célula a las condiciones del medio.

Hay descritas pocas RNasas y éstas presentan poca o ninguna especificidad
por secuencias concretas por lo que la estabiidad de los mensajeros
dependerd de la propia molécula de RNA. Puesto que no existe homologia de
secuencias entre las regiones en las que actian las RNasas, las estructuras
secundarias deben de jugar un papel esencial en el reconocimiento y en la
actividad de estas enzimas. Distintas proteinas de unidn a RNA (RBP)
reconocerdn elementos de secuencia especificos. Como respuesta a distintas
sefales celulares se producirdn remodelaciones en los complejos de
ribonucleoproteinas (RNP) lo que modificard la vida media de los mensajeros de
manera especifica pudiendo afectar a grupos de genes fisioldgicamente
relacionados. El estudio de la estabilidad de los mRNAs se ha iniciado con la
buUsqueda de aquellos elementos cis que hacen a algunos transcritos mds

sensibles que ofros a la maquinaria de degradacién.
2. Determinantes de la estabilidad de los mRNAs de plantas.

El control de la estabilidad de los mRNAs probablemente contribuye a la
expresion de muchos genes en plantas ya que juega un papel fundamental
cuando se requieren respuestas rdpidas. La tasa de degradacién de los distintos
MRNAs en plantas superiores puede variar dentro de un amplio rango y se
modula en respuesta a gran cantidad de estimulos, tanto externos como
internos. Los transcritos eucariotas son relativamente estables y parece que la
estabilidad, mds que la inestabilidad, es el estado bdsico de los mensajeros. En
general los mRNAs presentan vidas medias de horas, aungque existen algunos

fipos de mRNA que presentan vidas medias mucho mayores o menores. A

-38-



Introduccion 2

menudo, los transcritos mds inestables son aquellos que codifican proteinas cuya
expresion debe ser finamente regulada. Los estudios sobre estabilidad se han
centrado en franscritos especialmente inestables, con vidas medias de menos
de 60 minutos, como el mRNA del fitocromo bs/f y los franscritos de los genes
SAUR (Abler y Green, 1996). La estabilidad de un mRNA particular determina, en
gran medida, su abundancia en la célula afectando directamente a la tasa de
induccién o represiéon de su transcripcion. Comprender cémo se controla la
abundancia de los mRNAs es esencial para optimizar la acumulacion de un
transgen en plantas con aplicaciones biotecnoldgicas (Gutierrez et al., 1999).
Los mRNAs eucariofas presentan sus extremos protegidos confra Ila
degradacién por exonucleasas. El extremo 5° contiene el primer ribonucledtido
modificado (M7GpppN) y en el extremo 3" una cola poliA. Ademds, ambos
extremos se asocian con proteinas que conftribuyen a esta proteccién (Meyer et
al., 2004). Aunque cada mensajero en concrefo presenta una vida media
especifica se podria decir que, en general, aquellos mensajeros que mantienen
las protecciones de sus extremos presentan una mayor estabilidad.
Normalmente, los mMRNAs mds inestables presentan elementos de secuencia
localizados, principalmente, en la regién 3'UTR y, menos frecuentemente, en la
5°UTR o incluso en la regién codificante (Chen y Shyu, 1995); (Guhaniyogi vy
Brewer, 2001). Entre los elementos de secuencia (elementos cis) mds
ampliamente estudiados destacan los elementos ricos en AU (AREs),
determinantes comunes de la estabiidad en células de mamifero. Son
secuencias de 50-150 nucledtidos ricas en adeninas y uridinas, siempre
localizadas en regiones 3'UTR de mRNAs de vidas medias cortas, como los que
en mamiferos codifican proteinas como ciclinas, citoquinas, factores de
crecimiento y proto-oncogenes. En general, su capacidad para fomentar la
degradacién de los mRNAs reside en el reclutamiento de la maquinaria de
degradacién por desadenilacion del mRNA, ya sea por su unién directa al
exosoma o mediada por ofros factores proteicos. Estudios recientes senalan que
algunas proteinas de unidn a AREs promueven la estabilizacion del mensajero en
lugar de su degradacion y que la degradacion mediada por AREs también
puede tener lugar en sentido 523" (Eulalio et al., 2007). Se ha testado la
capacidad de los elementos ARES como determinantes de inestabilidad en

plantas, con genes quiméricos en tabaco y funcionan como en mamiferos. En el
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mensajero de una proteina de pared celular rica en prolinas (PvPRP1) se ha
definido una secuencia de 27 ribonucledtidos, rica en U, localizada en la 3"UTR.
Este mensajero regula su estabilidad ante la presencia de un elicitor de origen
fungico (Zhang y Mehdy, 1994). La regién 3'UTR del mensajero a-Amy3 también
contiene elementos ricos en AU que inducen inestabilidad en el mensajero en
presencia de glucidos (Chany Yu, 1998).

La cola poliA y la modificacién de cabecera son las dianas para el inicio de
las distintas vias de degradacién del mRNA pero ademds, a través de la unién
de distintas proteinas, ambas regiones participan en la traduccion, lo que
posibilita que ambos procesos se encuentren interrelacionados. Distintos
experimentos en levadura apoyan que existe una competicion entre la
desadenilacion y el inicio de la traduccidn y que secuencias AREs median tanto
la desestabilizacién como la traduccién de los mRNAs a través del
reconocimiento por distintas proteinas (Meyer et al., 2004; Zhang et al., 2002).

En plantas se ha descrito otro elemento de secuencia que, como las
secuencias ARES, se locdadlizan en la regidon 3" no traducible y confiere
inestabilidad a los mensajeros que lo contienen. Son los elementos DST,
presentes en RNAs pequenos inducidos por auxinas (small auxin up RNA, SAUR),
que son de los franscritos mds inestables de plantas, presentando vidas medias
del orden de 10-50 minutos y que parecen ser exclusivos de plantas (McClure et
al., 1989). Estos elementos consisten en aproximadamente 45 ribonucledtidos
con 3 dominios altamente conservados, separados por dos regiones variables,
en dos de los cuales existen ribonucledtidos esenciales para su efecto
desestabilizante (Sullivan y Green, 1996). Se han obtenido mutantes de
A. thaliana que presentan alteraciones en la abundancia de mRNAs con DST.
Mediante aproximaciones gendmicas se ha determinado que presentan
afectada la via de degradacion de estos mMRNAs (Johnson et al., 2000).

En plantas superiores se ha descrito, en algunas regiones 5°UTR de
mensajeros nucleares, un elemento cis capaz de regular su estabilidad por la luz.
Se requieren de 3 a 11 repeticiones de la secuencia CAUU cerca del extremo 5°
de la 5°UTR para que estos mRNAs respondan acumuldndose en la luz. Uno de
estos mensajeros es el del gen Fed-1 (FERREDOXINA-1). En plantas de tabaco
fransgénicas, en condiciones de oscuridad, se induce rdpidamente una

disminucién de la estabilidad y de la fraduccidén de cualguier mensajero
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quimérico portador de la regién 5°UTR de Fed-1. La presencia de este elemento
incrementa 2.5 veces la acumulacién del transcrito quimérico en condiciones
luminicas (Bhat et al., 2004). Ademds, de forma independiente, la luz incrementa
la asociacion del mensajero con los polirribosomas, lo cual estabiliza y asegura
la traduccion del mismo (Dickey et al., 1998).

La presencia de codones sin sentido o codones de parada prematuros en
los mMRNAs de eucariotas actia como elementos cis que activan un control de
calidad que asegura la expresion de mRNAs con la secuencia codificante

completa y correcta (Baker y Parker, 2004).
2.1 Regulacion de la estabilidad de los mRNAs de plantas.

En plantas se ha descrito un confrol diferencial de la estabilidad de los
transcritos como respuesta a distintas senales externas, como la luz. La inducciéon
de la estabilidad del mRNA de Fed-1 por la luz consiste en un aumento de la
estabilidad de los franscritos al pasar de condiciones de oscuridad a
condiciones de luz. En el caso del gen a-Amy3 la represion de su expresion
génica estd mediada por variaciones de la vida media de su transcrito,
pasando de 6 a 1.5 horas al aumentar la concentracidon de sacarosa en el
medio.

Los cambios de estabilidad de los mRNAs también afectan a la respuesta
general de la planta a distintas condiciones de estrés. Un mecanismo de
defensa de la planta frente al ataque por patdégenos, entre otros, consiste en la
produccién de especies reactivas de oxigeno y otros cambios redox. Un
ejemplo bien descrito de esta defensa es la modulacién de la estabilidad del
mMRNA de PvPRP1, que codifica una proteina rica en prolinas de la pared celular.
Cuando las células son expuestas in vitro a un elicitor fungico, la proteina PRP-BP
se reduce y es capaz de unirse a la 3'UTR del mRNA disminuyendo asi su vida
media de 60 horas a 18 horas (Zhang y Mehdy, 1994).

Otros tipos de estrés abidticos como el frio, el calor o la salinidad, también
parecen ser factores que modulan la estabilidad de los mensajeros de genes
implicados. Los transcritos de a-amilasas ven afectada su vida media en funcién
del calor (Brodl y Ho, 1991) o, en suspensiones celulares de arroz, en funcion de
los niveles de sacarosa (Sheu et al., 1996). Las hormonas juegan un papel

fundamental en la regulacién del desarrollo y de la fisiologia de la planta.
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Existen distintos ejemplos en los cuales la base molecular de la accién de la
hormona regula la estabilidad de algunos mensajeros. Las citoquininas, el efileno
y el ABA, pueden regular la abundancia de mensajeros especificos en distintas
especies (Downes y Crowell, 1998; Gutierrez et al., 1999). Finalmente, senalar que
en A. thaliana el control de la estabilidad de los mMRNAs es un factor importante
en la expresién por ritmos circadianos de algunos genes concretos (Lidder et al.,
2005).

3. Determinantes de la estabilidad de los mRNAs procariotas.

Los mRNAs de procariotas, comparados con los de eucariotas, presentan
vidas medias mds cortas, del orden de minutos (entre 30 segundos y 20 minutos)
lo que les permite ajustar con celeridad sus patrones de expresidn génica a las
condiciones externas continuamente cambiantes. Estudios previos, en E. coli y
Bacillus subtilis, han identificado en las regiones 5°'UTR de los mensajeros dos
dominios responsables de su estabilizacién. Uno es la presencia de una
estructura secundaria en el extremo 5°, cuyas caracteristicas de secuencia no
son relevantes, siempre y cuando formen una horquilla. El otro es el sitio de unidn
del ribosoma; el alto grado de ocupacién del ribosoma de parte de la regién
5°UTR contribuye a estabilizar el mensajero al impedir su degradacién (Arnold et
al., 1998; Hambraeus et al., 2002). En bacterias, la vida media de los mRNAs
parecen estar fuertemente determinada por las caracteristicas de las regiones
5°UTR de los transcritos (Hambraeus et al., 2002). En estos organismos no se han
descrito secuencias especificas en la propia molécula del mensajero que
contribuyan a controlar su vida media.

La estabilidad de los MRNAs parece ser dependiente de la accesibilidad de
su extremo 5" que supone el anclagje inicial de la maquinaria endonucleolitica
(Mackie, 1998). La presencia de una horquilla en el extremo 5° de un mMRNA es
una constante relacionada con la estabiidad de muchos mensajeros de
procariotas y del cloroplasto. En bacterias, es la presencia de esta esfructura, y
no su secuencia, la que influye en la estabilidad de los mensajeros. Un mensajero
extremadamente Idbil puede aumentar su estabilidad sélo con la presencia de
una estructura secundaria en su extremo 5° (Zou et al., 2003; Emory et al., 1992).

Las estructuras secundarias localizadas en la regién 3'UTR de los mensajeros

procariotas actian como terminadores intrinsecos de la transcripcion y, ademds
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suponen una barrera fisica para la actividad exonucleolitica. Sin embargo, esta

regién no tiene un papel primordial en el inicio de la degradacién.
4. Determinantes de la estabilidad de los mRNAs del cloroplasto.

En la actualidad se acepta que la estabilidad de los mRNAs en el
cloroplasto estd determinada por elementos cis que residen en la cadena del
RNA vy por proteinas trans especificas de origen nuclear. Esta interaccion
protege a la molécula de ataques ribonucleoliticos. Mediante el andilisis de
mutantes nucleares y empleando técnicas de transformacién del cloroplasto se
han identificado tanto factores proteicos implicados en la estabilidad como sus
respectivas dianas en los propios mMRNAs (Nickelsen, 1998).

El primer paso para el estudio de los elementos cis implicados en la
estabilidad de los mensajeros en el cloroplasto fue la localizacién de éstos
dentro de los mRNAs. Para ello, se llevaron a cabo estudios con genes
quiméricos en los cuales se intercambiaron regiones 3°'UTR y 5°UTR de distintos
genes cloropldsticos. Las evidencias indican que, aunque en casi fodas las
regiones de los franscritos pueden localizarse elementos que afectan a la
estabilidad de los mRNAs, es la regidén 5°UTR la que rige la acumulacién de los
mensajeros y de la proteina en el orgdnulo (Blowers et al., 1993a; Nickelsen et al.,
1994; Higgs et al., 1999).

Los frabajos iniciales llevados a cabo con regiones 3'UTR de mRNAs del
cloroplasto en plantas superiores sugirieron que las secuencias en horquilla ahi
presentes, al confrario que en bacterias, no funcionan como terminadores de la
transcripcién. En C. reinhardtii se ha visto que deleciones de estas estructuras en
genes quiméricos de atpB y psaB conducen a una drdstica reduccion de la
abundancia de los transcritos indicando que estas secuencias son importantes
para la estabilidad de los mensajeros (Lee et al., 1996; Stern et al., 1991). El
conjunto de resultados obtenidos en esta alga, mediante genes quiméricos con
distintas regiones 3"UTR, muestran que sin esta region se producen pequenas
cantidades de transcritos y que su presencia es necesaria para la acumulacion
de los mMRNAs quiméricos, aunque no dictan su vida media (Blowers et al., 1993b;
Barnes et al., 2005). En este organismo parece que la funcién de la regién
invertida en 3" es impedir la degradacién exonucleolitica del transcrito vy

procesar correctamente su extremo 3" (Drager et al., 1996; Stern et al., 1991).
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En el cloroplasto de plantas superiores hay pocos frabajos que centfren el
papel de la regulacién de la estabilidad de los mensajeros en su regién 5°UTR,
debido a la dificultad de transformar genéticamente sus genomas. Debido a la
faciidad con la que se logra transformar por biolistica los genomas
cloroplésticos de C. reinhardtii, este organismo se convirti® en el organismo
modelo principal para estudios moleculares en este orgdnulo. El posterior
desarrollo de la transformacion por biolistica de cloroplastos ha permitido
ampliar estos estudios a plantas superiores. Por ejemplo, en tabaco, se ha
descrito un segmento de la 5°UTR de rbclL que contiene una estructura
secundaria cuyo papel estd relacionado con la estabilidad del transcrito en
oscuridad. Cabe destacar que esta estructura en horquilla de la 5°UTR, al igual
que toda la secuencia lider del mRNA, estdn altamente conservadas durante la
evolucion de las plantas superiores, sugiriendo una posible funcidn in vivo
(Manen et al., 1994; Shiina et al., 1998). En C. reinhardtii existen distinfos ejemplos
bien documentados de mensajeros de genes del cloroplasto en los que se han
identificado elementos de secuencia especificos localizados en la 5°UTR
implicados en la estabilidad de los mRNAs. Hasta la fecha, no se han descrito
motivos de secuencia comunes. En la tabla 2.1 se muestran distintfos elementos
cis descritos en mensajeros cloropldsticos de C. reinhardtii.

Por ejemplo, se han descrito dos elementos cis en la regidén 5 no traducible
de psbD, requeridos para la acumulaciéon de este mensajero. El primer elemento
estd localizado dentro de los primeros 12 nucledtidos de la regién lider y el
segundo se ha localizado en la posicién +43. La secuencia de este Ultimo
elemento presenta una alta complementariedad con la secuencia del extremo
3" del rRNA 16S, por lo que se ha sugerido que la unidn al ribosoma protegeria al
MRNA de la degradacion (Arnold et al., 1998; Nickelsen et al., 1999).

Todos los elementos descritos en C. reinhardtii, y otras secuencias mds largas
implicadas en la estabilidad de los mensajeros, como en la del mRNA rps7
(Fargo et al., 1999), se localizan en esfructuras secundarias. Esto parece indicar
que, tanto la secuencia como la estructura que éstas adquieren, podrian ser
dianas de reconocimiento para proteinas que, mediante su interaccion,

determinan la estabilidad de los transcritos.
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Secuencia elemento cis Posicion Referencia bibliografica
rbcL 5"AUUUUUCAACAAUU 37 +14-+27 (Singh et al., 2001)
rbcL 5"AUUUCCGGAC 3 +38-+47 (Anthonisen et al., 2001)
atpB 5" AUAAGCGUUAGU 37 +31-+41 (Anthonisen et al., 2001)
psbD(1) 5'CACAAUGAUUAA 37 +1-+12 (Nickelsen et al., 1999)
psbD(2) 5'UGAGUUG 3’ +43-+49 (Nickelsen et al., 1999)
petD1 5" UUAGCAAUG 3’ +2-49 (Higgs et al., 1999)

Tabla 2.1. Elementos cis de estabilidad descritos en regiones 5” no traducibles de distintos
mensajeros cloroplasticos en C. reinhardtii.

Estudios en C. reinhardti con distinfos mutantes nucleares ofrecen
evidencias adicionales acerca de la relevancia de la regién 5°UTR para la
estabilidad de los mRNAs cloropldsticos. Empleando genes quiméricos en el
fondo genético de distintos mutantes nucleares, se ha establecido la asociacién
entre proteinas nucleares y sus dianas localizadas en las regiones 5°UTR de
algunos mensajeros cloropldsticos. La proteina nuclear alterada no es capaz de
estabilizar el transcrito quimérico portador de la 5°'UTR de estudio, ya que no
puede interaccionar con esta regién, por lo que el transcrito quimérico es
inestable. Estas mutaciones nucleares afectan a la estabilidad de franscritos
cloropldsticos especificos, o a mds de un mensajero si derivan de un mismo
operdn génico. Este hecho constata que es en la regidén 5°UTR de los mensajeros
cloropldsticos donde residen los determinantes de su estabilidad. En la tabla 2.2
se describen algunos de estos mutantes y los mensajeros cloropldsticos que in
vivo presentan alterada su abundancia.

El mutante nac2-26 es deficiente en la proteina D2, que es la proteina de
unidén a la clorofila en el centro de reaccién del PSIl. Presenta afectada
especificamente la abundancia del mensajero de psbD, mientras que otros
mensajeros se acumulan en cantfidades normales en la célula (Kuchka et al.,
1989). Estudios con genes quiméricos portadores de la regidon lider de psbD
fusionada a un gen reportero revelaron que en la regién lider del franscrito
reside un elemento cis diana para la unién de la proteina NAC2 y otra proteina

de 47 kDa. La ausencia de NAC2 en las células mutantes hace que el franscrito
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enddgeno sea inestable. La unidn de esta proteina a la regién 5°UTR evita la

degradacién exonucleolitica del transcrito (Nickelsen et al., 1994).

Mutantes nucleares Transcrito afectado Referencia bibliografica

nac2-26 psbD (Kuchka et al., 1989)

F16 petD (Drager et al., 1998)

222Ey GE2.10 * Grupo génico psbB/T/H (Sieburth et al., 1991; Monod et al., 1992)
M®11 petA (Gumpel et al., 1995)

M®37 petA (Gumpel et al., 1995)

thm?24 atpB (Drapier et al., 1992)

nccl atpA (Drapier et al., 1992)

Tabla 2.2. Mutantes nucleares de C. reinhardtii que presentan afectada la estabilidad de
algiin mRNA cloroplastico. En la tabla se muestra mutantes de proteinas nucleares que
interaccionan especificamente con la regién 5°UTR del mensajero del cloroplasto cuya
estabilidad queda regulada por esta interaccién. * Puede que se trate de mutantes de
diferentes alelos de la misma proteina (Nickelsen, 1998).

Resultados similares se han encontrado para el mutante nuclear F16 que
falla en la acumulacion del franscrito del gen petD, por la falta de interaccién
de la proteina nuclear MCD1 con la 5°UTR de dicho mensajero (Drager et al.,
1998). La insercién de una secuencia de poliGs en la regién 5'UTR de petD
fusionada con un gen reportero permite la acumulacidn del transcrito quimérico
en el fondo genético del mutante. Puesto que los tramos de poliGs en el RNA
impiden el avance de las exonucleasas, estos datos aportan evidencias acerca
de la degradacién exonucleolitica 523" del mRNA de petD (Drager et al.,
199%9a). También se ha llevado a cabo el mismo experimento con la regién 5°UTR
de psbD en el fondo genético de nac2-26 (Nickelsen et al., 1999) y con la 5°UTR
de psbB en mbb1-222E. Estos datos sugieren que podria existir una exonucleasa
523" implicada en la degradacién de los mensajeros cloropldsticos (Vaistij et
al., 2000). En C. reinhardtii, los datos apuntan a un modelo general en el que

distintos factores de codificacién nuclear se unen de manera especifica a la
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region 5°UTR de los mRNAs cloropldsticos para protegerlos del ataque de las
ribonucleasas.

En el caso del mutante M®11, que presenta afectada la estabilidad del
MRNA de petA, no se conoce qué proteina nuclear tiene mutada pero se ha
conseguido complementar la mutacién con un fragmento de 18 kb de DNA
gendmico nuclear silvestre (Gumpel et al., 1995).

El hecho de gque los mutantes nucleares descritos en C. reinhardtii presenten
defectos en la estabilidad de mensajeros concretos contrasta con los efectos
mds generales que tienen estos mutantes nucleares en los cloroplastos de
plantas superiores. Se ha comprobado, ademds, que los elementos de
secuencia localizados en 5 de los transcritos que regulan la estabilidad en
plantas superiores (espinaca y trigo) no son capaces de desempenar la misma
funcion en el cloroplasto de C. reinhardtii. Todo esto sugiere que los mecanismos
implicados en la estabilidad del mRNA del cloroplasto son distintos en plantas
superiores y en C. reinhardtii (Nickelsen, 1999; Barkan y Goldschmidt-Clermont,
2000).

4.1 Regulacion de la estabilidad de los mMRNAs cloroplasticos.

La estabilidad de los mRNAs cloropldsticos en plantas superiores varia
durante el desarrollo (Klaff y Gruissem, 1991) y en respuesta a factores externos y
ritmos circadianos y lo hace a través de secuencias especificas de los mMRNAs
implicadas en su via de degradacién (Lidder et al., 2005). El bloqueo de la
cadena de transporte electrénico en C. reinhardti mediante distintos
compuestos oxidantes o reductores produce importantes variaciones de la
estabilidad de los transcritos cloropldsticos, sugiriendo que el transporte
electrénico no ciclico, via transportadores redox, es una sefal para la
maquinaria de degradacién del RNA (Salvador y Klein, 1999). La rdpida
aceleracién de la degradacién de los transcritos inducida por la luz apunta a
que es un proceso producido por la activacion o desactivacion de factores ya

existentes en el orgdnulo (Salvador et al., 1993).
5. Estabilidad del transcrito rbcL en Chlamydomonas reinhardtii.

Todos los genes cloropldsticos analizados, entre ellos rbcl, presentan su
mdxima tasa de transcripcién al inicio del periodo luminoso y ésta va

disminuyendo a lo largo de este periodo e inicia su recuperacién al final del
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periodo de oscuridad. In vivo, los transcritos del gen rbcL se acumulan a altas
concentraciones en el cloroplasto del alga. A lo largo de un fotoperiodo de 12
horas luz -12 horas oscuridad la abundancia del transcrito de rbcL es mds o
menos constante ya que en oscuridad un aumento de la estabilidad de los
mismos compensa el descenso de su tasa de franscripcion y, en condiciones
luminicas, el aumento de su tasa de transcripcion equilibra la inestabilidad de los
franscritos  (Salvador et al., 1993b). En tabaco también se observa este
fendmeno; la menor tasa de transcripcién del gen rbcL en oscuridad se ve
compensada con un aumento de la estabilidad de los mensajeros de forma
que se compensan la abundancia del mensajero en luz y en oscuridad (Eibl et
al., 1999). Los mensajeros enddgenos de rbcL en C. reinhardtii presentan una
vida media de alrededor de 20 horas en oscuridad y unas 5 horas en luz
(Salvador et al., 1993b).

Se ha medido la velocidad de transcripcién in vivo de un gen quimérico,
MU7 (5°UTR de rbcl : 5 pb de regién codificante de rbcL: gen uidA (GUS): 3"UTR
de psbA), y se ha comprobado que estos transformantes expresan y fraducen
el mensajero quimérico (Salvador et al., 1993a). Se observa que la transcripcién,
aumenta en un 35% al principio del periodo luminoso, igual que ocurre con el
gen enddgeno. Estos tfranscritos quiméricos presentan una vida media de 5
horas en oscuridad vy alrededor de 20 minutos en condiciones luminicas. A
diferencia del gen enddgeno, la cantidad de estos franscritos sufre un rdpido
descenso a los pocos minutos de que las células sean iluminadas. Puesto que se
ha medido la tasa de transcripcidon en ese punto del ciclo celular, se puede
afirmar que el acusado descenso de mensajeros se debe, exclusivamente, a
una disminucién de su estabilidad. La regidén 5°UTR presenta algun elemento
responsable de la inestabilidad de los transcritos por la luz (Salvador et al.,
19930).

Mediante construcciones quiméricas portadoras de distintos fragmentos del
extremo 5 de rbclL y el gen uidA se delimité la regidon minima de la 5°UTR de
rbcL, los primeros 63 nucledtidos, como la regidn esencial para que los transcritos
sean estables en oscuridad (Salvador et al., 1993a). Posteriormente, se identificd
una secuencia de nucledtidos esencial para la estabilidad de los transcritos
quiméricos de rbclL, localizada entre las posiciones +38 a +47 de la 5°UTR. El

cambio de un Unico nucledtido de este elemento reduce la vida media de los
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transcritos en mds del 95% (Anthonisen et al., 2001). Este elemento se extiende
formando parte de las bases de dos estructuras secundarias adyacentes (figura
2.1).

La regulacién por luz y oscuridad de la abundancia de los transcritos de rbcl
depende de cambios redox en la célula y se ha determinado que estd
acoplado al funcionamiento de la cadena de fransporte electrénico (Salvador
y Klein, 1999). Se ha postulado que deben de existir dos elementos de secuencia
en el extremo 5 del mMRNA de rbcl implicados en esta regulacién. El primero de
ellos se localiza al principio de la regién codificante (+297>+350) y estabiliza los
transcritos. El segundo de ellos, localizado en la 5°UTR (+14>+27), afecta
negativamente a la estabilidad de los franscritos y parece que, inferaccionando
entre si, median la regulaciéon redox de la estabilidad evitando el descenso de
la cantidad de mensaijero rbcl enddgeno en la luz (Singh et al., 2001).

Sélo se ha encontrado un mutante nuclear no fotosintético, 76-5EN, que
presenta alterada la transcripcién de rbcl y acumula cantidades reducidas de
su mensajero. Experimentos de pulso y caza in vivo senalan que es un mutante
con un defecto en la transcripcion (Hong y Spreitzer, 1994) aunque su fenotipo
también podria ser debido a un efecto en la estabilidad de los transcritos.

El principio de la regién codificante de rbclL, los primeros 157 nucledtidos,
contienen un intensificador de la tfranscripcion del gen alrededor de la zona
+126 (Anthonisen et al., 2002). Por ello, todos los genes quiméricos aqui
analizados estén gobernados por los primeros 157 nucledtidos del gen rbclL,
incluyendo asi este intensificador de la transcripcion y toda la regién 5°'UTR que
gobierna la estabilidad de los transcritos. Los franscritos portadores de esta
region minima presentan cantidades lo suficientemente grandes como para ser
detectadas en oscuridad y al principio del periodo luminoso. De la construccion
quimérica +157 (regidon 5°UTR de rbcL hasta +157: gen uidA (GUS): 3'UTR de
psaB) (figura 2.1) derivan todas las modificaciones analizadas en este estudio. La
cantidad de transcrito +157 representard el control con el que comparar la
estabilidad de los transcritos quiméricos portadores de las modificaciones

infroducidas en la 5°UTR de rbclL.
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Figura 2.1. Gen quimérico control. A) Secuencia del gen quimérico +157 [157 nucledtidos
de 5 del gen rbcL: gen uidA: 3'UTR psaB] insertado en el genoma cloropldstico de C.
reinhardtii. La region 5 del gen rbcL usada en todas las construcciones se extiende
desde la posicidon -70 a la posicion +157, relativas al sitio +1 de la transcripcion. Esta
secuencia incluye el promotor del gen rbcL (-70>+1), la 5°UTR (+1->+90) y una porciéon de
la regién codificante del gen (67 nt) que contiene una secuencia intensificadora de la
transcripcion alrededor de la posicion +126. Los sitios de restricciéon empleados en la
clonacién se muestran en la figura. B) Estructura secundaria del extremo 5 del transcrito
silvestre como predice el programa de plegamiento tedrico m-fold y comprobada in vivo

por alquilacidon con DMS (Anthonisen et al., 2001).
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Resultados.
1. Funcion de la primera estructura secundaria de la 5"UTR en la estabilidad de

los transcritos.

Se redlizaron distintas modificaciones en la regién 5°UTR de rbcL con objeto
de observar el efecto de las mismas sobre la abundancia de los transcritos
quiméricos. La cantidad de tfranscritos modificados se determind mediante
Northern blot, empleando una sonda de la regidon codificante del gen uidA y se
compararon con la cantidad de transcrito control +157 portador de la
secuencia silvestre. Todas las muestras fueron tomadas a las 11h del periodo de

oscuridad.

1.1 (Eslasecuencia de la primera estructura secundaria esencial para la

estabilidad de los transcritos de rbclL?

Para determinar si la secuencia de la primera estructura secundaria es
relevante para la estabilidad de los transcritos se analizaron 4 transformantes
distintos con modificaciones de secuencia en las siguientes regiones: 1 (+1>+9),
2 (+10>+18), 3 (+19>+27) y 4 (+28>+36) dentro de esta estructura. En cada
modificacion se infrodujo un sitio de restriccion, para facilitar el seguimiento de
la clonacién, lo que hizo que algun nucledtido del cambio coincidiera con el
existente en la secuencia del gen silvestre. En la figura 2.2 se muestran, tanto las
secuencias (A) como los plegamientos (B), de la secuencia 5” silvestre y de estas
cuatro modificaciones. El andlisis mediante Northern blot revela que las
modificaciones 1, 2 y 4 no permiten la acumulacion de los RNAs quiméricos,
indicando que los transcritos resultantes de estos cambios son inestables. Sélo los
fransformantes de la modificacion 3 presentan transcritos quiméricos estables,
en cantidades comparables con las del conftrol (figura 2.2.C).

Con objeto de distinguir si los transcritos quiméricos con las modificaciones
anteriores son inestables debido a la modificacion de la secuencia o a la
destruccidén de la estructura secundaria del extremo 5 se analizé ofra serie de
modificaciones que afectan a la secuencia pero mantfienen la estructura en

horquilla.
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A)
+1 +10 +20 +30 +40
c 5" AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC...
1 5 CUGCAUGCGUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC...
2 5 AAAUGUAUUAGUGCAUGCUCAACAAUUUUUAARAUUAUAUUUCCGGAC...
3 5 AAAUGUAUUUAAAAUUUUUGGCAUGCCUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC...
4 5 AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUAGUGCAUGCUAUUUCCGGAC...
B)
LIII l; Lu u-\
A G A G
uu ;: L'Uﬂ{.i uw ;A
AU U oA GC AU u oA GE
cC G ua L) uG uA A
[ ua cG Ge uA cG
AU AU uG AU AU uA AU Al
5 AUCCGGLAAAI 5 CUAMAALLUUUCAACAUALAUUUCCGGTAAY 5 AAAUGCUCAACAALALANUUCCGGTAAS
Conftrol L 2
uGc
'..G cﬂ
: L
i uA’
Al UA
il i v
ﬂUL I:‘Jl\ i Ua nlit}s
UA AU uG uA
GU GC Al GC
A A uG A
Al €O F-“C cUL'r
5 T:ICCG‘GLCMA'_\ 5 M:usc--auuu:can;'.a\m
3 4
C) 1

i 9 4 &
& e

“HHH“rRNA

-52-

Figura 2.2. Efecto de modificaciones en la secuencia nucleotidica de la primera estructura
secundaria de la 5"UTR sobre la estabilidad de los transcritos quiméricos. A) Secuencia del
extremo 5 del mRNA de rbcL de C. reinhardtii y de las modificaciones realizadas. En rojo
se indican los ribonucledtidos modificados y en azul el elemento de estabilidad
(Anthonisen et al., 2001). B) Estructuras secundarias de la 5°UTR con las modificaciones
descritas en A, obtenidas a partir del plegamiento tedrico con el programa m-fold a 32° C
(Zuker, 2003). C) Abundancia de los franscritos quiméricos con modificaciones y del
control. En cada carrera se cargaron 4 ug de RNA total. La sonda utilizada corresponde al
gen uidA marcada con 32P. La banda inferior corresponde al RNA ribosdémico mayor en el
gel, como control de carga.
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Todos estos cambios conservan, en la base de la horquilla, los primeros 4
nucleétidos, para mantener intacto el apareamiento con el elemento de
estabilidad descrito (figura 2.3.A). En la primera construccion se gird la
secuencia entfre +5y +37, quedando el extremo 5" en el 3" y viceversa (8).

Ademds, se realizd una nueva serie de 3 construcciones en las que se
cambid la secuencia sustituyendo cada purina por la purina alternativa (A-G) y
las pirimidinas por el nucledtido pirimidinico alternativo (U«C). Con estas
modificaciones se pretendia delimitar con mayor precision el efecto de una
parte de la secuencia sobre la estabilidad de los transcritos manteniendo
exactamente la misma estructura secundaria. La estructura secundaria presenta
en la parte superior dos regiones de nucledtidos desapareados, formando dos
lazos consecutivos. En la construccién 9, los cambios realizados afectaron sélo a
la base en doble cadena de la horquilla hasta el primer lazo de nucledtidos. En
10, se modificd de igual manera pero incluyendo la primera pequeia burbuja vy,
en 7, se modificé toda la estructura secundaria (figura 2.3.B). En el Northern blot
se observa la cantidad de los mensajeros quiméricos de cada transformante. En
tfodos los casos se deftectan cantidades de transcritos del mismo orden que en el
control (figura 2.3.C).

Los resultados obtenidos con estos MmRNAs quiméricos portadores de
modificaciones en la 5°UTR indican que los cambios de secuencia de la primera
estructura secundaria no afectan a la abundancia de los transcritos quiméricos
y que éstos son tan estables como el transcrito portador de la 5°UTR silvestre,

siempre que los cambios permitan mantener dicha estructura secundaria.
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+1 +10 +20 +30 +40
Cc 5  AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC., 37
8 5  ARAUUAUUAAAUUUUUAACAACUUUUUAARAUUUAUGAUUUCCGGAC... 3°
9 5  ABAUGCGCCCGGGGUUUUUCAACAAUCCCCGGGCCGUAUUUCCGGAC... 37
10 5  AAAUGCGCCCGGGGCCCUUCAACGGCCCCCGEECCGUAUUUCCGGAC.. 37
7 5" AAAUGCGCCCGGGGCCCCCUGGUGGCCCCCGGGCCGUAUUUCCGGAC.. 37
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Figura 2.3. Efecto sobre la estabilidad de los transcritos con cambios en la secuencia de la
primera estructura secundaria de la 5"UTR que mantienen dicha estructura en horquilla. A)
Secuencia del extremo 5° del mRNA de rbcL de C. reinhardtii y de las modificaciones
realizadas. B) Estructuras secundarias de la 5°UTR con las modificaciones descritas en A. C)
Abundancia de los transcritos quiméricos modificados y del control. Para mdas detalles
figura 2.2.
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Como ya se ha descrito en la introduccidn, la estabilidad de los mensajeros
quiméricos gobernados por la region 5°UTR de rbcl estd sometida a la misma
regulacién por la luz que la observada en los mensajeros enddgenos del
cloroplasto. Estos transcritos quiméricos son mds estables en oscuridad y cuando
las células son iluminadas su abundancia sufre un descenso brusco, que es
debido a una disminucion de su estabilidad (Salvador et al., 1993a). Aungue no
se han mostrado las cantidades de mensajeros al inicio del periodo luminoso, en
todos los tfransformantes estudiados se ha determinado el comportamiento de
los RNAs quiméricos en luz y en oscuridad, para comprobar dicha regulacién por
la luz. En todos los casos, las modificaciones realizadas mantienen el efecto que
la luz tiene sobre la abundancia de los transcritos, con excepcion de los
franscritos del fransformante 3. Los cambios de secuencia infroducidos en esta
modificaciéon alteran el efecto que la luz fiene sobre la estabilidad de los
transcritos, acumulando, después de 1 hora de luz, cantidades mayores de RNA
que el control (figura 2.4.A). Esta modificacién permitird profundizar en el estudio
de la regulacion por la luz de la estabilidad del mRNA de rbcL, aspecto no

contemplado entre los objetivos de este trabajo.

Cc 3 Cc 9
D LD L D L D L

e S e G oeew e et o (RA

Figura 2.4. Regulaciéon por la luz de la estabilidad de los transcritos. Abundancia de
franscritos correspondientes al control y a las modificaciones 3 y 9 en condiciones de 11
h oscuridad (O) y Th luz (L) de luz de células crecidas en régimen de 12h O/12h L. Para
mds detalles figura 2.2.

1.2 ¢Se requiere la presencia de una estructura secundaria en el extremo

5" de un mRNA estable?

Los resultados anteriores parecen senalar que la presencia de una estructura
secundaria en el extremo 5° es importante para conseguir transcritos quiméricos

estables en el cloroplasto de C. reinhardtii. Para comprobar que el efecto
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desestabilizante producido por el cambio de secuencia se debe a la pérdida
de la esfructura secundaria se llevaron a cabo nuevas modificaciones de la
5'UTR, que se muestran en la figura 2.5.A. En primer lugar, se realizaron dos
pequenas modificaciones en dos porciones distintas de la estructura secundaria.
La primera consiste en un cambio de sélo 3 nucledtidos en el tallo de la
estructura secundaria (construccién 11) que desestructura la horquilla del
extremo 5° (figura 2.5.B). La otra modificacion (construccion 12) mantiene la
estructura secundaria. Se cambiaron sdlo 4 nucledtidos que afectan
Unicamente a la forma del lazo de la horquilla, haciéndolo mayor como ocurre
en los transcritos de la construccion 3, en los que no se ve afectada su
estabilidad (figura 2.4.B). Como se observa en el Northern blot (figura 2.5.C), sélo
se acumulan los transcritos portadores de la modificacion 12, indicando la
importancia de mantener la horquilla del extremo 5 para la estabilidad de los
franscritos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente con los
fransformantes 1 y 2 (figura 2.2), en los que la pérdida de la estructura
secundaria fambién afecta a la estabilidad de sus transcritos.

En segundo lugar, se realizd una nueva construccion para corroborar la
importancia de la estructura secundaria en el extremo 5” en la estabilidad de los
mensajeros. Se modificé la secuencia de la estructura secundaria
complementando los cambios infroducidos en el transformante 2 que hacen
que la estructura secundaria de 5° quede destruida. Las modificaciones
infroducidas en 13 permiten recuperar el plegamiento de la estructura en
horquilla. Asi como la modificacién inicial (construccion 2) no permite la
acumulacién de los transcritos quiméricos en oscuridad (figura 2.2.C), la nueva
modificacion (construccidon 13) presenta transcritos estables en oscuridad,
debido, probablemente, a la recuperaciéon del plegamiento de la estructura en
horquilla (figura 2.5.C). Ninguna de estas modificaciones aumenta el nUmero
total de nucledtidos de la 5°UTR.

Sélo los transcritos con modificaciones que les permiten adoptar el
plegamiento habitual del extremo 5° se acumulan en el cloroplasto en
canfidades comparables con los del control. En todos los casos en los que la
secuencia nucleotidica modificada no permite el plegamiento de una
esfructura en horquilla, la cantidad de franscritos del gen reportero no es lo

suficientemente alta como para ser detectada en el andilisis (figura 2.2 y 2.5).
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Todo parece indicar que la presencia de una estructura secundaria en el
extremo 5" es indispensable para la estabilidad de los transcritos quiméricos
portadores de la 5°UTR de rbclL.

A)
+1 +10 +20 +30 +40
c 5" AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.. 3°
11 5" ARAUGCAUGCAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.. 37
12 5° AAAUGUAUUUAAAAGCAUGCAACRAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.. 37
2 5  ARAUGUAUUAGUGCAUGCUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.. 37
13 5" AAAUGUAUUAGUGCAUGCUCAAUCAAGCACUAAUUAUAUUUCCGGAC.. 3~
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Figura 2.5. Efecto sobre la estabilidad de los transcritos de la presencia de una estructura
en horquilla en el extremo 5. A) Secuencia del extremo 5° del mRNA de rbclL de
C. reinhardtii y de las modificaciones realizadas. B) Estructuras secundarias de la 5°UTR con
las modificaciones descritas en A. C) Abundancia de los franscritos quiméricos
modificados y del control. Para mds detalles figura 2.2.
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1.3 ¢Cambios en la forma o tamafo de la primera estructura secundaria

de la 5"UTR afectan a la estabilidad de los mensajeros de rbclL?

Con objeto de averiguar si la primera horquilla puede ser reemplazada por
una estructura secundaria con diferente forma o tamano se llevd a cabo otra
serie de cambios en el extremo 5° de la regién no traducible. Se crearon nuevas
construcciones aumentando (construccién 14) o disminuyendo (construccién
15) el tallo de la horquilla en 3 pares de bases. Por Ultimo se reemplazd la
horquilla silvestre por una estructura secundaria alternativa, completamente
diferente en tamano, secuencia y forma (16) (figura 2.6.A y B). Esta Ultima
horquilla procede de la regién 5° de un mensajero de E. coli en la que se ha
comprobado que esta estructura estabiliza el mRNA del que procede (Bouvety
Belasco, 1992).

Los franscritos de todos estos tfransgenes en las algas transformantes se
acumulan en cantidades comparables a los del control, a pesar de las
diferencias significativas en la forma, secuencia y tamano (figura 2.6.C). Ofras
modificaciones realizadas y ya descritas, que también afectan ligeramente la
forma de la horquilla (construcciones 3, 7 y 12) (figuras 2.2, 2.3 y 2.5), tampoco
presentan alterada la estabilidad de sus transcritos, mostrando cantidades de

mensajeros comparables al confrol.
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A)
+1 +10 +20 +30 +40
c 5 AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC... 3°
14 5 AAAUGCGGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUARAUUAUCGCAUUUCCGGAC.., 3°
15 5° AAAUGUAUUUA (AAA) UUUUUCAACAAUU (UUU ) AAAUUAUAUUUCCGGAC.. 3°
16 5° AAATGAUCCCCUCGAGGGGAUCAUUUCCGGAC.. 3°
B) . h
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Figura 2.6. Efecto de modificaciones en la secuencia, forma y tamafio de la primera
estructura secundaria sobre la estabilidad de los transcritos quiméricos A) Secuencia del
extremo 5° del mRNA de rbcL de C. reinhardtii y de las modificaciones realizadas. B)
Estructuras secundarias de la 5°'UTR con las modificaciones descritas en A. C) Abundancia
de los transcritos quiméricos modificados y del control. Para mds detalles figura 2.2.

1.4 (Estarelacionada la necesidad de la estructura en horquilla con el

elemento de estabilidad descrito en la 5"UTR?

Parece que la presencia de una estructura secundaria en el extremo 5° es
necesaria para que los franscritos sean estables, aunque su secuencia, forma y
tamano no son relevantes, ya que cambios en este sentido no afectan a la
estabilidad de los mensajeros. El hecho de que el elemento de estabilidad
descrito en la region 5°UTR de rbcL (Anthonisen et al., 2001) forme parte, por sus
primeros 4 ribonucledtidos, de la base del tallo de la estructura secundaria del

extremo 5  establece una relacién directa entre estos dos elementos que
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parecen esenciales para la estabilidad de los transcritos quiméricos estudiados.
Las mutaciones puntuales que definieron el elemento de estabilidad de esta
region podrian deber su efecto al cambio producido en la estructura
secundaria de la primera horquilla. A su vez, el efecto de las modificaciones que
alteran esta estructura secundaria, aunque mantengan la secuencia del
elemento de estabilidad, podria deberse a la afectacion de la conformacidn
del mismo (figura 2.1). Con el fin de averiguar si el papel de esta estructura
secundaria se relaciona con la conformacion que adquiere el elemento de
estabilidad descrito en la 5°UTR se introdujeron nuevos cambios en el extremo 5°
gue modifican la conformacién de este elemento. Estos cambios de secuencia
y el plegamiento que adquieren las estructuras secundarias resultantes se
observan en la figura 2.7.A y B. En primer lugar, para distinguir entfre la
importancia de la secuencia del elemento de estabilidad o la estructura
secundaria del tallo de la horquilla de 5 se llevd a cabo una modificacién de la
5°UTR, la construccion 17, en la que se intercambiaron los nucledtidos desde +1
a +4 por sus complementarios, desde +41 a +38, de la base de la horquilla
(figura 2.7). De este modo, se modificd la secuencia del elemento de
estabilidad manteniendo la estructura secundaria de 5°. La construccién 18
consiste en la delecion de los dos primeros nucledtidos de la regién 5" no
fraducible, lo que produce un acortamiento del tallo, en doble cadena, de la
horquilla. Esto altera la configuracién del elemento de estabilidad al quedar dos
nucledtidos centrales mds en simple cadena. La modificacién 19 consiste en la
extensién de la 5°UTR en 5 nucledtidos capaces de aparear con las posiciones
+42->+46. Esto genera una estructura secundaria terminal mayor y mds estable
que la presente en el mensagjero original, provocando a su vez que
prdcticamente todo el elemento de estabilidad quede en doble cadena (figura
2.7.B).

En la figura 2.7.C se observa que estas 3 modificaciones de la 5'UTR afectan
a la estabilidad de los transcritos quiméricos por lo que su abundancia no es
detectable por Northern blot. La razén de la inestabilidad de los transcritos
resultantes de la modificacién 19 podria ser debida a la adicidén de nucledtidos

extra en el extremo 5°.
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+1 +10 +20 +30 +40
C 5 AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAARCAAUUUUUARAUUAUAUUUCCGGAC.., 37
17 5 UUUAGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUUARACCGGAC.. 37
18 57 (AA) AUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.. 37
19 5" UCCGGAAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAARUUAUAUUUCCGGAC.., 37
20 5 AAGAACAAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.. 3°
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Figura 2.7. Efecto de las modificaciones en la conformacién del elemento de estabilidad de la
57UTR sobre la abundancia de los transcritos quiméricos portadores de dichas modificaciones.
A) Secuencia del extremo 5" del mRNA de rbcL de C. reinhardtii y de las modificaciones
realizadas. B) Estructuras secundarias de la 5°UTR con las modificaciones descritas en A. C)

Abundancia de los franscritos quiméricos modificados y del control. Para mds detalles figura
2.2.

-61 -



Resultados 2

Para comprobar si ésta es la causa de la ausencia de transcritos se llevd a
cabo una nueva modificacién. Se generd un transformante (20) que presenta
una cola de 6 nucledtidos desapareados en el extremo 5° del transcrito
quimérico y mantiene intactas la estructura y la secuencia de la primera
horquilla (figura 2.7.A y B). La diferencia con la modificacién 19 radica en que
estos ribonucledtidos extra se mantienen libres, segin el plegamiento tedrico
propuesto por el programa m-fold. El resultado del Northern blot revela que, en
este caso, las cantidades de franscritos son comparables a los del control (figura
2.7.C). Por tanto, la causa de la inestabilidad de los transcritos de 19 no es la

adicion de nucledtidos en el extremo 5°.

Los transcritos resultantes de estos Ultimos cambios (17, 18 y 19) presentan en
comun el hecho de que el elemento de estabiidad ha perdido su
conformacion y, por tanto, la inestabilidad de estos transcritos podria deberse a
esta causa. La presencia de la estructura secundaria en el extremo 5 del mRNA
de rbcl parece necesaria para mantener la conformacién adecuada del

elemento de estabilidad descrito en esta region.

2. Papel de la segunda estructura secundaria en la 5"UTR.

En el cloroplasto de C. reinhardtii algunos mensajeros presentan en su regién
lider varias estructuras secundarias. Su funcién se ha relacionado con la
traduccién o la estabilidad de los franscritos o, incluso, con ambos procesos a la
vez. Las estructuras que se han visto implicadas en la estabilidad de los
mensajeros No ocupan necesariamente el extremo 5” de los mismos (Higgs et al.,
1999). Ya que en la 5°UTR de rbclL existe una segunda horquilla, se ha verificado
si en ésta existe algun requisito estructural y/o de secuencia para la estabilidad
de los transcritos, para lo cual se llevaron a cabo algunas modificaciones en
esta region.

Siguiendo la misma aproximacién que en el caso de la primera estructura
secundaria, se realizaron construcciones que modificaran sélo la secuencia o la
secuencia y la esfructura de esta segunda horquilla. En estas construcciones se
mantuvo el plegamiento del final del elemento de estabiidad en doble

cadena, lo que afecta a la base de la segunda horquilla (figura 2.8.B). Los
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cambios redlizados en la construccion 21 desmantelan la estructura secundaria
al perder parte del tallo de la horquilla y quedar toda la secuencia en un lazo
(figura 2.8.B). Con esta construccién se comprueba si esta estructura es
relevante para la estabilidad de los transcritos. Se realizd una segunda
construccion (construcciéon 22) en la que se cambié completamente la
secuencia manteniendo la estructura nafiva de horquilla pequena. De este
modo se comprueba si la secuencia es relevante. En la figura 2.8.C se muestra el
Northern blot de estos RNAs quiméricos resultantes y se observa que los
fransformantes portadores de estos genes quiméricos presentan cantidades
equiparables a los del control. Estos datos sugieren que la segunda horquilla,
manteniendo en los dos casos la conformacion del elemento de estabilidad, no
contiene ningun elemento esencial para la estabiidad de los transcritos

quiméricos portadores de la 5°UTR de rbcL.
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A)

+1 +10 +20 +30 +40 +50 +60
5 AAMAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGACAGAUUAUUUUAGGAUCGUCARAA

+70 +80 +90
AGAAUUACAUUUAUUUAUAUAAAGCUU..3 "

o 5" AUUUCCGGACAGAUUAUUUUAGGAUCGUCARAA..3 "
21 5" AUUUCCGGACUAGCAUGCAAUUACGAUGUCAAAA..3 "
22 5 AUUUCCGGACACGCAUGCAAUUUGCGGUCAAAA..3”

B)
L,'l ? cA oA
£ u oA u A
UA u € uc
o ua ur
Uy uu
AU A AU
AU A AU
AU u Ay AU
iy Ay A AU A
A Uk € A UA € A
Ll R
Al UA WA A u Ay
oA e i
A oA A GU o
- UA U U uA
Al © M CG TR
A A A A AU AU
& ANDCGECANY 5 AUCCGGLAAT 5 AUCCOOCAMAT
Confrel 21 n
C)
Cc 21 22
. GUS

— e amw TRNA

Figura 2.8. Modificaciones de la secuencia y estructura de la segunda horquilla de la 5"UTR
y su efecto sobre la estabilidad de transcritos quiméricos correspondientes. A) Secuencia
completa de la regién 5°'UTR del mRNA de rbcl y secuencia de la segunda mitad de la
5°UTR del mRNA de rbcl y de las modificaciones realizadas. B) Estructuras secundarias de
la 5°UTR con las modificaciones descritas en A. C) Abundancia de los transcritos
quiméricos modificados y del control. Para mds detalles figura 2.2.
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Discusion.

1. Abundancia de los transcritos de rbclL.

La regidon 5°UTR de rbcl es una buena candidata para profundizar en el
conocimiento de los determinantes que regulan la estabilidad de los mensajeros
cloropldsticos y modulan la expresidon génica en el orgdnulo. El promotor de este
gen estd bien definido, lo que permite controlar la franscripcidon de genes
quiméricos gobernados por esta region (Anthonisen et al., 2001). La regién 5°UTR
de rbcl no sufre procesamiento alguno y estd bien caracterizado que sobre ella
recae la gobernabilidad de la estabilidad del mensajero, aunque la regulacion
por la luz no estd completamente caracterizada y parece depender también
de la region codificante (Salvador et al., 1993b). Ademds, presenta la gran
ventaja de que la regidon 5°UTR silvestre es fdcil de manipular para realizar
mutagénesis dirigida ya que presenta un patrén de sitios de restriccion que
permiten sustituir de forma precisa y controlada la 5°UTR, dada la importancia
que el extremo 5 de los transcritos tienen en el proceso que estudiamos.

Las variaciones en la abundancia de tfranscritos observados en los Northern
blofs pueden ser debidas a dos motivos distintos. Uno de ellos es que existan
diferencias entre tfransformantes debidas a variaciones en el nimero total de
copias del fransgen en los genomas cloropldsticos, es decir, que varie entre
fransformantes el porcentaje de homoplasmicidad. En todos los casos se han
seleccionado transformantes con, al menos, el 80% de homoplasmicidad, por lo
que queda un pequeno margen de variabilidad en el nUmero de copias que
podria dar cuenta de pequenas variaciones entre tfransformantes. La ofra causa
puede ser que existan variaciones en la estabilidad de franscritos debido a las
modificaciones realizadas en cada transformante. Dado que la estabilidad de
los transcritos quiméricos del control es de 5 horas en oscuridad y que en la
region 5°UTR no se ha descrito ningun elemento del promotor, la disminucién de
los transcritos con modificaciones en la 5°UTR las asociamos, exclusivamente,
con una disminucién de su estabilidad. Por tanto, los cambios en las
abundancias de franscritos que no son causados por el grado de
homoplasmicidad se pueden asociar a variaciones de la estabilidad de los

mismos.
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2. Papel de la conformacion del elemento de estabilidad.

Los resultados obtenidos a partir del conjunto de construcciones quiméricas
realizadas apoyan la idea de que es necesaria la presencia de una horquilla en
el extremo 5 del transcrito. Todos los cambios de secuencia realizados que
mantienen la horquilla en 5" generan transcritos estables mientras que si el
cambio la destruye los franscritos resultantes son inestables. La importancia de la
presencia de una estructura secundaria, sea cual sea su secuencia, se ve
reforzada con el andlisis de los franscritos con las modificaciones 2 y 13. La
modificacion 13 es complementaria a la primera, en el sentido de recuperar la
estructura en horquilla original y con ello se recupera la estabilidad de los
franscritos. Sin embargo, los transcritos de los fransformantes de 18 y 19 poseen
una estructura secundaria en el extremo 57, pero su presencia no es suficiente
para que éstos sean estables. La causa de la inestabilidad de los mensajeros de
18 y 19 no es la presencia de una horquilla mds corta o mds larga que la
siivestre. Tampoco la adicion de ribonucledtidos en el extremo 5° de 19 es
responsable de la inestabilidad de sus transcritos ya que este tipo de cambios no
afectan a la estabilidad de otros transcritos (figura 2.6 y 2.7). Ademds, la
estructura resultante de los cambios de 19 es mds estable que la de la
secuencia silvestre y, a pesar de ello, los transcritos no se acumulan en
canfidades detfectables. Por tantfo, la presencia de una estructura secundaria
en el extremo 5" no es suficiente para estabilizar los mensajeros. Parece que su
presencia es necesaria para mantener la conformacion del elemento de
estabilidad. Los resulfados corroboran la necesidad de una esfructura
secundaria en el extremo 5  para mediar el plegamiento del elemento de
estabilidad. La modificacion 17 refuerza la importancia de la secuencia del
elemento de estabilidad pues los cambios producidos no afectan a la estructura
secundaria de 57, sin embargo, no permiten la acumulacion de transcritos.

Con respecto a la estructura secundaria pequena de la 5°UTR, los datos
indican que su conformacién o secuencia no gobiernan la estabilidad de los
mensajeros de rbcl. Existe una construccién previa en la cual se mutd
puntualmente el nucledtido +49, cambiando la guanina original por una
adenida (Anthonisen et al., 2001). El transcrito resultante de este cambio es
estable y la estructura secundaria predicha por el programa m-fold coincide

exactamente con la del transcrito de 21. Por lo tanto, esa construccion supone
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un apoyo adicional que confirma que la estructura de la segunda horquilla de
la 5°UTR de rbcL no es relevante para la estabilidad de los transcritos.

La conformacion del elemento de estabilidad debe contener los cuatro
primeros nucledtidos, desde +38 hasta +41, en doble cadena quedando las
posiciones centrales, +42 (C), +43 (C) y +44 (G), en simple cadena. Las
posiciones +45, +46 y +47, se encueniran formando parte de la base de la
segunda estructura en horquilla, también en doble cadena. Parece no importar
que estos 3 Ultimos nucledtidos queden plegados en doble o en simple cadena
(figura 2.1), ya que una de las construcciones iniciales en el estudio de la 5'UTR
del gen rbcL contenia sdlo los primeros 63 nucledtidos delante del gen reportero
uidA. En estos transformantes, la conformacién del elemento de estabilidad se
caracteriza por presentar el extremo 3" en simple cadena y la abundancia de
franscritos es comparable con la del gen silvestre (Salvador et al., 1993a). Por
tanto, en principio, parece que la conformacién que adquiere el elemento
debido a la segunda horquilla no es relevante para la estabilidad de los
transcritos, pudiendo estar también en cadena sencilla. La primera estructura
secundaria obliga al correcto plegamiento de la secuencia del elemento de
estabilidad del RNA y su presencia estd justificada por este motivo. Por si misma
no evita la degradacion del mRNA.

La compleja red de regulaciéon de la expresidn génica implica interacciones
especificas entre factores cis y trans por lo que la correcta conformacion del
elemento cis es un factor limitante para la eficiente interaccién con los factores
trans. Hay diferentes ejemplos que permiten ilustrar cémo una determinada
conformacién o estructura secundaria juega un papel esencial en el control
postranscripcional de la expresién génica. Un ejemplo de la importancia de la
conformacion tridimensional de elementos cis tiene lugar en el mMRNA de Fed-1.
Se ha comprobado in vitro que cambios en la secuencia (CAUU)s de la 5°UTR
del mRNA Fed-1 afectan a su esfructura terciaria y esto aumenta la
accesibilidad de esa regidon a las ribonucleasas. Todo sugiere que cambios en la
geometria de las repeticiones aumentan la inestabilidad de los mensajeros (Bhat
et al., 2004). En el cloroplasto de espinaca, la unién a la 5°'UTR de psbA del
complejo proteico implicado en la tfraduccidon es completamente dependiente
de una estructura secundaria especifica y cambios estructurales dentro del RNA

interfieren en la unidn y en la actividad biolégica del transcrito. También, en este
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caso, la presencia de una horquilla es condicién necesaria pero no suficiente
para la unién de las proteinas. Requiere la presencia adicional de la secuencia
adyacente en simple cadena (Klaff et al., 1997).

Algunos dominios proteicos de reconocimiento del RNA, como los dominios
dsRBD, son capaces de interaccionar con el RNA a fravés de distintos radicales
de la proteina. Estos dominios pueden interaccionar por un lado con grupos
2°0OH localizados en el surco menor de una estructura secundaria de RNA vy, por
otro, reconocer el esqueleto fosfato de la secuencia configua. Los resultados
presentados apoyan la idea de la necesidad de una configuracién particular
del elemento cis de la 5°UTR de rbcL, en la cual, parte de la secuencia debe
formar parte de una estructura secundaria y la otra parte no. Sélo con la
configuracion estereoquimica adecuada pueden establecerse los enlaces
necesarios para el reconocimiento enfre el factor cis y el factor trans. La
implicacion de esta conformacion puede ser la de facilitar la unidn de
diferentes proteinas que gobiernen la estabilidad del mRNA protegiendo all

transcrito de un ataque ribonucleotidico.

3. Importancia de la estabilidad en la regulacién de la expresion génica en el

cloroplasto.

Este capitulo completa la informacién previamente descrita sobre el papel
que la regidn 5°UTR ejerce en la estabilidad de los mensajeros. El trabajo define
las caracteristicas conformacionales requeridas en el elemento de estabilidad
de la 5°UTR de rbcL para que el mRNA en el cloroplasto sea estable. Por un lado,
conocer las restricciones estructurales que la molécula de RNA tiene para ser
estable es un paso esencial para las aplicaciones biotecnolégicas del
cloroplasto. Ya se ha comentado la importancia biotecnoldégica que hoy en dia
presenta la transformacion cloropldstica, con aplicaciones biomédicas y su
potencial uso como biofactoria para la produccién de proteinas heterdlogas.
Controlar la expresidén de cualquier gen heterdlogo en el cloroplasto pasa por el
previo conocimiento de los mecanismos de regulacion génica y, como ya se ha
descrito, en el orgdnulo el control de la estabilidad de los mensajeros es un paso
crucial. Por ofro lado, esta informacion también resulta esencial para trabajos

futuros de identificacion y andilisis de proteinas implicadas en la estabilidad de
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los transcritos cloropldsticos, en especial la del mRNA de rbcL. Debe de ser
fundamental que se mantenga la conformacion espacial del elemento de
estabilidad del RNA para que las proteinas que se unen a esta region lo puedan
reconocer. Esta puede ser una posible explicacién de los resultados dispares
entre distintos estudios, en los que se ha investigado la interaccién entre
proteinas y RNAs. Una pequena diferencia en la secuencia de un RNA puede
afectar a su estructura tridimensional y, por tanto, a la posterior interaccion de

esta molécula con proteinas especificas.
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CAPITULO 3

Rastreo in vivo de factores trans con capacidad de uniéon a

la 5"UTR de rbcL en C. reinhardtii.
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Introduccion.

Los RNAs raramente aparecen solos en la célula y desde que se sintetizan
hasta que se degradan estdn sujetos a contfinuos procesos que constituyen su
metabolismo. Las proteinas de unién a RNA (RBPs) son buenas candidatas para
mediar estos procesos formando con el RNA complejos ribonucleoproteicos
(RNPs) (Moore, 2005). La exclusiva combinacién de proteinas y su posicion
relativa a lo largo del mensajero dictardn los eventos que tendrdn lugar en el
MRNA. A través de estos complejos RNPs la célula puede regular con precision la
expresion génica ante condiciones cambiantes. Ademds de participar en los
procesos del metabolismo del RNA que tradicionalmente se han contemplado
(orocesamiento de mensajeros, editado, traduccion...) estudios recientes
revelan la importancia del papel de los complejos RNPs en otros eventos
celulares, como el transporte de mRNAs o su distribucion celular durante el
desarrollo o en algunos fipos celulares. Por ejemplo, las RNPs desempenan un
papel fundamental como fransportadores y como  determinantes
citoplasmdticos en neuronas, permitiendo un control local de la sintesis proteica

y el fransporte de mRNAs a las dendritas (Yoshimura et al., 2006).

1. Dominios proteicos de interaccion con el RNA.

Recientes estudios filogenéticos han revelado que muchos de los dominios
de las proteinas implicadas en el metabolismo del RNA son ancestrales,
probablemente datan del ancestro universal comun a todos los reinos,
pudiendo reflejar la transicién entre las formas de vida basadas en el RNA vy las
formas de vida basadas en las proteinas (Fedoroff, 2002). La estructura de la
proteina que interacciona con el RNA es una caracteristica esencial que
determinard su habilidad para discriminar entre distintas secuencias y/o
estructuras del RNA (Pérez-Canadillas y Varani, 2001). Por ello, es importante
resaltar aquellos dominios proteicos que confieren especificidad a la unidn
proteina-RNA. Las fuerzas electrostaticas son responsables de la atraccion inicial
entre las dos moléculas hasta que, una vez alcanzada la orientaciéon vy
distancias correctas, comienzan a actuar otro tipo de fuerzas quimicas, como
puentes de hidrégeno, que dardn especificidad a la unién y fijardn la

interaccién (Auweter et al., 2006).
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Las proteinas con dominios de unién al RNA (RBD) mds antiguos y altamente
conservados se relacionan con la traduccidén y la modificacién del RNA. En las
proteinas citoplasmdticas que interaccionan con los RNAs codificados
nuclearmente existen principalmente fres dominios proteicos de reconocimiento
de RNA: los motivos RRMs, los dominios con homologia K (KH) y los motivos de
reconocimiento de doble cadena de RNA (ds)RBD. Estos dos Ultimos dominios
son mds raros y estédn menos caracterizados estructural y funcionalmente (Chen
y Varani, 2005).

Los dominios RRMs estdn formados por cuatro estructuras en hoja B y dos
hélices a, aunque algunos contienen una quinta estructura en hoja B. La unién
de la proteina al RNA depende de una conformacion especifica del RNA y
parece que su funcidén general en la célula es proporcionar una plataforma
estructural que dirige a los distintos factores proteicos implicados en el
metabolismo de un RNA especifico. Este dominio es estructuralmente homadlogo
a la proteina ribosomal Sé y evoluciond a partir de ésta (Chen y Varani, 2005).
Los dominios (ds)RBD se caracterizan por la ausencia de una conformacion
especifica en la proteina libre pero ésta se ordena parcialmente en el complejo
proteina-RNA (Pérez-Canadillas y Varani, 2001). Este dominio proteico para
reconocer el RNA in vitro, requiere al menos 12-13 pares de bases no
interrumpidas por bucles u horquillas internas, aunque in vivo los sustratos no
forman necesariamente esta estructura (Fedoroff, 2002). También se ha visto que
in vivo el dominio puede participar en interacciones con otras proteinas. Los
dominios dsRBD parecen estar emparentados evolutivamente con la proteina
ribosomal S5.

Muchas proteinas que interaccionan con el RNA presentan multiples copias
de estos dominios de interaccién y la actividad de unidn al RNA estd
determinada de modo cooperativo. Cada proteina contiene ademds cortas
secuencias, de 8-11 aminodcidos, que unen los distintos dominios de
interaccién, lo que confiere independencia estructural a cada dominio, a la vez
gue cada cadena de unidn entre dominios forma una corta hélice esencial
para la interaccidon con el RNA. Son ejemplos de estos tipos la proteina TRAP o
Pumilio (Chen y Varani, 2005).

También cabe senalar el motivo cldsico de dedos de Zn como dominio

proteico con dafinidad por el RNA. Este dominio, aunque se encuentra
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principalmente en proteinas de unidon al DNA, también une RNA, ademds de
participar en interacciones proteina-proteina (Chen y Varani, 2005; Brown, 2005).
Ejemplos de proteinas con dedos de Zn que se unen al RNA son la proteina
TIS11d, que reconoce elementos AREs en determinados franscritos diana, y la
proteina TFIIA, que se une al RNA 5S truncado (Chen 'y Varani, 2005).

Para los objetivos del presente estudio cabria destacar aquellos dominios
proteicos presentes en las proteinas importadas al cloroplasto e implicados en la
estabilidad de los transcritos del orgdnulo. Estas proteinas suelen presentar unos
dominios proteicos definidos por repeticiones de tetratricopéptidos (TPR) o
pentatricopéptidos (PPR). Los motivos TPR estdin presentes en un gran nimero de
proteinas, desde bacterias hasta mamiferos. Aparecen formando repeticiones
de 34 aminodcidos en tdndem o dispersos en la secuencia proteica y se han
encontrado en mdultiples copias en diferentes proteinas funcionales. Facilita las
interacciones especificas entre proteinas y se asume que son motivos de unién
macromolecular, estando implicadas en una gran variedad de procesos
bioldgicos (Blatch y Lassle, 1999). Las proteinas con dominios PPR (35
aminodcidos repetidos), motivo relacionado evolutivamente con el dominio TPR,
constituyen una superfamilia génica que en plantas superiores incluye 441
miembros (1-2% de todas las proteinas de A. thaliana) (Lurin et al., 2004;
Nakamura et al., 2004; Fedoroff, 2002). Estos dominios estdn presentes en
proteinas de todos los organismos salvo en procariotas. Su funcidn precisa no se
conoce, aungue se ha sugerido que son proteinas de unidn al RNA reguladoras
de procesos en el cloroplasto y en la mitocondria, porque la gran mayoria estdn
etiquetadas para ser destinadas a estos orgdnulos. Estudios con mutantes de
estas proteinas han revelado que estdn relacionadas con el procesamiento o
con la traduccién de mensajeros en estos compartimentos (Lurin et al., 2004;
Small y Peeters, 2000). El niUmero de repeticiones controla la afinidad vy
especificidad de la proteina por el RNA (Nakamura et al., 2004; Chen y Varani,
2005). Las diferencias estructurales entre los motivos TPR y PPR podrian justificar su
diferente afinidad hacia proteinas o hacia RNA, respectivamente. El motivo TPR
estd constituido por un par de hélices a antiparalelas y las repeticiones en
tdndem de estos motivos parecen formar una superhélice que incluye un surco
interior. Los residuos aminoacidicos que se proyectan dentro del surco central

varian considerablemente entre proteinas, reflejando la variedad de ligandos
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que pueden unir y, probablemente, sea el sitio de unidn de las proteinas con las
que inferacciona. En los motivos PPR el fondo del surco central es lo
suficienfemente ancho como para contener un RNA de simple cadena vy las
cargas positivas de la superficie del fondo del surco podrian estabilizar la unién
con el esqueleto de fosfatos de la molécula de RNA (Small y Peeters, 2000).

Mediante herramientas bioinformdticas se han identificado en A. thaliana
unas 196 proteinas con dominios RRM y 26 con dominios KH, muchas mds que en
ofros organismos eucariotas como D. melanogaster (117 dominios RRM) o
Caenorhabditis elegans (100 dominios RRM). Lo mismo ocurre con las proteinas
con dominios PPR, que son mucho mds abundantes en plantas que en
organismos no fotosintéticos (Lurin et al., 2004). A pesar de su gran abundancia
tenemos muy poca informacion sobre cémo funcionan estas proteinas vy
cudntas de ellas se localizan en el cloroplasto (cpRBPs) (Fedoroff, 2002;
Nickelsen, 2003). sPor qué hay tantas proteinas con dominios RRM y PPR en
plantas? Las particularidades del procesamiento de los RNAs de los orgdnulos de
plantas (p.e. el editado del RNA) podrian ser la razén por la cual estas familias
de proteinas han sufrido una radiacién evolutiva en las plantas. Estas proteinas
forman un conjunto de adaptadores especificos de secuencia con los que
marcar o dirigir los franscritos a los diferentes procesos que en ellos tienen lugar,
controlando la expresibn génica de manera altamente especifica (Small y
Peeters, 2000).

2. Proteinas de unién al RNA.

En el citoplasma los complejos de RNPs van siendo reemplazados y alterados
a lo largo de la vida del mensajero en la célula y para la remodelacion de las
RNPs resulta esencial la accidon de las proteinas DExH/De. Estas proteinas,
presentes en todos los organismos y en algunos virus, se agrupan dentfro de una
misma familia (subdividida en DEAD, DEAH y DExH) debido a la alta homologia
de sus regiones cataliticas. Consumiendo ATP modifican la estructura secundaria
y la conformaciéon del RNA, por lo que se asume que presentan actividad RNA
helicasa. Estdn implicadas en todos los aspectos relacionados con el
metabolismo del RNA y actian como un punto de control esencial para el

correcto funcionamiento de la célula (Jankowsky y Bowers, 2006; Linder, 2006).
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Algunas enzimas podrian agruparse como una familia proteica por el hecho
de actuar enzimdticamente sobre el RNA mds que por presentar caracteristicas
estructurales comunes. El dominio catalitico por si mismo, al unirse al RNA,
confribuye significativamente a la especificidad de la enzima por su ligando.
Son ejemplos de este tipo las RNasas T1, J y H. La principal cuestiéon que queda
por resolver en este tipo dominios cataliticos es como se dicta la especificidad
de estas proteinas por sus sustratos (Chen y Varani, 2005).

En el cloroplasto de tabaco y de A. thaliana se han encontrado RBPs
cloropldsticas (cpRBPs) (5 y 8 respectivamente) con tamanos en torno a los 30
kDa y con homologia a RBPs nucleares heterogéneas (hnRBPs). Estas proteinas
presentan in vitro alta afinidad por secuencias ribohomopoliméricas de Us y Gs y
se ha sugerido que son proteinas de unidn general a los RNAs cloropldsticos
(Nickelsen, 2003). Nakamura y colaboradores encontraron que estas cpRBPs
forman complejos RNPs de gran masa molecular que estabilizan los mRNAs libres
de ribosomas (Nakamura et al., 2001). Al igual que las hnRNPs, las cpRBPs
estarian implicadas en multiples vias reguladoras y podrian funcionar como
plataformas en las cuales tendrian lugar distintos procesos del metabolismo del
RNA (procesamiento de los exiremos, confrol de la estabilidad o editado del
RNA). Estas funciones las llevarian a cabo interaccionando directamente con el
RNA o reclutando otros factores implicados en estos procesos (Krecic y Swanson,
1999). Las proteinas con dominios TPRs o PPRs, junto con las cpRNPs, contribuyen
principalmente al metabolismo del RNA en el cloroplasto (Nakamura et al.,
2004).

Se han descrito en tabaco ofras RBPs implicadas en procesos mds
especificos. Por ejemplo, para el editado de psbL se requiere una proteina de 25
kDa y cpRBP31. Esta Ultima también se necesita para el editado de ndhB (Hirose
y Sugiura, 2001). Por otfro lado, en aguacate se han identificado in vivo dos
proteinas con homologia a proteinas de la familia de pequenas RBPs de
A. thaliana, que funcionan como chaperonas de RNA en la replicacién del

viroide ASBVd dentro del cloroplasto (Daros y Flores, 2002).
2.1. RBPs que median la estabilidad de los transcritos.

Como ya se ha descrito, tanto en el cloroplasto como en bacterias, la

estabilidad de los mMRNAs estd dirigida principalmente por elementos localizados
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en la region 5°UTR de los mismos que, a través de interacciones con factores
trans, median in vivo su estabilidad (Zerges, 2000). A nivel citoplasmdtico el
control de la estabilidad de los mensajeros es dependiente de la proteccion de
los extremos 5° y 3" de los mRNAs y de interacciones entre proteinas especificas
y elementos cis localizados, generalmente, en las regiones 3" UTR.

En el cloroplasto, el hecho de que todos los eventos implicados en el
metabolismo de los mMRNAs tengan lugar en el mismo compartimento celular y
que la estabilidad y la traduccién de éstos dependan de la misma regién hace
que estos dos procesos estén estrechamente relacionados. Es posible que la
célula coordine estos dos procesos a través de un Unico complejo RNP, por lo
gue en ocasiones resulta dificil determinar si una proteina de este complejo estd
implicada en la estabilidad o en la fraduccidon de un mensajero. Distintos
experimentos con mutantes que presentan mensajeros inestables (psbB, psbD y
petD) sefalan la posibilidad de que la misma proteina mutada codificada en el
nicleo también esté implicada en la traduccion. Estos estudios resaltan la
dificultad de discernir enfre la participacion de esas proteinas en ambos

pProcesos.
2.2. RBPs que interaccionan con la 5"UTR de los transcritos.

Se han identificado distintos factores trans que se unen a la regién 5° de los
MRNAs y afectan a su estabilidad y traduccién en el cloroplasto de forma
especifica (Boudreau et al., 2000; Fisk et al., 1999; Vaistij et al., 2000). Algunas de
estas proteinas nucleares ya han sido clonadas (Auchincloss et al., 2002;
Dauvillee et al., 2003; Fisk et al., 1999; Somanchi et al., 2005). La mayor parte de
los estudios se han llevado a cabo en C. reinhardti, que como ya se ha
sefalado es organismo modelo para el estudio de la regulacidon de la expresion
génica en cloroplasto. En esta alga, estudios in vitro han permitido la
identificacién de un conjunto de 7 proteinas (de 81, 62, 56, 47(dos distintas), 38 y
15 kDa respectivamente) que se unen a la regién 5°UTR de varios mensajeros
cloropldsticos (psbA, atpB, rbcL, rps7, rpsl2) (Hauser et al., 1996). Todas estas
regiones 5°UTR tienen en comuUn un alto contenido en A+U (70-84%) y estructuras
secundarias que pueden ser requeridas para la unidén de estas proteinas. Sin
embargo, no presentan homologia de secuencia entre ellas. El cuadro general

gue emerge de este trabajo podria ser que existen unas cuantas proteinas de
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unién general a todas las regiones 5° UTR de los transcritos cloropldsticos, o a un
conjunto de ellos, mientras que ofras proteinas darian especificidad de unién a
los complejos RNPs concretos (Hauser et al., 1996).

Uno de los estudios mds completos sobre la estabilidad de los mensajeros en
el cloroplasto de C. reinhardtii se ha llevado a cabo con el gen psbD (figura 3.1).
El mutante nac2-26 reveld que la estabilidad del mMRNA de psbD depende de
una proteina codificada en el genoma nuclear, NAC2, que forma parte de un
complejo de estabilizacién del mRNA y se une a una regién rica en Us de la
5'UTR de psbD. Mediante ensayos in vitro se demostré que la ausencia de
interaccién entre NAC2 y una proteina de 47kDa conduce a la inestabilidad del
MRNA. La proteina de 47kDa contiene repeticiones de TPRs y sdlo cuando
interacciona con la regién 5  lider de psbD es posible la traduccién del
mensajero. La 5°UTR de psbD se procesa en 57, los 74 nucledtidos del precursor
se acortan para presentar en el mensajero maduro una UTR de 47 nucledtidos, y
antes de este procesamiento se une NAC2 a la region 5°UTR. La forma corta
madura estd ausente en el mutante nac2-26 porque el precursor es inestable al
ser atacado por las exonucleasas (Boudreau et al.,, 2000). En el modelo se
postula que NAC2 interacciona con el elemento cis (llamado PRB2), lo que
protege al franscrito del atagque exonucleolitico desde el extremo 57, y
posteriormente guia a RBP47 al tramo rico en Us en 3™ del sitio PRB2 (Nickelsen et
al., 1999). La unién de la proteina RBP47 es dependiente de la unién de NAC2y,
como resultado, conecta el mecanismo de estabilidad con el de traduccién.
Una vez RBP47 forma parte del complejo NAC2 se suelta del RNA y RBP47 media
el ensamblaje del ribosoma, iniciando la traduccién del mensajero (Ossenbuhl y
Nickelsen, 2000).

En C. reinhardtii se requiere la proteina MCD1 para la acumulacién
especifica del mRNA cloropldstico petD. Mediante el andlisis de mutantes se
propone un modelo de proteccién del mensajero en el cual la unién de MCD1 a
la 5°UTR evita su degradacién, probablemente por la participaciéon de una
exonucleasa. El factor MCD1 no presenta homologias con otras proteinas ni
contiene motivos TPR o PPR (Drager et al., 1998; Erickson et al., 2005; Murakami et
al., 2005).
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Figura 3.1. Modelo de la expresion del gen psbD en el cloroplasto de C. reinhardtii. Segun
Nickelsen, 2003.

También en esta alga verde la proteina del estroma MBB1 forma parte de un
complejo RNP que se une a la region 5°'UTR de psbB y estd implicado en la
estabilidad y/o fraduccién del mismo. Al igual que la proteina NAC2, MBBI
contiene dominios TPR y forma complejos RNPs de gran tamano molecular
(Vaistij et al., 2000). Todas estas proteinas interaccionan con secuencias
localizadas en regiones 5°UTR de mensajeros cloropldsticos, aunque queda por
determinar si lo hacen directamente o a través de ofras proteinas (Boudreau et
al., 2000; Vaistij et al., 2000).

En el mRNA cloropldstico de psbC se han descrito distintas proteinas de
unién a la region 5°UTR que estdn implicadas en su traduccién. Este mRNA
presenta la 5°'UTR mds larga descrita en el cloroplasto de C. reinhardtii, con 550
nucledtidos, que es diana para la unién de 3 proteinas citosdlicas importadas al
cloroplasto, TBC1, TBC2 y TBC3. Esta regidn presenta una estructura secundaria
de 97 nucledtidos requerida para confrolar la traduccién del franscrito,
mediante la implicacidn de estas 3 proteinas (Zerges et al., 1997; Auchincloss et
al., 2002).

El gen psbA codifica la proteina D1del fotosistema Il, que es la que mayor
recambio proteico sufre en el cloroplasto, por lo que el control de su
abundancia debe de estar finamente regulado. Mediante cromatografia de
afinidad se identificd un complejo proteico formado por 4 proteinas (RB47, RB40O,
RB55 y RB38) que presentan afinidad por una secuencia de 36 nucledtidos

localizados en una estructura secundaria de la regidon 5°UTR de psbA.
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Inmediatamente después de esa secuencia de 36 nucledtidos se localiza la
secuencia SD (Danon y Mayfield, 1991). La capacidad de unién de estas
proteinas a la regién 5°UTR se correlaciona con la tasa de traduccién de la
proteina D1 in vivo, que es mdximo en condiciones luminicas y minimo en
condiciones de oscuridad. Esto sugiere que las proteinas de este complejo son
candidatas para ser factores que, codificados en el nucleo, regulan la
traduccién del mRNA de psbA en el cloroplasto de C. reinhardtii. La proximidad
entre el sitio de unién del ribosoma vy el sitio de unidn del complejo RNP sugiere
que el procesamiento de la regién 5 produciria un cambio conformacional que
liberaria la secuencia SD, regulando asi la traduccién. Una alternativa podria
implicar que interacciones entre este complejo RNP y las subunidades
ribosomales provocaran estos cambios conformacionales (Danon y Mayfield,
1991). Es posible que la unidon del complejo proteico al mensajero de psbA sea
necesaria para el anclaje del transcrito a la membrana del tilacoide, donde
tendrd lugar su traduccién. Se ha definido una fraccidn membranosa del
filacoide, denominada LDM (low density membrane), en la cual se ha descrito la
formacién de novo de complejos proteicos de la cadena de transporte
fotosintético en cloroplastos en desarrollo (Zerges y Rochaix, 1998). La
traduccién del mRNA de psbA en esta fraccion estd probablemente regulada
por las proteinas previamente descritas (Nickelsen, 2003).

Entre los componentes de este complejo RNP descrito caben destacar:

e La proteina de 47 kDa, que pertenece a la familia de las proteinas
eucariotas de unién a la cola poliA (PABP) de los mensajeros. En el cloroplasto se
une directamente a la estructura en horquilla de la 5° del mRNA psbA. Se
postula que esta proteina al ser importada al cloroplasto ha cambiado su
funcién para mediar la interaccion, altamente especifica, con una regidn rica
en As localizada en la 5°UTR (Fedoroff, 2002).

e La proteina de 60 kDa, que es una disulfuro isomerasa (PDI) y forma
parte del complejo RNP a través de su interaccidén con la proteina de 47 kDa. La
PDI es una proteina multifuncional muy conservada, destinada habitualmente al
reficulo endoplasmdtico (RE), donde participa en la formaciéon, reduccién e
isomerizacién de puentes disulfuro, durante el plegamiento de proteinas. El
polipéptido contiene en el extremo C-terminal la secuencia (K/H)DEL de

retencién en el reticulo. Cuando la proteina se importa al cloroplasto de plantas
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superiores o de C. reinhardtii se localiza tanto en forma soluble en el estroma
como fuertemente unida a las membranas tfilacoidales a través de parte de su
dominio dcido del extremo N-terminal (29-50 aa) (Levitan et al., 2005). Liama la
atencién que existiendo sélo un gen que codifique esta proteina en el genoma
del alga la misma proteina se localice en el RE y en el cloroplasto. La
senalizaciéon del destino de las proteinas a los distintos compartimentos celulares,
tanto para el RE como para el cloroplasto, estdn localizadas en el extremo
N-terminal. Se ha descrito que los primeros 30 aminodcidos localizados en este
extremo corresponden al péptido de trdnsito al cloroplasto caracteristico de
C. reinhardtii. Sin embargo, en esta regién también debe de localizarse el
péptido senal para el RE. No se conoce cémo la célula determina el destino de
esta proteina a un compartimento u otro (Kim y Mayfield, 1997; Levitan et al.,
2005). Si la proteina es importada al reficulo esta sefal es cortada tras su
traslocacion al interior del mismo mientras que si es dirigida al cloroplasto
mantiene esta secuencia de senalizacién.

e La proteina RB38 se ha localizado en el estroma del cloroplasto y
contiene 4 repeticiones de 70 aminodcidos con un alto porcentaje de
aminodcidos bdsicos y aromdticos, ademds de una extensidén N-terminal que
actia como secuencia de importacién al cloroplasto. Por el dominio de
repeticiones, la proteina pertenece a la superfamilia de proteinas de unidén a
RNA con dominios de homologia KH. Esta proteina interacciona con alta
especificidad con regiones ricas en pirimidinas dentro de los RNAs diana. En las
bases de datos se identifican ofras proteinas eucariotas con alta homologia de
secuencia a ésta pero no se han caracterizado bioguimicamente. Mediante
ensayos de competencia in vitro se ha determinado que la proteina RB38
disminuye su unién a la 5°'UTR de psbA cuando se incuba con extractos totales
de RNA de C. reinhardtii, indicando que puede unirse a ofros MRNAs
cloropldsticos, aunque parece gque no se une a las 5'UTRs de rbcL, atpA ni psbD
(Barnes et al., 2004).

En cuanto al gen rbcl, poco hay descrito acerca de las proteinas que se
unen a la 5°UTR de su mRNA. En A. hipochondriacus, en condiciones luminicas,
se une de forma especifica a la regién 5" no traducible una proteina de 47 kDa.
Esta unidn es dependiente del procesado del extremo 5°, teniendo lugar

exclusivamente cuando el transcrito ya est&d maduro. La funcién precisa de esta
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proteina in vivo queda aun por determinar (McCormac et al., 2001). Por ofra
parte, se ha descrito que en C. reinhardtii, en condiciones de estrés oxidativo, se
detiene el ensamblaje del holoenzima Rubisco y, como consecuencia, se inicia
la degradacién de la subunidad pequena. Se ha demostrado que bajo estas
condiciones la subunidad grande de la Rubisco expone su exiremo N-terminal y
éste presenta homologia con motivos de unién a RNA, lo que la capacita para
unirse, de manera inespecifica, a cualquier RNA préximo, incluyendo su propio
mensajero, y se asume que de este modo bloquea su traduccién (Cohen et al.,
2005).

2.3. RBPs que interaccionan con la 3"UTR de los transcritos.

En eucariotas, en la mayoria de los casos el primer paso para la
degradacién de los mRNAs es la desadenilacién de los transcritos y este proceso
puede estar globalmente controlado por cambios en la composicion de
complejos RNPs. En general, muchas de las proteinas que se unen a secuencias
AREs de la region 3°UTR estdn relacionadas con cambios en la cola poliA
(Auweter et al., 2006; Parker y Song, 2004). Ofras proteinas implicadas en la
degradacién de los mensajeros desde 3” son los miembros de la familia de
proteinas Puf. Al menos dos de las cinco proteinas Puf en levadura, Puf3 y Puf5,
pueden inducir la desadenilacion de los transcritos nucleares reconociendo
secuencias especificas en esta regidén (Olivas y Parker, 2000; Tadauchi et al.,
2001). Dentro de los factores trans implicados en la estabilidad general de los
mensajeros citosdlicos de plantas que desarrollan su funcidén a través de la
region 3°'UTR cabe destacar las PABPs. A diferencia de otros eucariotas
superiores, existen distintos genes homdlogos que codifican estas proteinas y
cada una de ellas estd regulada de forma distinta, estando implicadas en
distintos procesos fisioldgicos (Abler y Green, 1996). Otro ejemplo de proteinas
de unién a la 3’UTR en plantas superiores, podria ser la proteina PRP-BP que
reconoce y se une al elemento cis de la 3’'UTR del mRNA PvPRP1. Esta unién
desencadena la desestabilizaciéon de dicho transcrito y su capacidad de unién
al mRNA estd aparentemente regulada por el estado redox de la proteina
(Zhang y Mehdy, 1994).

En el cloroplasto, la caracteristica general de las regiones 3" no traducibles

de los mRNAs es la presencia de regiones invertidas que forman estructuras en
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horquilla. Estas secuencias, mds que actuar como senales de terminacién de la
transcripcién, como ocurre en procariotas, parecen estabilizar la secuencia de
RNA in vitro (Stern y Gruissem, 1987; Adams y Stern, 1990) e in vivo (Stern et al.,
1991; Stern y Kindle, 1993) y se relacionan con el procesamiento del extremo 3°
de la molécula. Esta regidn es esencial para que el transcrito quede
correctamente procesado en ese extremo y la presencia de un extremo 3’
correctamente formado es requisito imprescindible para que el transcrito final
sea estable, aunque en ella no residen elementos que controlen su vida media.
Las proteinas descritas de unién a la 3"UTR estdn implicadas en el procesamiento
del extremo 3" y en su degradacién influyendo, por ello, en su vida media. En
plantas superiores, se han descrito un par de proteinas de unidén a la regién
3'UTR de psbA, cuya funcién exacta no se conoce (Memon et al., 1996) y
distintas proteinas o complejos proteicos con actividad endo y/o exonucleasa
implicadas en el procesamiento y formacién del extremo 3° (Boudreau et al.,
2000; Nickelsen y Link, 1993; Walter et al., 2002; Yang et al., 1996).

En C. reinhardtii hay pocas proteinas descritas, fanto en el citoplasma como
en el cloroplasto, con unién a la regién 3'UTR de los mensajeros e implicadas de
algin modo en la vida media de los mismos. La proteina citoplasmdtica
CHLAMY1, implicada en el confrol circadiano de la expresidn génica,
interacciona de forma especifica con la regidén 3'UTR de distintos mensajeros y
participa en su traduccién. Todos los franscritos con los que interacciona estdn
implicados en el metabolismo del nitrégeno y el CO2 y contienen un elemento
cis comun compuesto por al menos 7 repeticiones de U+G (Mittag, 2003). En el
cloroplasto de esta alga, la proteina CRP3 parece participar tanto en el
procesamiento como en la estabilizacion de atpB a través de su interaccién con
la regién 3°UTR de este mensajero. Se postula que esta proteina es parte de la

maquinaria general de procesamiento 3'>5" (Levy et al., 1999).

3. Regulacién de la interaccion entre factores proteicos trans y los elementos

cis de los transcritos.

Existen diferentes mecanismos mediante los cuales se puede confrolar la
interaccién entre proteinas y mensajeros. Se puede actuar sobre la

accesibilidad del RNA y la proteina implicada en la regulacién de su
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metabolismo. Por ejemplo, las proteinas de unidén a secuencia AREs, HUR y AUF,
pueden unirse indistintamente al mismo MRNA en el nlcleo, porque el sitio de
unién de cada una de ellas es distinto, no se superponen y son accesibles a las
distintas proteinas. A pesar de ello, cada una de estas proteinas se asocia con
poblaciones especificas de mensajeros en el citoplasma. En algunos tipos
celulares, como las neuronas, este modo de regulacion es esencial (Barreau et
al., 2005). Ofro modo de regulacién seria secuestrando el mensajero. En
mamiferos, algunas proteinas de unidn a secuencias AREs actian como
marcadores de trafico molecular, capturan un mensajero en grdnulos de estrés
y lo refienen mientras existan condiciones celulares adversas. Una vez ha
pasado el estrés se decide si éste pasa a la via de degradacién en grénulos P o
a la via de traducciéon en los polisomas (Anderson y Kedersha, 2006). Los datos
parecen sugerir que los transcritos regulan su degradacién mediante proteinas o
complejos multiproteicos especificos que se unen a elementos de secuencia del
RNA, evitando asi su degradacion.

En el cloroplasto, procesos como la fosforilacion o cambios redox en
respuesta a estimulos, como la luz o el desarrollo, promueven la asociacion y
disociacion entre mRNAs y cpRNPs, lo que controla, en Ultimo término, procesos
como la traduccién y la estabilidad de los mensajeros (Danon y Mayfield, 1994;
Kim y Mayfield, 1997).

Estudios previos en C. reinhardtii han puesto de manifiesto que la sehal que
controla la estabilidad del transcrito de rbcl en el cloroplasto es una senal redox
originada en la cadena fotosintética. Mediante el uso de agentes blogueantes
de la cadena de transporte fotosintético (DCMU) o agentes reductores (DTT) se
consigue alterar la vida media del mRNA de rbclL, lo que sugiere que el sistema
ferredoxina-tiorredoxina podria estar implicado en la fransduccion de la seial
redox, originada en la cadena de transporte fotosintética, y que modularia la
estabilidad del mRNA de rbclL en el cloroplasto de C. reinhardtii (Salvador y
Klein, 1999). El proceso podria estar regulado a través de la unidn al mRNA de
una proteina en su estado oxidado; cuando esta proteina se reduzca perderd su
capacidad de unidn a RNA. Asi, modulando la unién especifica de esta
proteina al RNA se regulard el proceso de estabilidad del mRNA de rbcl.

También se ha descrito la existencia de un control redox de la traducciéon del

-83-



Introducciéon 3

gen rbclL, en condiciones de estrés oxidativo, mediado, en este caso, por
glutation (Irihimovitch y Shapira, 2000).

El ejemplo mejor caracterizado en C. reinhardti de regulacién de la
expresion génica en el cloroplasto, llevada a cabo por un complejo proteico de
unién a la 5'UTR, es el control de la tfraduccion del mRNA de psbA. La unién de
este complejo puede regularse, al menos in vitro, por dos mecanismos distintos:
mediante cambios redox y mediante fosforilacién dependiente de ADP (Danon
y Mayfield, 1994). Ya se han detallado las proteinas que forman parte de este
complejo y entre ellas se encuentra la PDI. Su funcién parece ser la de modular
la unién de RB47 al RNA, cambiando el estado de oxidacion-reduccion de RB47,
via formacién-ruptura de enlaces disulfuro. El potencial reductor empleado por
la PDI procede de las reacciones luminosas de la fotosintesis (Barnes et al., 2004).
La reduccién de RB47 en la luz aumenta su afinidad por la 5°UTR de psbA. El
complejo de proteinas no se une a la regidn 5°UTR cuando se encuentra
oxidado y se puede revertir este estado si se frata el complejo con agentes
reductores (DTT) (Kim y Mayfield, 1997; Alergand et al., 2006). Se ha comprobado
que las proteinas RB47 y PDI interaccionan entre si mediante un puente disulfuro
(Alergand et al., 2006). La unién de este complejo dirige la fraduccion del
MRNA. Esta regulacién redox de la formacién del complejo en la 5°UTR de psbA
también se ha descrito en A. thaliana (Shen et al., 2001). La fosforilacién de la
PDI en el complejo proteico tiene lugar en respuesta a un aumento de la
concentracién de ADP en el estroma, cuando las células pasan a oscuridad
(Mayfield et al., 1994; Danon y Mayfield, 1994). Sélo en estado desfosforilado la
PDI es activa y se puede unir a RB47, la reduce y estimula la traduccién del
MRNA.
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Figuras 3.2. Modelo de regulaciéon por la luz de la traducciéon del mRNA de psbA en C.
reinhardtii. Segun Kim y Mayfield, 1997. Las flechas delgadas y gruesas representan
respectivamente los acontecimientos en luz y en oscuridad. PS, fotosistemas; FD,
ferredoxina; FDTR, ferredoxina-tiorredoxina reductasa; PDI, proteina disulfuro isomerasa; ox,
oxidado; red, reducido; Pi, grupo fosfato inorgdnico.

En general, los datos indican que los complejos proteicos de gran famano
molecular unidos a los mMRNAs representan las unidades bdsicas de control y
regulacién del metabolismo de la célula y, en este caso, controlan la expresidon

génica en el cloroplasto.
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Resultados.
1. Unidn in vivo de proteinas a la 5"UTR de rbcL.

Con objeto de identificar las proteinas de unién a la 5°UTR de rbclL que al
interaccionar con el factor cis de esta regidén controlan la estabilidad de este
franscrito, se planted una aproximacién bioguimica de busqueda global de
proteinas de unién a esta regidon del RNA in vivo.

Tanto el mensajero enddgeno de rbcL como los transcritos quiméricos
estudiados, portadores de la regién 5°'UTR del mismo gen, presentan una mayor
estabilidad en condiciones de oscuridad. Por ello, la hipdtesis de partida supone
un modelo de regulacion de la estabilidad del franscrito basado en la
interaccién de algun factor o complejo trans que, en oscuridad, reconoce la
region reguladora del mensajero y lo protege de la degradaciéon. El cambio de
oscuridad a luz inducird que este factor proteico se suelte de la 5°UTR haciendo
que los ftranscritos presenten una mayor vulnerabilidad al afaque por
ribonucleasas. Por tanto, la proteina que media la estabilidad del mensajero
estard unida a él en estas condiciones de oscuridad. Con objeto de “congelar”
las proteinas unidas al RNA in vivo se irradiaron células de C. reinhardtii con luz
ultravioleta. Las células crecidas con fotoperiodo de 12 horas luz - 12 horas
oscuridad se recogieron, para irradiarlas, tras 11 horas de oscuridad. La accidn
de este entrecruzador forma enlaces covalentes Unicamente entre radicales
que estdn en contacto, por lo que fija interacciones directas entre el RNA vy las
proteinas que en ese momento del ciclo celular estén unidas al RNA in vivo. Para
visualizar la interaccidén con la 5'UTR de rbclL el experimento requiere la
utilizacién de un transformante de C. reinhardtii que exprese el gen quimérico
con un tamano que permita observar la diferencia de movilidad electroforética
entre el RNA quimérico libre y el aducto RNA-proteina. Con esta finalidad se
cred un nuevo transformante, denominado GUS146 [5°UTR de rbcL: los 146
primeros nucledtidos de la region codificante del gen uidA: 3'UTR de rbcl], cuya
longitud final estd en torno a los 350 nucledtidos, tras el procesamiento del
extremo 3 en la célula (figura 3.3.A). La unidén especifica de proteinas a la
region 5°UTR se puso de manifiesto observando, mediante Northern blot, la

menor movilidad de los complejos RNA-proteinas comparada con el mismo RNA
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fransgénico no unido a los factores proteicos, en un gel PAGE desnaturalizante
(figura 3.3.C).
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Figura 3.3. Unidn in vivo de proteinas a la 5"UTR del mRNA de rbclL. A) Esquema de la
construcciéon GUS146 para el ensayo de retardo en gel. B) Gel PAGE desnaturalizante
fenido con Bromuro de efidio. 1, muestra entrecruzada; 2, marcador de famanos
moleculares de RNA. C) Andlisis por Northern blot de extractos de C. reinhardtii iradiados
con luz UV y separados por PAGE desnaturalizante. La sonda empleada es un RNA
antisentido de los primeros 146 nucledtidos del gen uidA. 1, control negativo de células
silvestres irradiadas; 2, control de RNA total de transformantes de C. reinhardtii con el
transgen GUS146; 3, muestra de células transgénicas GUS146 irradiadas con 318 mJ/cm?
de luz UV de 254 nm. D) Digestion con proteinasa K. 1, confrol de RNA total de C.
reinhardtii GUS146; 2, muestra irradiada incubadas con proteinasa K; 3, control negativo
de la digestién con proteinasa K incubando con el mismo tampdn pero sin proteinasa K; 4
muestra de células irradiadas y no tratadas como control positivo de la formacién de
aductos RNA-proteinas.

Este tipo de experimento se basa, en primer lugar, en una extraccién de
dcidos nucleicos en la cual se precipitan de forma no selectiva todos los
aductos de dcidos nucleicos-proteinas y, posteriormente, se enriquece la
muestra de aductos de RNA. De este modo, en la misma carrera del gel de

electroforesis, se separan por tamanos todos los aductos RNA-proteinas, por lo
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que se utiliza una sonda especifica para visualizar el aducto correspondiente al
RNA quimérico. Aungue aqui no se muestren los resultados de la puesta a punto
de esta técnica en C. reinhardti se determind el tiempo adecuado de
iradiacion de las células con luz UV para poder visualizar los aductos especificos
formados. Se realizaron irradiaciones de distintas muestras durante 0, 5, 15y 30
minutos, comprobdndose que la banda de retardo adquiria mayor intensidad al
aumentar el tiempo de irradiacion. Se fij6 el tiempo de exposicidon de las células
a la luz en 15 minutos y se comprobd que en las células no irradiadas no
aparece retardo. En la figura 3.3.C se observa el resultado del Northern blot. En
la carrera 2 se inyectaron 6 ug de RNA procedente de una extraccion de RNA
total de células transgénicas de C. reinhardtii. Esta carrera refleja la movilidad
del RNA quimérico en este tipo de gel (figura 3.3.B). En la carrera 3 se inyectd la
muestra obtenida de células iradiadas con luz UV. En la muestra se aprecian
dos bandas: una con la misma movilidad que la banda de RNA libre y una
banda superior que corresponde a un RNA de mayor masa molecular. Este
aumento de la masa molecular del RNA especifico se debe a la interaccion de
forma covalente de alguna molécula con el RNA quimérico. La carrera 1
corresponde al control negativo de la formacién de aductos quiméricos. Esta
muestra procede de células silvestres, no transgénicas, que fueron irradiadas y
fratadas de igual modo que las del fransformante GUS146, por lo que
presentardn los mismos aductos que la muestra problema menos el del RNA
quimérico GUS146. Como era de esperar, no se observa la aparicién de ninguna
banda marcada.

Para comprobar si este aumento de la masa molecular se debe a la unidn
de proteinas al RNA o a la formacién de complejos entre dcidos nucleicos o a
algun fipo de artefacto debido a la irradiacién con UV, se llevé a cabo una
digestion con proteinasa K de los aductos obtenidos (figura 3.3.D). Las carreras 1
y 4 representan los controles. La carrera 1 contiene RNA total obtenido de
células silvestres. En la carrera 4 se cargd la muestra irradiada con luz UV como
control positivo. En el pocillo 2 de la electroforesis se separd la muestra irradiada
incubada con proteinasa Ky en el 3 la muestra incubada de igual manera pero
sin la proteinasa, siendo asi un control negativo de la incubacién. Con objeto de
minimizar la variabilidad de resultados entre muestras en las carreras 2, 3y 4 se

utilizaron células irradiadas en el mismo experimento. La carrera 3 presenta la
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misma distribucién de bandas y de intensidad de marca radiactiva que la
carrera 4, descartando que durante el proceso de incubacién se produjese la
degradacién de las proteinas por otras causas, evitando asi posibles falsos
positivos. En la carrera 2 se observa que, tras eliminar las proteinas de estos
complejos, desaparece la banda de mayor famano y aumenta la infensidad de
la correspondiente al RNA libre, senalando la naturaleza proteica de los aductos

obtenidos.

2. Analisis de las proteinas de los aductos RNA GUS146-proteina mediante

espectrometria de MS/MS.

Se procedid al andlisis de las proteinas asociadas al RNA en la banda
electroforética identificada (figura 3.3.C) por espectrometria de masas. El
procedimiento de seleccién de las proteinas unidas a GUS146 utilizado en este
rastreo no permite la purificacién exclusiva del transcrito, ya que en la
extraccidn se copurifican ofros complejos RNA-proteinas que pueden presentar
la misma movilidad electroforética que el franscrito de estudio GUS146. Para
conocer el fondo proteico presente en la muestra y no debido a las proteinas
unidas al RNA de GUS146 se llevd a cabo el experimento en paralelo con una
muestra control procedente de células silvestres irradiadas y se secuencié la
misma banda de ambas muestras. La secuenciacion de la muestra control
determinard el fondo proteico de la muestra del fransformante con el transgen.

A las proteinas identificadas por MS/MS en la muestra secuenciada del
transformante GUS146 se restaron todas las proteinas identificadas en la muestra
confrol y todas aquellas proteinas que, claramente, parecen contaminaciones
de la muestra por el proceso de manipulacién, como fripsina y queratinas. Las
proteinas identificadas de forma inequivoca con una probabilidad del 99,95%
segun el algoritmo MASCOT se reflejan en la tabla 3.1. Cabe destacar que se
identifican claramente distintas proteinas de C. reinhardtii.

De entre todas las proteinas identificadas en la banda de retardo hay
algunas cuya presencia se podria explicar por su gran abundancia en la célula
o por la mala separacion electroforética que presentan las proteinas en este

fipo de geles.
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NOMBRE Y FUNCION.

Disulfuro isomerasa (PDI). Formacioén
puentes disulfuro. gi] 4104541

Proteina ribosdmica S5. gi| 30840952

Proteina 14-3-3. Unién entre proteinas.
gi] 32400185

Profeina OEET. PSIL. gi| 18160

Proteina de unién al RNA RB38.
gi| 37545634

Tubulina B1. Citoesqueleto. gi| 22003

Proteina quinasa. Fertilizacion.
Dominio CBS. gi| 7484401

Proteina L2 ribosomica. gi| 24496509

Subunidad grande de la Rubisco.
Fijacion del CO2. gi| 68155

Factor de elongacién de la
fraduccién. gi| 31747338

Proteina At5g15200. Proteina
ribosomal S4. gi| 38566648

Precursor de la fosfoglicerato
quinasa. gi| 7434543

Proteina 14-3-3. Proteina adaptadora.
gi]9795170

APOC. Aposporina. Relacionada con
apomixis. gi| 6970044

Sedoheptulosa bifosfatasa. gi| 515618

Proteina de choque térmico 70B.
gi] 1225970

Proteina ribosémica 60S HS-5.
Qi| 6440928

Proteina hipotética. Funcién
desconocida. gi| 23484844

P21 precursor. PS 1. gi| 18184

Proteina hipotética glr3844. Posible
proteina. Dominio TPR. gi]| 37523413

Adenosilhomocisteinasa. gi | 84087

Proteina hipotética CNBC6450.
Funcién desconocida. gi| 50258927

Profeina D2. PSIl. gi] 225115

B- glucanasa. Cataboliza glucano.
Qi|22550395

Proteina ribosomal S8. gi| 3264759

ORGANISMO

C. reinhardtii
C. reinhardtii
C. reinhardtii
C. reinhardtii
C. reinhardtii
Volvox carteri
C. reinhardtii
C. reinhardtii
C. moewusii

Hevea
brasiliensis

A. thaliana

C. reinhardtii

C. reinhardtii

C. reinhardtii
C. reinhardtii
C. reinhardtii

Chlamydomon
as sp.

Plasmodium
yoelii yoelii

C. reinhardtii

Gloeobacter
violaceus

Dictyostelium
discoideum

Cryptococcus
neoformans

C. reinhardtii
Vitis vinifera

Prunus
armeniaca

INDICE

732

336

264

207

186

164

151

143

118

116

1m

95

93

87

84

75

66

64
63

58

58

58

56

55

54

FRAGMENTOS

16

PORCENTAJE COBERTURA

43.23%

9.9%

24.7%

14.7%

9.1%

6.9%

10.78%

12.58%

2.3%

26%

12.6%

5.6%

7.3%

6.5%

61%

2%

4.2%

1.6%

6.6%

5.1%

2%

2%

2.75%

1.9%

6.8%
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NOMBRE Y FUNCION. ORGANISM O‘ INDICE FRAGMENTOS PORCENTAJE COBERTURA
Proteina similar a proteina de estrés Desulfotalea 50 1 57%
por frio. gi | 50875975 psychrophila e
Proteina CG11448-PA. Proteina Drosophila 50 1 2%
autofdgica Apé. gi| 18543225 melanogaster °
Proteinal de membrana de eritrocito.

Unién a la placenta humana. P. falciparum 51 1 0.5%
gi| 15991381

Proteina tipo FKBP. Isomerasa. .

gi| 6686802 A. thaliana 50 1 1.7%
Proteina hipotética. Proteina de Sphingomonas 49 1 29%
funcién desconocida. gi| 3618277 sp. e

Tabla 3.1. Proteinas identificadas en el analisis MS/MS de la muestra GUS146. En la tabla se describe de
cada proteina identificada el nombre y funcidn de la misma, nUmero de acceso a las bases de datos
de proteinas, el organismo del cual se ha identificado mediante la informacién triptica de las bases de
datos, el nUmero de péptidos Unicos que han sido identificados, el porcentaje de cobertura de la
proteina en secuencia y el indice* MASCOT de identificacion. Cada proteina identificada presenta un
indice de probabilidad mayor de 49 que asegura que la aparicién de un péptido no es un suceso
aleatorio y que es homdlogo al péptido de la proteina identificada en las bases de datos con una
confianza del 99,95%.

Enfre las proteinas identificadas hemos descartado, inicialmente, aquellas
que por su funcidn no parecen estar implicadas en la regulacion de la
estabilidad de los mRNAs. Las proteinas ribosomales (5), ademds de ser muy
abundantes, pueden aparecer unidas a otros transcritos que se fraduzcan y
presenten la misma movilidad en este tipo de gel desnaturalizante. El mensajero
de estudio presenta todas aquellas secuencias necesarias para ser traducido
como un tfranscrito enddgeno, por lo que su presencia en la banda del retardo
también podria deberse a la traduccién del franscrito quimérico. Aunque es
coherente la identificacion de un factor de la elongaciéon de la traducciéon
interaccionando con el transcrito heterélogo no parece que, de manera inicial,
sea una proteina de interés para el estudio, ya que debe de ser una proteina de
unién general a todos los mensajeros fraducibles.

En principio, por su funcidn, parece evidente que podemos descartar las
proteinas del citoesqueleto (1) y de los complejos fotosintéticos (3) identificadas
en el andlisis

Las proteinas solubles secuenciadas implicadas en el metabolismo (4) y en la

respuesta al estrés por choque térmico (2) tampoco parecen ser buenas
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candidatas para tener un papel especifico en el control de la estabilidad del
mensajero de rbcL. También podemos descartar una proteina quinasa de 48
kDa vy la proteina APOC, ambas relacionadas con la reproduccion, sexual en el
primer caso y asexual en el segundo. Asimismo, aparecen 3 proteinas de ofras
especies (Plasmodium falciparum, Drosophila melanogaster y A. thaliana) que,
por su funcién, no parecen estar relacionadas con la 5'UTR del transcrito GUS146
y, claramente, deben de ser contaminaciones de la muestra en algn momento
del proceso. Ademds, es frecuente que la proteina de P. falciparum aparezca
como contaminante en los andlisis de MS/MS (comunicacién personal del
servicio de protedmica). También aparecen identificadas 4 hipotéticas
proteinas, de funcién desconocida, de distintas especies (P. yoeli yoeli,
G. violaceus, C. neoformans, Sphingomonas sp.).

Puesto que la proteina especifica que regula la interaccién con la 5°UTR de
rbclL es una proteina que, hasta el momento, no ha sido descrita y, por tanto, no
aparece en las bases de datos de proteinas, nuestro objetivo es identificarla a
través de otras proteinas que formen parte del mismo complejo RNP. De entre
todas las proteinas identificadas en la secuenciacion por MS/MS se han
seleccionado aqguellas cuya funcién o caracteristicas descritas las hacen
posibles candidatas para formar parte de este complejo RNP que podria estar

implicado de algun modo en la estabilidad de los transcritos (tabla 3.2).

: INDICE Ne
NOMBRE FUNCION | TOTAL  PEPTIDOS
Disulfuro isomerasa, PDI. gi | 4104541 Formacién puentes disulfuro. 732 16
Proteinas 14-3-3. gi| 32400185 y Media intferacciones enfre proteinas
. - ) 264 + 93 5+2

Qi| 9795170 participando en diversos procesos
Proteina de unién al RNA, RB38. Reconocimiento de RNA. 186 3
Subunidad grande de la Rubisco. Fijacién del CO» 118 2
Proteina hipotética gir3g844. Posible proteina. Dominio TPR. 58 1

Tabla 3.2. Proteinas seleccionadas por su posible papel en el complejo con la 5"UTR de rbcL. En la
tabla se describe para cada proteina su nombre y nUmero de acceso a las bases de datos
proteicas, su funcién, el indice MASCOT (identifica una proteina con un p-valor > 0.05 si este
indice es mayor o igual a 49) y el nUmero de pépftidos identificados con un indice MASCOT con
una confianza estadistica del 99.5%.

La PDI puede ser una proteina muy importante para este estudio. Primero,

porque es capaz de acoplar cambios de oxidacién-reduccion del medio a otfras
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proteinas y la estabilidad del transcrito de estudio presenta este tipo de
regulacién. Segundo, porgue se ha identificado formando parte de un
complejo RNP con capacidad de unién a la 5'UTR de psbA en el cloroplasto de
C. reinhardtii, mediando también la regulacion redox del proceso en el que
participa. Lo mds interesante es que en el complejo RNP de unién a la 5°UTR de
psbA existe una relacion bien establecida entre la PDI y la proteina RB38 y esta
Ultima también se ha identificado en nuestro andlisis como parte del complejo
RNP de unién a la 5'UTR de rbcl.

Las proteinas 14-3-3 en C. reinhardtii constituyen una familia de 4 proteinas
(32, 30, 27 y 24 kDa) con distintas localizaciones subcelulares, que parecen estar
implicadas en mediar interacciones entre proteinas, siendo elementos
reguladores de senalizacion intracelular (Voigt et al., 2001). Por este motivo
podria formar parte del complejo regulador de la estabilidad del mensajero de
rbclL.

También se puede resaltar la subunidad grande de la Rubisco. Se ha
descrito la capacidad para unirse a su propio mensajero, asi como a cualquier
ofro, en condiciones de estrés fotoxidativo, deteniendo asi la traduccion del
mismo (Cohen et al., 2005). La capacidad de unién al RNA parece ser
consecuencia de la proteolisis de la enzima en condiciones de estrés.

La hipotética proteina gIr3844 de G. violaceus resulta de especial interés por
distintos motivos. En primer lugar, G. violaceus es una cianobacteria, por lo que
estd relacionada filogenéticamente con el ancestro del cloroplasto. En segundo
lugar, aungue no se conoce la funcidn de la proteina gIr3844 en G. violaceus, ni
siquiera por presentar homologia con otras proteinas, ésta presenta dominios
TPR. Estos dominios estdn descritos en proteinas de complejos RNP implicados en

la estabilidad de mensajeros cloropldsticos.

3. Comprobacion in vitro de la union de las proteinas PDI y RB38 a la 5"UTR de

rbcL.

El estudio se ha iniciado con las proteinas PDI y RB38 de C. reinhardtii de las
que se disponen sus secuencias codificantes clonadas. Se pretende comprobar
si estas dos proteinas identificadas formando parte del aducto RNA-proteinas

obtenido in vivo son capaces de interaccionar con la 5°UTR de rbcL y asegurar
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que su identificacién no se debe a su interaccién con ofras partes del transcrito

quimérico.

e .
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Figura 3.4. Interaccion de las proteinas RB38 y PDI con la 5"UTR de rbcL. A) Separacion de
las proteinas expresadas in vitro con cola de histidina en un gel SDS-PAGE al 15%. 1,
marcador de pesos moleculares, kDa; 2, proteina PDI; 3, proteina RB38. B) Ensayo de
interaccién in vitro y tratamiento con RNasa E previo a la cromatografia SDS-PAGE al 10%.
1, marcador de pesos moleculares; 2, Ensayo con la proteina RB38, 3, Ensayo con la
proteina PDI.

Ambas proteinas, PDI y RB38, se expresaron con una cola de histidinas y, en
la figura 3.4.A, se puede estimar la masa molecular de cada una de ellas. Para
confirmar la existencia de una interaccién directa entre estas proteinas con la
5°UTR del gen rbcl se incubd in vitro cada proteina con la regidon 5°UTR de rbclL
marcada con 32P, Tras fijar esta interaccion con luz ultravioleta se degradé el
RNA con RNasa E. Las proteinas se visualizaron en un gel SDS-PAGE tras ser
expuesto a una autorradiografia (figura 3.4.B). Sélo si existe una interaccién
directa entre la proteina y el RNA se podrdn observar las proteinas en la
autorradiografia, ya que habrdn quedado marcadas radiactivamente por el
fragmento de RNA que queda protegido de las RNAsas por su interaccion con
las proteinas. En la carrera 3 se analizé el resultado de la interaccion de la

proteina PDI con el RNA marcado, observédndose una banda entre 35.5 y 50.7
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kDa. Este incremento del tamano molecular de la proteina se debe al
fragmento de RNA unido a la misma, que queda protegido de la degradaciéon
por la RNasa E. En la carrera 2 se analizd el resultado de la interaccién de la
proteina RB38 con el RNA marcado y también se observa la banda
correspondiente a la proteina marcada radiactivamente, que como en el caso
anterior, presenta un tamano molecular superior al de la proteina libre. En esta
carrera podemos observar una segunda banda mds difusa, de menos de 21.2
kDa.

Los resultados indican que, in vitro, estas dos proteinas se unen a la regién
5°UTR de rbclL. Su identificacién in vivo formando parte de un complejo RNP se
debe, al menos en parte, a su inferaccién con la regién 5'UTR de rbcl y no
exclusivamente con otras partes del franscrito quimérico. Podemos sefialar que
parece que la PDI puede unirse directamente a esta regidn del RNA, sin
necesidad de interaccionar a fravés de RB38 o de otra proteina, como se ha

descrito en la literatura.
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Discusion.

1. Estudios previos relacionados con los resultados obtenidos.

Mediante ensayos de interaccién in vitro se ha analizado la afinidad de
proteinas de C. reinhardtii por regiones 5°UTR de distintos mRNAs cloropldsticos.
Las proteinas procedian de extractos proteicos totales de células crecidas en
distintas condiciones. Entre las diferentes 5°UTR analizadas in vitro se encuentra la
de rbcL y se determind la unién a ésta de 4 proteinas distintas (de pesos
moleculares 80 kDa, 56 kDa, 38kDa y 15 kDa). La infensidad de la banda de
cada proteina varia segin las condiciones de crecimiento de las células. En
condiciones de fotoautotrofia se observan las 4 proteinas (Hauser et al., 1996). En
nuestro estudio las células fueron crecidas en condiciones fotoautotréficas
identificando in vivo, entre otras, dos proteinas, PDI y RB38. Estas podrian ser las
proteinas de 56 kDa y de 38 kDa que en el trabajo de Hauser et al. se unen in
vitro a la regién lider de rbcL. Ademds, entre las regiones 5'UTR estudiadas
también se encuentra la 5°UTR de psbA, observdndose el mismo patrdon de
proteinas de unién a estas dos 5°UTR (Hauser et al., 1996). Como se ha
documentado anteriormente estas dos proteinas, RB38 y PDI, se unen a la region
5'UTR de psbA y regulan su fraducciéon. La proteina RB38, unida a psbA, parece
presentar afinidad por la regién rica en Us cercana al sitio de unidn del ribosoma
(Barnes et al., 2004; Mayfield et al., 1994). La regién 5" no traducible de rbcL
también presenta un alto contenido en Us, por lo que esta proteina también
podria establecer interacciones con la regién 5 del transcrito de rbcl. Entre los
factores con capacidad de unidon a los mMRNAs de los orgdnulos, podriamos
distinguir fres clases: factores generales que se unen a todos los mMRNAs, factores
especificos que se unen a genes relacionados funcionalmente (p.e. genes
fotosintéticos) y factores especificos que se unen de manera exclusiva a mRNAs
concretos (Gillham et al., 1994). Las proteinas identificadas en este andlisis in vivo
podrian pertenecer al segundo grupo de proteinas ya que el modelo de
regulacion de la fraduccion de psbA, a fravés de la PDI, se ha propuesto que
podria operar también regulando la expresidon génica de otros mensajeros en el
cloroplasto (Kim y Mayfield, 1997). Por lo tanfto, todo apunta a que estas

proteinas podrian formar parte de un complejo proteico general implicado en la
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regulacién de la estabilidad y/o traduccién de distintos mRNAs cloropldsticos
funcionalmente relacionados. Este complejo general requeriria la interaccién de
alguna proteina de reconocimiento especifico de los transcritos sobre los que
actuar.

Por otra parte, otros ensayos in vitro senalan que la proteina RB38 no se une
a la regién 5°UTR de rbcL, cuando se utiliza como RNA competidor en ensayos
de interaccion entre RB38 y la 5°UTR de psbA (Barnes et al., 2004). Este resultado
contradictorio podria ser debido a diferencias en la longitud e incluso secuencia
de la regiéon 5°UTR rbcl empleada en cada estudio. Como se ha visto en el
capitulo 2, la conformacién de la regidén 5°UTR resulta esencial para la
interaccién entre el elemento cis y la proteina de reconocimiento, ya que
cualguier modificacién de la conformacion silvestre del elemento cis afecta a la
estabilidad del transcrito quimérico. La sintesis in vitro de un RNA es
particularmente problemdtica si hay que atender a determinados requisitos de
secuencia en la regién 57, ya que resulta dificil expresar in vitro un mensajero sin
anadir nucledtidos extra en dicho exfremo 5° (Walker et al.,, 2003). Los
promotores habituales de transcripcion in vitro (T3, T7 o SPé) inician la
transcripcién antes de que termine el promotor, por lo que el extremo 5" del
transcrito contiene siempre los 3 Ultimos nucledtidos del promotor. Ademds, en
ocasiones se arrastran fragmentos del sitio multiple de clonacién del vector de
expresion. La 5°UTR de rbcL transcrita para el ensayo in vitro de este estudio se
diseAd especialmente teniendo en cuenta todos los requisitos estructurales
necesarios para mantener la estabilidad del franscrito. Asi pues, la disparidad de
resultados entre el trabajo de Barnes et al. (2004) y el aqui presentado puede ser
debida a este motivo y no al hecho de que RB38 no se una en realidad a la
region 5 no traducible de rbclL.

La localizacién de la PDI tanto en el estroma como en la fraccién de LDM
apoyaria la idea de que esta proteina estuviera implicada tanto en la
regulacién redox de la traduccién de psbA como en la de la estabilidad de
rbcL, ya que cada uno de estos eventos tienen lugar en una localizacién

diferente dentro del cloroplasto (Nickelsen, 2003).
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2. Importancia de los resultados in vivo y problemas de la metodologia de

identificacion empleada.

Los resultados aqui presentados se han obtenido poniendo de manifiesto
interacciones RNA-proteinas mediante una aproximacién bioquimica in vivo.
Generalmente, los estudios en C. reinhardti en los que se emplean
metodologias bioquimicas identifican factores proteicos que interaccionan con
franscritos especificos mediante ensayos in vitro. La ventaja que aporta el
sistema de identificacion aqui empleado es que “congela” una interaccién
que tiene lugar in vivo en el cloroplasto. Por otro lado, este sistema de deteccién
de interacciones RNA-proteina in vivo conlleva a su vez alguna desventaja.

El gen quimérico empleado en el experimento contiene la regién 5°UTR del
gen enddgeno rbcl de C. reinhardtii y el gen uidA como reportero. La presencia
de dos regiones reguladoras idénficas en dos transcritos distintos en el
cloroplasto hard que las proteinas de reconocimiento y unién a esta region se
repartan entre los 2 tipos de RNAs distintos. Ademds, sobre el gen enddgeno
existe una fuerte presién de seleccidn que no existe en el gen quimérico. Con las
generaciones esto puede desencadenar una pérdida en el nUmero de copias
del gen qguimérico vy, por tanto, una disminucién del nUmero de transcritos
quiméricos finales portadores de la 5°UTR. Esta razén podria explicar el hecho de
que la banda de aductos de RNA-proteinas sea débil, encontrdndose en el
limite de deteccion.

El empleo de luz ultravioleta como formador de enlaces covalentes puede
causar una segunda desventaja. Se puede decir que la iradiaciéon puede
causar estrés celular y, por tanto, que las condiciones del ensayo no reflejen al
100% las condiciones normales in vivo. Asi pues, entre las proteinas que en in vivo
interaccionen con la 5°UTR de rbclL podria aparecer alguna proteina cuya
presencia se deba a esta situacién particular. Prueba de ello podria ser la
identificacion por MS/MS de dos proteinas relacionadas con estrés por choque
térmico.

La proteina de reconocimiento especifico de la 5°'UTR de rbcL no estd
descrita, por lo que surge un problema a la hora de buscarla mediante
secuenciacion de proteinas. El sistema de secuenciacidén por MS/MS se basa en
la busqueda de fragmentos tedricos de digestion con proteasas de las proteinas

incluidas en las bases de datos. Si la proteina no estd descrita en éstas no podrd
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ser detectada en la secuenciacién por sus fragmentos peptidicos. Asi pues, con
esta aproximacion sélo podemos encontrar proteinas ya descritas y a partir de
éstas cercar la busqueda a las proteinas especificas. Por ejemplo, la
secuenciacion podria haber identificado el homdlogo de la proteina de
reconocimiento especifico de la 5°UTR de rbclL en G. violaceus. Aungue esta
proteina no la hemos utilizado para nuestra aproximacién inicial, porque no estd
a nuestro alcance el gen clonado y no existe informacién acerca de su posible
funcion, se tendrd en cuenta para estudios futuros.

En el experimento llevado a cabo, la Unica normalizacién realizada de la
cantidad de aductos secuenciados, tanto en la muestra confrol como en la
muestra problema, fue la utilizacién de la misma cantidad de células. Es posible
que exista un sesgo en el muestreo debido a la canfidad de material
secuenciado y al umbral de deteccidon del sistema de MS/MS. Si en la muestra
confrol habia menos aductos que en la muestra problema este andlisis puede
presentar menos proteinas identificadas y, por tanto, se habrdn identificado
falsos positivos. Por ello, se tomd un criterio bastante conservador a la hora de
elegir el tamano de la muestra del control pero, adn asi, puede que exista esa
posibilidad. Lo mds adecuado seria corroborar in vitro todas las supuestas

intferacciones.

3. Hipdtesis del origen evolutivo del sistema de regulacion de la estabilidad de

rbcL en C. reinhardtii.

El genoma cloropldstico de C. reinhardtii contiene dos copias del elemento
maévil Wendy situadas en posiciones opuestas en el genoma (Fan et al., 1995). Un
fragmento de 99 pb del elemento Wendy estd repetido en el genoma una
tercera vez, constituyendo la regidn lider de rbcL. El alineamiento de estas dos
secuencias muestra una identidad prdcticamente del 99%, con la introduccién
de una G en la posicidn +44 de la regidn 5°UTR de rbcL (Dron et al., 1982). La
regién lider de rbcL en C. reinhardtii no presenta ninguna homologia con la
misma secuencia de cualquier otro organismo fotosintético, ni se ha encontrado
en otro genoma hasta el momento (Fan et al., 1995). Como se ha demostrado y
documentado en este trabajo, la regién lider del transcrito de la subunidad

grande de la Rubisco contiene elementos cis esenciales para la estabilidad de
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los mismos y, por tanto, para el control postranscripcional de la expresiéon
génica.

Hay evidencias de que las 99 pb de la regién 5 no traducible de rbclL se han
movido con la ayuda de la putativa transposasa o integrasa codificadas por el
elemento movil (Dron et al., 1982). Si en algn momento de la evolucién la
regiéon que controlaba la estabilidad del mMRNA de rbcl se vio sustituida por la
incorporacién subita de este fragmento del elemento Wendy, alguno de los
mecanismos de regulacién ya existente en la célula debid asumir esa funcion.
Otras proteinas, que en el orgdnulo reconocieran y modularan la unién a algun
ofro mensajero, podrian ser “raptadas” para prestar esa funcién en el transcrito
de rbcL. Asi pues, las proteinas PDI y RB38, que hasta ese momento controlaban
la traduccién de psbA, podrian pasar a desempenar la funcién de unirse a la
5°UTR de rbcl vy dirigir su estabilidad o influir en su traduccidn. Esta sustitucién
supondria un mecanismo evolutivo de cambio rdpido y eficaz: el de que una
proteina con una funcién en un transcrito determinado adquiriera la misma
funcién u ofra similar en un transcrito distinto. Este cambio evolutivo pudo tener
lugar como consecuencia de la insercion de esta secuencia. Esto podria
explicar por qué la regién 5°UTR de rbcL en C. reinhardti no comparte
homologia con el resto de las especies en las que existe la enzima Rubisco. Otfros
fendmenos similares se han documentado en el cloroplasto. Se han purificado
las proteinas RB47 y RB460 (PDI) de la 5°UTR de psbA mediante una cromatografia
de afinidad y se sabe que éstas derivan del genoma ancestral del hospedador
(Kim y Mayfield, 1997; Yohn et al., 1998). RB47 pertenece a la familia de proteinas
de unién a la cola poliA. En el citoplasma participa en el inicio de la traduccién
interaccionando con la cola poliA y con otfras proteinas que se unen al extremo
5" del mRNA. En el cloroplasto también interacciona con el RNA, en este caso lo
hace directamente con la 5°UTR de psbA (Yohn et al., 1998). Otfro ejemplo de
proteinas que al pasar al genoma del hospedador han cambiado no sélo su
sustrato, como en el caso anterior, sino también su funcidn, puede ser el de las
proteinas CRS2 de maiz y MAA2 de C. reinhardtii. Presentan respectivamente
homologias con una peptidil tRNA hidrolasa y con una pseudouridina sintetasa.
Estos genes procederian del genoma del endosimbionte y la habilidad de
ambas de interaccionar con el RNA les permitié adquirir nuevas funciones en el

cloroplasto, como chaperonas de RNA implicadas en el corte y unién de los
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RNAs del grupo de intrones Il (Barkan y Goldschmidi-Clermont, 2000). En el caso
de la PDI y RB38 el cambio de funcién propuesto no ha sido muy drdstico, ya
que presentan una funcién similar en otras regiones 5°UTR, dentro del mismo
compartimento. En el cloroplasto estas proteinas pueden presentar
multifuncionalidad al formar parte de complejos RNPs de unién general a
distinfos  mensagjeros, regulando la  estabiidad <y ofros  procesos

postranscripcionales.
4. Necesidad de estudios futuros.

En este trabajo se ha llevado a cabo un primer paso en la bUsqueda de la
proteina especifica implicada en la estabilidad de los franscritos de rbcL en C.
reinhardtii. Hasta el momento sélo se han conseguido identificar proteinas que
también se unen a otros transcritos cloropldsticos. Estas proteinas resultan
prometedoras ya que, a fravés de ellas, se pueden disefar nuevas
aproximaciones que permitan acotar la busqueda de las proteinas de unién
especificas.

La capacidad de una proteina para unirse a una secuencia de RNA
especifica no es suficiente para concluir que presenta una funcién en un
proceso particular (Fedoroff, 2002). Para ello, es necesario correlacionar la
presencia o ausencia de esta unidn con un genotipo nuclear implicado en la
expresion génica cloropldstica, que permita corroborar esa actividad. Por lo
tanto, estudios genéticos y bioquimicos deben complementarse entre si, para
poder dilucidar los mecanismos bioquimicos de la fraduccidn y su relacién con
los procesos de estabilidad y procesamiento de los RNAs (Barkan y Goldschmidt-
Clermont, 2000). Asi pues este estudio en el futuro requerird la confirmacion
mediante mds pruebas bioquimicas, que corroboren la especificidad de la
unién de estas proteinas a la regidén 5°UTR de rbcL, y mediante el andlisis de

algun mutante nuclear que confirme estos resultados.
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CAPITULO 4

Mecanismo de degradacion de los RNAs.
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Introduccion.

La alta tasa de reemplazo de los mensajeros, rdpida sintesis y rdpida
destruccién, es una de las caracteristicas generales mds destacables de los
MRNAs. Es probable que la via normal de un transcrito sea la degradacion y que
los MRNAs maduros queden protegidos de ésta por proteinas de unidn a RNA o
por estructuras secundarias (Stern D.B. y Drager R.G., 1998). La inestabilidad de
los MRNAs permite a las células adaptar su patrén de proteinas continuamente
a las necesidades bioldgicas cambiantes (Meyer et al., 2004). Los rRNAs vy los
tRNAs son los mds estables, sélo se degradan bajo ciertas condiciones de estrés
o si la molécula de RNA es defectiva. Al representar mds del 98% del RNA de
una célula procariota pueden suponer un importante reservorio de nutrientes en
condiciones de inanicién (Deutscher, 2006). Aungue la degradacién de los
mMRNAs se ha descrito como un aspecto importante de la regulacién de la
expresidn génica en todos los organismos, los mecanismos moleculares de

degradacién del RNA estdn relativamente poco explorados.

1. Degradacion de los mRNAs en eucariotas.

La vida media de los mRNAs viene marcada por sefales especificas que
determinan y aceleran el decaimiento individual de los mensajeros. Los mRNAs,
desde que se sintetizan en el ndcleo, forman complejos RNPs cuya composicion
proteica va cambiando vy, asi, protegen a la molécula de las ribonucleasas,
permiten su exportacion desde el nicleo y dictan su destino en el citoplasma.

En levaduras, organismo en el que mds se ha progresado en el estudio de la
degradacién de los mRNAs eucariotas, se han descrito mecanismos generales
de degradacion de los mRNAs (figura 4.1). La gran mayoria de los mensajeros
eucariotas comienzan su degradacidén por un mecanismo dependiente de la
desadenilacién del mRNA por la accién de distintas desadenilasas. Las enzimas
implicadas en la desadenilacidon de los mensajeros eucariotas se pueden
agrupar en 3 complejos enzimdticos diferentes (CCR4-NOT, PAN y PARN). Cada
complejo de desadenilasas parece tener preferencia por un tipo de complejo
MRNP vy la remodelacién de éstos alterard su susceptibilidad a las distintas

desadenilasas (Parker y Song, 2004). La accidén de las desadenilasas puede ser
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un proceso reversible ya que el extremo 3 se puede adenilar nuevamente vy el
MRNA pasar otra vez a la traduccidn en los polisomas (Garneau et al., 2007). La
via preferente de degradacién de los mensajeros, una vez acortada la cola
poliA, es la eliminacion de la caperuza en 57, por la enzima Dcpl-Dcp2,
exponiendo el extremo a la accién de la exonucleasa 5'>3" (XRN1) (Parker y
Song, 2004). La eliminacién de la proteccién del extremo 5° es un proceso
ireversible y, por tanto, altamente regulado. Existe otra ruta de degradacion,
tras la desadenilacién, que tiene lugar en sentido 3’5" y es llevada a cabo por
la accidén del exosoma. El exosoma es un complejo enzimdatico, con al menos 11
exonucleasas 3’2 57, que forman una estructura en anillo y se localiza tanto en
el nucleo como en el citoplasma. Este complejo funciona en distintas reacciones
de procesamiento del RNA en el nicleo y en la degradacion de los mRNAs
citosdlicos (Parker y Song, 2004). Estas dos vias de degradacién no son
mutuamente excluyentes aunque, actualmente, la contribucidon de cada uno
de estos mecanismo en el proceso global de degradacién de los mRNAs queda

por determinar (Garneau et al., 2007).
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Figura 4.1. Vias de degradacioén de los mRNAs eucariotas. Parker y Song, 2004.
In vivo se ha correlacionado la degradacion de los mensajeros desde el

extremo 5° con la entrada de los mismos en unas estructuras citoplasmdticas

denominadas grdnulos P, donde se localizan todas las enzimas implicadas en la
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degradaciéon 523" (proteinas DCP, XRN1...). Se ha observado que el tamano y
el nUmero de grdnulos P varian segun el flujo de mRNAs que entran en la via de
degradacién desde el extremo 5°. Parece que estos grdnulos P se ensamblan y
desensamblan segun las necesidades celulares de traduccion de los mRNAs o
de su degradacién (Garneau et al., 2007). Ademds de los grdnulos P, en
eucariotas superiores, se han identificado otros complejos RNP que presentan
algunos componentes y funciones comunes con los grdnulos P, como
almacenaje de mRNAs no traducidos (Eulalio et al., 2007). Bajo condiciones de
estrés celular se detiene la traduccién de algunos mRNAs y los polisomas se
dirigen a granulos de estrés, donde quedardn almacenados hasta que el estrés
se haya superado. Asi, los grdnulos de estrés son estructuras dindmicas vy
reversibles y contienen componentes implicados en la traduccion del mRNA
(factores de iniciacién y subunidades ribosomales 40S). La traduccién vy
degradacién localizada de mRNAs parece suponer un mecanismo fundamental
para alcanzar una distribucion asimétrica, tanto espacial como temporal, de los
componentes celulares (Eulalio et al., 2007).

También se han descrito dos mecanismos alternativos para la degradacion
de mRNAs aberrantes. Uno es el de degradaciéon mediada por codones sin
sentido, en la que la maquinaria que reconoce un coddn de parada prematuro
recluta a la maquinaria de eliminacién de la cabecera del mRNA, evitando el
paso de desadenilacion del mRNA (Mitchell y Tollervey, 2003). Si el mensajero es
defectuoso por la ausencia de un coddn de parada (degradacion mediada
por ausencia de coddn de parada) el mRNA en el citoplasma entra
directamente, sin sufrir proceso de desadenilacién, en la via de degradacion
del exosoma (van Hoof y Parker, 2002).

En levadura, un pequefo nimero de mRNAs son degradados por un
mecanismo mediado por endonucleasa especifica de secuencia. Esta via
parece ser mds importante en mamiferos, pudiendo constituir la via principal de
degradacién de los mRNAs en estos organismos. La degradacion se inicia con
un corte interno del MRNA el cual generard dos fragmentos, cada uno de ellos
con un extremo no protegido (Parker y Song, 2004). Estos fragmentos serdn
degradados por la exonucleasa 523" (XRN1) y via degradacién 3" >57, segun el

extremo desprotegido que presenten.
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2. Degradacion de mRNAs en procariotas.

Puesto que los cloroplastos de las algas verdes proceden de la endosimbiosis
primaria de una cianobacteria, una vision general de la degradacion de mRNAs
en procariotas podria contribuir a la comprensidon de los mecanismos implicados
en la estabilidad de los MRNAs en este orgdnulo.

Las caracteristicas que protegen a los mMRNAs procariotas de la degradacion
incluyen la presencia de una o mds estructuras secundarias en 5"y 3" y el sitio de
unién del ribosoma (RBS) (Emmory et al. 1992; Hambraeus et al. 2002). Estos
elementos comunes a todos los mensajeros son dianas para la unidn de
proteinas que constituyen una barrera fisica para el avance de las
ribonucleasas. La maquinaria responsable de la degradacién de los RNAs es
general y, d menos que un RNA esté correctamente protegido, serd diana para
las RNasas. La estabilidad de los transcritos es consecuencia de los elementos cis
especificos de cada transcrito que controlan la accesibilidad de las RNasas al
sitio en el cual pueden actuar para iniciar la degradacién. Esta proteccién
puede implicar la formacién de una estructura terciaria, el ensamblaje en una
RNP o la proteccién de los extremos (Deutscher, 2006).

El mecanismo de degradacién de RNAs en E. coli implica un atague
endonucleolitico del mRNA, la poliadenilacion en 3" de los fragmentos de RNA
resultantes y la degradacion exonucleolitica en sentido 3’5" de los fragmentos.
En bacterias, la presencia de una cola poliA en 3" se asocia a la degradacion
de los RNAs, ya que se requiere como punto de anclaje al extremo 3° de las
exorribonucleasas (Deutscher, 2006). La poliadenilacion en procariotas es un
proceso relativamente indiscriminado que puede tener lugar en los extremos 3°
de los RNAs (Sarkar, 1997).

Existen dos endorribonucleasas principales, la RNasa E y su homdloga la
RNasa G, implicadas en el proceso de degradacién de los mRNAs. Su actividad
es dependiente de la unidén al extremo 5 libre, preferentemente
monofosforilado, y cortan en RNA no esfructurado con segmentos ricos en AU
(Kushner, 2002). La RNasa E estd implicada en la degradacion de muchos
MRNAs formando parte del degradosoma y también participa en el
procesamiento de los rRNAs y tRNAs. Se une al extremo 5 y corta a cierta
distancia de éste, recorriendo el transcrito desde el extremo 5" en direccion

523" hasta alcanzar la secuencia de corte (Coburn y Mackie, 1999). Otras
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endorribonucleasas son la RNasa M, la RNasa |y la RNasa lll, que es la Unica
descrita que corta RNA de doble cadena, en el tallo de estructuras en horquilla.

Estd ampliamente aceptado que la primera enzima que inicia la
degradacién es la RNasa E aungue algunos autores plantean dudas sobre si
ésta es realmente la enzima que inicia la degradacién de los mRNAs. El
producto de corte de la RNasa E presenta extremos 5° monofosforilados, sin
embargo, los extremos 5" de la mayoria de los fragmentos de RNA observados
tienen extremos 5°OH. Es por ello por lo que algunos autores, como Cannistraro y
Kennell, proponen a la RNasa M como la principal endorribonucleasa que actia
en la degradacién de los mRNAs de E. coli. A pesar de que la RNasa M produce
extremos 5°OH y es una enzima de especificidad de sustrato mds general, sélo
se ha detectado en una cepa concreta de E. coli y se ha identificado como
una enzima periplasmdtica, por lo que no parece ser la enzima mds adecuada
para iniciar la degradacion de los mRNAs (Kushner, 2002).

En la degradacion de un mRNA en bacterias, fras el corte endonucleolitico
tiene lugar la poliadenilacion en 3" por la poliA polimerasa (PAP) del fragmento
resultante. Puesto que en E. coli no se ha descrito ninguna enzima exonucleasa
5> 37, todos los oligorribonucledtidos generados por cortes internos serdn
exclusivamente degradados exonucleoliticamente en direccién 3= 57, por la
accién de la polinucledtido fosforilasa (PNP) vy las exorribonucleasas RNasa Il y
RNAsa R. Las tres enzimas presentan in vivo funciones solapantes. Tras repetidos
ciclos de poliadenilacién y degradacion exonucleolitica los
oligorribonucledtidos  finales, demasiado cortos, serdn sustrato de una
oligorribonucleasa.

Se postula que la poliadenilacidn de mMRNAs para su degradacion tiene
lugar por dos enzimas distintas (PAP y PNP), de forma que, en ausencia de una
via de poliadenilacién funciona la ofra. La enzima PAP sintetiza colas poliAs
homogéneas, de longitudes entre 10 y 40 nucledtidos, compuestas Unicamente
por adeninas. Sélo un pequeno porcentaje de RNAs presentan colas poliA
heterogéneas, con residuos de C y U. Estas han sido sintetizadas por la
polinucledtido fosforilasa. In vitro la PNP de E. coli actia como polimerasa o
como fosfatasa en funcién del ratio ADP/Pi de su entorno (Yehudai-Resheff et
al., 2001; Mohanty y Kushner, 2000).
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En E. coli se ha descrifo un complejo RNP llamado degradosoma que
contiene todas aquellas enzimas implicadas en el proceso de degradacién de
los RNAs (Jain et al., 2002; Kushner, 2002). Es un complejo RNP formado por la
RNasa E, la PNP, una RNA helicasa que reconoce elementos DEAD de RNA
(RhIB), algun RNA pequeno y la enzima enolasa. La RhiB RNA helicasa eliminard
las estructuras secundarias preparando el sustrato para la accién de la PNP. No
se conoce cudl es la funcién de la enolasa en este complejo. Aunque el modelo
de degradacion de los mensajeros a fravés del degradosoma ha sido
ampliamente aceptado en la actualidad, se ha observado que en mutantes en
los cuales no se forma el degradosoma el proceso de degradacion de algunos
RNAs no se ve afectado, lo que plantea dudas sobre si el degradosoma es el
Unico mecanismo de degradacion de los RNAs en E. coli (Ow et al., 2000).

Estudios llevados a cabo en E. coli sobre los determinantes de la estabilidad
de los mRNAs indican que la presencia de una horquilla, cuya secuencia
concreta es relativamente poco importante, en el extremo 5" terminal de los
mensajeros procariotas prolonga su vida media in vivo. Ademds, la adicién de 5
nucledtidos libres en simple cadena en el mismo extiremo del mensajero es
suficiente para dirigir el mensajero a la via de la degradacién. Todo ello apunta
a que la unién de endorribonucleasas, como la RNasa E, requieren la
interaccién con el extremo 5" antes de cortar intfernamente en uno o mds
puntos distantes (Bouvet y Belasco, 1992; Emory et al., 1992). La dependencia
catalitica de la RNasa E por el extremo 5 de su sustrato podria proporcionar una
explicacién adecuada a la direcciondlidad de la degradacién de los
mensajeros (Mackie, 1998).

Se han propuesto mecanismos generales de regulacion de la degradacioén
de los mRNAs. En primer lugar, la sintesis de muchas de las proteinas implicadas
en la via de degradacién de los mRNAs estd bajo algin tipo de control
postranscripcional. Por ejemplo, la RNasa lll, la PNP y la RNasa E autorregulan su
propia sintesis en funcidén de la concentracién de la enzima. Ademds de esta
regulacion directa e individual, ofras proteinas estdn implicadas en el
mantenimiento de su abundancia. Por ejemplo, la RNasa lll regula la sintesis de
la PNP. Por Ultimo, la poliadenilacién también juega un papel importante en el
control de la capacidad degradativa de la célula. Cuando la concentracién

de fragmentos de RNAs poliadenilados es alta aumenta la capacidad de la
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RNasa E y PNP de unirse a estos fragmentos a la vez que aumenta su afinidad
por sus propios mensajeros generando una retroalimentacion positiva al
estabilizar sus transcritos y aumentar asi su traduccién (Kushner, 2002). La
longitud de las colas poliA y el porcentaje de Gs que contienen influyen en la

tasa de degradacién in vitro (Monde et al., 2000).
3. Ladegradacion de mRNAs en cloroplastos.

Aungue muchas caracteristicas del sistema de expresion génica
cloropldstica parecen procariotas existen diferencias significativas, que también
se observan en el mecanismo de degradacién del RNA, en parte debido a que
el metabolismo de los mensajeros plastidicos y las enzimas implicadas en él
estdn controlados por el ndcleo y regulados por la luz o el estado redox del
orgdnulo (Schuster et al., 1999). Mediante estudios llevados a cabo con
transcritos quiméricos y el andlisis de mutantes, se han determinado algunos
elementos de secuencia en mensajeros concretos, el papel fundamental que
juega la regién 5°UTR en la regulacion de la estabilidad de los mismos vy el efecto
de la regién 3°UTR en su vida media. También se han caracterizado algunas
proteinas implicadas en el sistema de degradacién pero, hasta la actualidad,
no se ha podido postular el mecanismo general de degradacién de los
mensajeros cloropldsticos, ni se ha caracterizado con detalle la maquinaria
enzimdtica implicada en este proceso.

En los cloroplastos se ha identificado una exonucleasa implicada en el
procesamiento del extremo 3" que presenta una alta homologia con la PNP
bacteriana. La enzima PNP cloropldstica no forma parte de un complejo como
el degradosoma, pero se ha encontrado formando homoligdmeros de
aproximadamente 600 kDa que presentan alta afinidad por secuencias de RNA
poliadeniladas. Esto supone una diferencia con el mecanismo de degradacién
de los mRNAs en E. coli (Baginsky et al., 2001).

Parece que el mecanismo de degradacién de mensajeros en el cloroplasto,
como en procariotas, se inicia con un corte endonucleolitico y que la
adenilacién del extremo 3” de esos fragmentos acelera la degradacién de los
oligorribonucledtidos in vitro (Hayes et al., 1999; Schuster et al., 1999). Se requiere
la adicién de la cola poliA a los productos del corte endonucleolitico para la

rédpida degradacién exonucleolitica por la PNP cloropldstica en sentido 3" >5°
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(Kudla et al., 1996; Lisitsky et al., 1997). Sin embargo, en los cloroplastos de
plantas superiores las colas poliA de los mensajeros son heterogéneas (70% de As
y 25% de Gs) y mds largas que las de bacterias (hasta 270 nucledtidos). Una
posible explicaciéon es la ausencia de la enzima PAP y la enzima que en su lugar
adenila los extremos 3" de los fragmentos de RNA es la PNP cloropldstica.
Unicamente en el cloroplasto del alga verde C. reinhardtii se han detectado
RNAs con colas poliA homogéneas y de longitudes similares a las de células
procariotas, entre 20-50 nt, indicando la posible existencia de una PAP en el
cloroplasto de esta alga. Los mecanismos de poliadenilacién (por la PNP) y
degradacién de RNAs (en ausencia de degradosoma) presentes en
cianobacterias y cloroplastos de plantas superiores son muy similares entre si
pero distintos a los de E. coli. Se ha postulado que representarian el sistema de
degradacién de RNA mds ancestral.

Oftra diferencia con procariotas es que, en el cloroplasto, se ha postulado la
existencia de una via de degradacién exonucleolitica en sentido 523", En el
cloroplasto de C. reinhardtii se han descrito evidencias que apoyan la existencia
de una actividad exonucleasa 5>3°. Drager y colaboradores (1999)
caracterizaron un mutante no fotosintético (F16) defectuoso en un proteina
nuclear, mcdl-1, lo que conduce a la inestabiidad de los transcritos
cloropldsticos del gen petD. Parece que la proteina MCD1-1 se une a la regién
5'UTR de petD impidiendo el avance de la exorribonucleasa 523" ya que la
ausencia de esta proteina, en el fondo genético del mutante, puede sustituirse
por la insercion de una cola de poliGs. Esta actividad exonucleasa ha sido
detectada en S. cerevisiae, en Trypanosoma brucei y en humanos, aunque no
en bacterias. Esto sugiere que, si esta exonucleasa 5> 3" estd presente en los
cloroplastos, ha sido adquirida desde el genoma del hospedador
endosimbidéntico (Drager et al., 1999b).

En el cloroplasto se ha sugerido que los mecanismos de regulacion de la
degradacién de los mMRNAs podrian estar mediados por distintos factores como
la concentracién de iones magnesio, la asociacién con RNPs o con los
ribosomas, que regularian la accesibilidad a los sitios de corte del RNA vy la
actividad tanto de la PNP, en la poliadenilacion, como de las ribonucleasas, en

la degradacion. Ademds, como el resto del metabolismo del cloroplasto, la
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degradacién de los MRNAs estd controlado por el ndcleo y regulado por la luz y

por el estado redox del orgdnulo (Hayes et al., 1999).
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Resultados.

1. ¢Afecta a la estabilidad de los transcritos en el cloroplasto la presencia de

nucledtidos extra libres en el extremo 5°?

La primera aproximacidén para estudiar el mecanismo molecular de la
degradacién de los mRNAs en el cloroplasto fue determinar si la presencia de
ribonucledtidos libres en el extremo 5° del mMRNA aumenta la susceptibilidad del
transcrito a la degradacién, como se ha demostrado en estudios previos en
E. coli (Bouvet y Belasco, 1992; Emory et al., 1992). Para ello, se analizd una serie
de genes quiméricos portadores de la regién lider de rbcL, que, sin alterar la
conformacion de la 5°'UTR enddgena de rbcl, contfiene nucledtidos exira
desapareados en su extremo 5°. Las modificaciones extienden en 1, 3, 4, 6 y 8
ribonucledtidos libres la 5°UTR (figura 4.2.A y B).

Con objeto de andlizar la estabilidad de estos transcritos se determind su
abundancia mediante Northern blot. Podemos observar que, en todos estos
casos, estos RNAs son suficientemente estables para que in vivo se acumulen en
cantidades detectables (figura 4.2.C). Se aprecia que la abundancia
detectada es menor cuando los nucledtidos libres desapareados superan los 4
nucledtidos. Parece que, como en E. coli, la adquisicibn de una cola en el
extremo 5" aumenta la susceptibilidad del transcrito a la degradacién, una vez

superada una longitud minima.
2. Determinacion del extremo 5” de los transcritos quiméricos.

Se ha postulado que, en el cloroplasto, existe una actividad exonucleasa
523" y que las estructuras secundarias en los extremos 5° de los transcritos
pueden tener la funcién de proteccidn frente a la degradacion. Puesto que los
transcritos modificados con nucledtidos extra en 5” son suficientemente estables
para ser analizados, a pesar de presentar un extremo 5° libre, se pretende
determinar qué ribonucledtido estd presente en la posicion 5° de los transcritos
acumulados (figura 4.2). Todos estos franscritos quiméricos analizados conservan
la misma estructura secundaria, necesaria para su estabilidad en las
condiciones de estudio, que el mensgjero enddgeno. En caso de existir esta

exonucleasa podria anclarse al extremo 5 libre y degradar Unicamente los
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A)
+1 +10 +20 +30 +40
c 5" AAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUARAUUAUAUUUCCGGAC.. 37
23 5" CAAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAARUUAUAUUUCCGGAC... 37
5 5" GCCARAUGUAUUUARAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC... 37
24 5" AGCCAAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUARAUUAUAUUUCCGGAC.. 3°
20 5  AAGAACCAAAUGUAUUUARAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.. 37

25 5" AGAAGAACAAAUGUAUUUAAAAUUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAUAUUUCCGGAC.. 3°
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Figura 4.2. Efecto de la adicién de nucleétidos extra en el extremo de la 5"UTR de rbclL
sobre la estabilidad de mRNAs quiméricos. A y B) Secuencias del extremo 5” de transcritos
quiméricos con nucledtidos extra en 5 (23, 5, 24, 20 y 25) y sus estructuras secundarias,
segun el programa de predicciones m-fold. C) Northern blot de estas construcciones
quiméricas. Para mds detalles figura 2.2.
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ribonucledtidos extra. Una vez alcanzado el framo de RNA de doble cadena de
la primera horquilla su actividad podria verse detenida debido al impedimento
fisico que esta estructura supone. En ese caso, los transcritos resultantes de la
actividad exonucleasa 523" presentardn en la posicibn +1 el mismo
ribonucledtido que el franscrito silvestre de rbclL, en lugar de los ribonucledtidos
extra. Este resultado corroboraria la presencia de una actividad exonucleasa

5'>3" en el cloroplasto (figura 4.3).

Para analizar el extremo 5° de los transcritos se procedid, en primer lugar, a
determinar la longitud de los cDNAs obtenidos mediante retrotranscriptasa (RT)
con un oligonucledtido especifico marcado con un fluoréforo (del mismo modo
gue en los andlisis de fragmentos amplificados de microsatélites) empleando un
secuenciador automdtico. El oligonucledtido empleado para realizar la RT se
sitba en la posicidon 146 del gen uidA, por lo que la longitud esperada, para un
cDNA obtenido sobre el franscrito del gen quimérico control, serd de 303
nucledtidos (157 nucledtidos de rbclL + 146 nucledtidos de la regidén codificante
del gen uidA). Se analizaron los transcritos quiméricos con 1, 3, 6 y 8 nucledtidos
extra en 57, esperando, por tanto, fragmentos de cDNA de 304, 306, 309 y 311
nucledtidos, respectivamente, si mantuviera los ribonucledtidos extra del
extremo 5°. En la tabla 4.1 se muestran los resultados obtenidos para cada
transformante analizado mediante esta aproximacion. En todos los casos se
obtienen varios fragmentos del mismo tamano, aunque la intensidad de
fluorescencia de los distintos fragmentos senala diferencias en cuanto a su

abundancia.
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Figura 4.3. Aproximacién para la determinacién del extremo 5  de los transcritos
quiméricos.

La utilizacion de este método para identificar los fragmentos de cDNA
quiméricos presenta dos problemas: el primero es que para cada franscrito
quimérico aparece mds de un tamano de cDNA y el segundo, y mds
importante, que ninguno de los fragmentos presenta un tamano que concuerde
con el tamano esperado. El sistema de asignacion de los fragmentos
detectados, en nuestro caso, parece que no determina correctamente los
tamanos de los fragmentos de cDNA vy, por tanto, este sistema de deteccién de
fragmentos de cDNA, en las condiciones utilizadas, no es adecuado para el

objetivo de nuestro estudio.
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Longitud en nucleétidos de los fragmentos identificados

172.75 218.84 328.03 339.98 427 444.0 463.09
Control 2935 303 173 109 [} 2299 176
23 12604 2453 1009 651 517 2441 1141
5 3270 480 233 157 132 828 271
20 3707 1035 414 276 224 728 370
25 5428 670 344 185 147 2811 294

Tabla 4.1. Analisis de fragmentos, marcados con un fluoréforo, obtenidos al realizar una RT
sobre distintos RNAs quiméricos con nucledétidos extra en el extremo de la 5"UTR. Para
cada transcrito quimérico se especifica la intensidad de fluorescencia detectada en los
distintos fragmentos identificados. La intensidad de fluorescencia serd directamente
proporcional a la cantidad de cDNA de un tamano dado.

Por ello, se decidid determinar el extremo 5" de los franscritos mediante el
sistema tradicional de extensidn del cebador. Comparando la movilidad de
cada cDNA con la reaccién de secuenciacién del mismo gen se puede
conocer el tamano exacto de cada cDNA y qué nucledtido ocupa la posicién
+1 del cDNA. Para este experimento se emplearon cDNAs obtenidos de los
fransformantes con 3 y 6 nucledtidos extra. Los resultados obtenidos se
representan en la figura 4.4.

En la autorradiografia se observa la reaccién de secuenciacion, las 4
primeras carreras, y las muestras de cDNA marcadas radiactivamente. Se ha
utilizado como control del tamano del cDNA del transformante control +157,
que contiene la 5°UTR de rbcL y el principio de la regién codificante hasta el
nucledtido +157. El resultado con el cDNA conftrol, en el que se observa una
banda mayoritaria, indica que no hay procesamiento del extremo 5° del mRNA
de rbclL. En el caso de las muestras de los transformantes 5 y 20 se observa que
el tamano del fragmento de cDNA observado es 3 y é nucledtidos mayor,
respectivamente, que la muestra control +157. Esto indica que en la posicién 5°
de los transcritos quiméricos se mantienen los nucledtidos extra del RNA molde

de la RT. Los resultados también indican que durante la sintesis de cDNA la RT no
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debe de tener ningun problema importante de parada, ya que la banda mds

intensa en todos los casos se localiza en la posicidn +1 del cDNA.

T GC C5 20

Figura 4.4. Experimento de extensidon del cebador utilizando mRNAs quiméricos con
nucledtidos extra libres en el extremo 5°. Las carreras del 1 al 4 corresponden a las
distintas reacciones de secuenciacién: A, T, G y C. Para la realizacion de la RT se empled
un oligonucledtido localizado al principio de la regidon codificante del gen reportero
uidA (desde el nucledtido 111 hasta el 131). La carrera C corresponde al cDNA del
contfrol (+157), mientras que las carreras 5 y 20 corresponden a cDNA de los

fransformantes con 3y 6 ribonucledtidos extra, respectivamente.

Asi pues, estos resultados indican que los transcritos con nucledtidos libres en
5" que han sido molde para la RT no han estado sujetos a ninguna actividad
enzimdtica que elimine los ribonucledtidos que quedan fuera de la estructura en

horquilla de la 5°UTR.
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Discusion.

1. Elextremo 5’ libre aumenta la inestabilidad de los transcritos cloroplasticos.

Los transcritos cloropldsticos presentan, en la regién 5°UTR, elementos que
regulan y gobiernan su estabilidad. Esto, sumado al pequeno papel asignado a
la 3'UTR en el control de este proceso y a las evidencias que proponen la
existencia de una actividad exonucleasa 523" en el cloroplasto de C.
reinhardtii (Drager et al., 1999b) apoyan la idea de que la degradacién de los
transcritos cloropldsticos se inicia por el extremo 5°.

En E. coli se ha puesto de manifiesto la importancia del extremo 5" en la
degradacién de los RNAs al comprobar que la presencia de ribonucledtidos
libres en este extremo del mRNA aumenta su inestabilidad (Bouvet y Belasco,
1992; Emory et al., 1992). Los resultados aqui presentados apuntan a una
situacién similar en el cloroplasto. La presencia de ribonucledtidos libres extra en
la posicidon 5 de la regidn lider de rbcl, que normalmente forma parte de una
estructura secundaria, disminuye la estabilidad del franscrito. Estos resultados se
ven apoyados por otros complementarios llevados a cabo recientemente en la
Universidad de Oslo por el Dr. Uwe Klein (comunicacién personal) que muestran
que la adicion de 15 y 20 nucledtidos extra en el exiremo 5  reducen la
cantidad de franscrito hasta al 1%, comparado con la del control. Estos datos
confirman la importancia del papel del extremo 5° de la molécula en la
estabilidad de los mensgjeros y que este extremo es la diana para el
reconocimiento de la maquinaria de degradacién, aunque queda la duda de si
la enzima participante es una exorribonucleasa 523" o una endorribonucleasa
dependiente del extremo 57, como se ha descrito en bacterias.

Como ya se ha comentado anteriormente, las variaciones de abundancia
entre distintos transcritos quiméricos pueden ser debidas a una diferencia en el
porcentaje de homoplasmicidad entfre los transformantes. Todos los
fransformantes analizados se escogieron con, al menos, una homoplasmicidad
del 80%. Por tanto, la cantidad de transcritos observada cuando éstos tienen 4,
6 y 8 nucledtidos extras indican que éstos presentan su estabilidad reducida al
compararlos con el control y con los transformantes portadores de 1 y 3

nucledtidos extra. Las pequenas diferencias observadas entre las cantidades de
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transcritos de 23 y 5 podrian ser debidas al nUmero de copias de genomas
quiméricos y silvestres en el cloroplasto de cada transformante.

El hecho de que la abundancia de transcritos se vea afectada podria
indicar que los ribonucledtidos libres en 5 en los transcritos son diana de la
maquinaria de degradacién. Ofra posible causa del aumento de inestabilidad
podria ser que, a partir de cierto niUmero de nucledtidos extra, se altere el
plegamiento de la primera horquilla in vivo, aunque el programa de prediccién
de estructuras secundarias no contemple esta opcién. En ese caso, la proteina
trans que media la estabilidad del transcrito, podria no reconocer el elemento
cis y el tfranscrito resultante perderia su proteccién frente a la maquinaria de

degradacion.
2. Determinacion del extremo 5° de los RNAs.

Se ha propuesto un sistema alternativo para determinar el extremo 5° de los
RNAs, sin emplear radiactividad ni aumentar el nUmero de copias por PCR. El
sistema falla a la hora de asignar y determinar los tamanos de los fragmentos de
los cDNAs. En primer lugar, se observa mds de un fragmento de cDNA en cada
transcrito. Esto podria deberse a que la RT detenga la sintesis de cDNA en algin
punto por la presencia de alguna estructura secundaria fuerte que no quede
desnaturalizada o por alguna secuencia en particular que afecte a su actividad
y le obligue a detenerse. Mediante el sistema fradicional de extensién del
cebador no se observan bandas de tamanos inferiores que puedan ser debidas
a esta causa. El problema fundamental reside en que ningun tamafo
detectado corresponde al tamano del transcrito esperado si la RT llegara hasta
el extremo 5° del RNA desde la posicion de apareamiento del oligonucledtido
especifico empleado. Ademds, se observan fragmentos de tamano mucho
mayor al esperado cuyo origen resulta dificil de explicar. Por lo tanto, el sistema
falla a la hora de asignar y determinar los tamanos de los fragmentos de los
cDNAs. La Unica diferencia entre este sistema y el empleado para realizar el
andlisis de fragmentos de microsatélites consiste en que el producto marcado
con el fluoréforo que se inyecta en el secuenciador es, en un caso, DNA de
simple cadena, mientras que en el Ultimo es DNA de doble cadena (dsDNA). Los
marcadores internos del secuenciador con los que se compara y calcula el

tamano de los fragmentos de cDNA también son moléculas de dsDNA. Asi pues,
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aungue las muestras estén tratadas antes de ser separadas en la electroforesis
para que estén desnaturalizadas, puede que el comportamiento electroforético
de los dos tipos de moléculas no sea el mismo, por lo que los tamanos asignados

no se ajustan al tamano real de los fragmentos.
3. Mecanismo de degradacion de los transcritos cloroplasticos.

El andlisis de los transcritos quiméricos con ribonucledtidos libres podria servir
para apoyar la existencia de la actividad exonucleasa 523" postulada en el
cloroplasto de Chlamydomonas. Los transcritos detectados podrian presentar
en el extremo 5 los ribonucledtidos extras incorporados al gen quimérico o el
mismo exiremo que el transcrito control, si esta enzima hubiera actuado sobre
este extremo y la estructura secundaria de esta region hubiera bloqueado su
avance evitando su degradacién completa. Los resultados obtenidos no han
servido para apoyar la actividad de esta enzima. El hecho de que los transcritos
conserven los ribonucledtidos extras indica que, o la actividad exonucleasa
523" no ha actuado sobre ellos, porque el fragmento de ribonucledtidos libres
no es lo suficientemente largo como para que la enzima se una a este extremo,
o que la enzima ha degradado completamente los transcritos y Unicamente
podemos ver la poblacién de franscritos quiméricos que no han sido sustrato de
la enzima. También podria ser que no exista esta actividad exonucleasa 523"
en el cloroplasto, como ocurre en E. coli, y el inicio de la degradacion de los
franscritos tenga lugar por la actividad de una endonucleasa, como ya se ha
sugerido (Gruissem, 1989).

Como ya se ha descrito anteriormente, debe de existir una proteina que
reconozca la conformacién y secuencia de la 5°UTR interaccionando con el
elemento cis de la 5°UTR de rbcL (Anthonisen et al., 2001). Una caracteristica
distintiva del extremo 5 de la molécula de RNA es la presencia de, al menos, un
grupo fosfato libre. Debido a la importancia de este extremo en la degradacion,
el reconocimiento de este grupo podria ser clave en este proceso. Los datos
apuntan a que el extremo 5" de la molécula debe de ser reconocido para
iniciarse la degradacién. El mecanismo de degradacién de los transcritos
cloropldsticos podria ser resultado de la competencia, en este caso entre la
unién del factor trans y de la exo o endorribonucleasa por reconocimiento de

5. El extremo 5 de los transcritos silvestres quedaria resguardado por la
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interaccién del factor trans, lo que protegeria al RNA de la degradacion,
gobernando su estabilidad. Esta proteina podria requerir para su union ademds
de la interaccién con el elemento de estabilidad el reconocimiento del grupo
fosfato del extremo 5°. En los transcritos quiméricos, los ribonucledtidos
desapareados en el extremo 5" podrian ser blanco de unidén de una exo o una
endonucleasa dependiente del extremo 5°. La presencia de la proteina de
proteccién supondrd una barrera fisica que dificultard espacialmente la unién y
reconocimiento de la ribonucleasa. Esta situacion podria tener lugar en las
construcciones 23 y 5, en las que el aumento de pocos ribonucledtidos en 5° no
favorece, en especial, el anclaje de la RNasa. Por ello, la abundancia de estos
transcritos no se ve alterada en comparacién con la del control. En cambio, en
las construcciones en las que hay mds ribonucledtidos libres, al alejar el extremo
5" de la proteccién ofrecida por la estructura secundaria y por la unién del
factor trans, los transcritos son susceptibles de ser atacados por la maquinaria
ribonucleolitica. Cuando la extensidn en el transcrito es de 6-8 ribonucledtidos, la
RNasa puede anclarse con mds facilidad, y ain mds si las extensiones son de 15-
20 ribonucledtidos. En estos casos, el factor trans no interacciona con el fosfato
terminal, ya que queda alejado del entorno adecuado para esta unién, lo que
hard que su interaccion sea mds débil, facilitando la degradacién de los
transcritos por la accién de la ribonucleasa en sentido 5°'>3".

La presencia de una estructura secundaria en la 5°UTR del mRNA de rbclL,
que incluye el extremo 5° de la molécula y que forma parte de la diana
reconocida por la proteina que lo estabiliza, podria ser la causa de su gran
estabilidad (23 horas en oscuridad) en comparacién con otfros mensajeros
cloropldsticos y con los de bacterias, en general, en los que el extremo 5 queda

mds expuesto a la maquinaria de degradacién.
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10.

11.

En el inicio de la regién 5° UTR del mRNA de rbcL no parece existir ningin
elemento del promotor ya que ni la secuencia de esta regidén ni la
distancia entre el promotor bdsico y el putativo promotor son esenciales
para la correcta expresidon del transcrito quimérico.

Cambios de la 5°'UTR de rbcl en la secuencia entre +1 y +36 en
transcritos quiméricos pueden afectar a la estabilidad de los transcritos,
acelerando su velocidad de degradacién mds de 50 veces.

Algunas modificaciones de la 5’UTR hacen a los franscritos tan inestables
gue no permiten medir la velocidad de transcripcidn, por lo que resulta
aconsejable contemplar la estabilidad en los ensayos de velocidad de
transcripcioén.

La presencia de una estructura secundaria en el extremo 5° del mRNA
de rbcl es esencial para la estabilidad de los tfranscritos.

La secuencia, la forma y el tamano de la primera horquilla no es
determinante para la estabilidad de los tfranscritos.

La estructura secundaria del extremo 5° per se no determina la
estabilidad de los transcritos, su funcién es mediar el plegamiento del
elemento de estabiidad en una conformacion especifica. Este
plegamiento particular es el requisito real para la estabilidad de los
transcritos de rbclL.

La segunda estructura secundaria de la 5°UTR de los transcritos de rbclL
no juega un papel relevante en la estabilidad.

Se ha detectado in vivo la formacién de aductos RNA-proteinas en
transcritos portadores de la 5°UTR de rbclL.

Entre las proteinas identificadas formando parte de estos aductos
especificos se pueden sefalar PDI, RB38, la subunidad grande de la
Rubisco, 14.3.3 y gIr3844 como proteinas que pudieran estar
relacionadas con la regulacion de la estabilidad del mRNA de rbcl.

Las proteinas PDI y RB38 se unen, tanto in vivo como in vitro, a la regién
5’UTR del mRNA de rbcl.

La presencia de ribonucledtidos extra en el extremo 5° del mensajero

aumentan la inestabilidad de los transcritos en el cloroplasto.
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Medios de cultivo y cepas de Chlamydomonas reinhardtii utilizadas.

La cepa mutante deficiente en atpB, CC-373 (au-uc-2-21), de
Chlamydomonas reinhardtii se obtuvo del Chlamydomonas Genetics Center en
Duke University, NC, USA y se Uutiliz& como cepa receptora de todos los
transgenes creados y analizadas. Las células del mutante no fotosintético
CC-373, sensibles a la luz, se crecieron en agitacién en erlenmeyers con 70 ml de
medio salino HS (Sueoka, 1960) suplementado con acetato potdsico (2.5 g/l)
(HSHA), con luz tenue (= 0.05 pmol/s.m?) a 27° C. El cultivo se mantuvo en
crecimiento durante dos semanas, diluyéndolo cada dos dias. Antes de la
transformacion por biolistica se inoculd un cultivo de HSHA de 500 ml en un
erlenmeyer de 2 | que se crecié durante 48 h.

Los transformantes fotosintéticos se crecieron en 200 ml de medio salino, HS
(Sueoka, 1960), en un bano a 32° C con intensidad luminosa alta (50 umol/s m2)
y en- fotoperiodos de 12 horas luz - 12 horas oscuridad. Los cultivos se agitaron
mediante burbujeo con aire enriquecido con CO:2 al 2%. Estos cullivos se
crecieron diluyéndolos diariamente hasta que el cultivo alcanzd una densidad
celular de, al menos, 2x108 células/ml. La densidad celular se determind a partir
de una dlicuota del cultivo en la que se fijaron las células empleando
formaldehido al 0.37% y se contaron usando un hemocitémetro Neubauer.

Todas las cepas utilizadas y los mutantes generados se mantienen en el
laboratorio en placas de medio de cultivo HS o HSHA con Bacto-agar 15 g/l
(Difco).

1. Modificaciones de la 5"UTR del mRNA de rbcL de Chlamydomonas

reinhardtii.

La regidon 5° del gen rbcl usada en la mayoria de las construcciones se
extiende desde la posicidon -70 a la posicidn +157, en relacidén con el inicio de la
transcripciéon. Este fragmento incluye: el promotor del gen rbcL, la 5°'UTR y una
porcién de la regidon codificante del gen que contfiene una secuencia
activadora de la tfranscripcidn alrededor de la posicidn +126 (Klein et al., 1994).
Esta region estd fusionada al gen reportero uidA (GUS) y clonado en pBlueScript
y este vector se denomindé +157. Para la clonacién de la bateria de
modificaciones se emplearon, inicialmente, las dianas de restriccidn existentes

en la secuencia original del extremo 5° del transcrito, Swal y BspEl, +1 y +40
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respectivamente. Para las modificaciones en la segunda parte de la 5°UTR se
realizd una mutagénesis dirigida sobre +157 con objeto de infroducir un nuevo
sitio de restricciéon, Eco47lll, alrededor de la posicidén +1. Estas modificaciones se
inserfaron utilizando las dianas BspEl y Eco47lll (figura M1). Todas las

modificaciones de la 5°UTR se llevaron a cabo sobre este pldsmido.

A) Promotor+ 5°UTR + 47 pb de regién codificante de rbcl
-70 +1 +157
uidA (GUS)
Swal
Xhol BspEI Xbal
quﬂn

B) b +10 20 +30 +40 +50 +40 +70

STAAAUGUAUUUAAAAHUUUUCAACAAUUUUUAAAUUAVAUULCCCGGACAGAUUAUUUUAGGAUCGUCAAAAGAAL

+80 +50

UVACAUUUVAUUUAUAUAAAGCGCA..3'

Figura M1. Plasmido +157. A. Se muestran las dianas de restriccion empleadas para las
clonaciones. B. Secuencia del extremo 5° del gen quimérico. En azul el elemento
estabilizante previamente descrito (Anthonisen et al., 2001). Los sitios de restriccidon
mostrados indican los exfremos de los fragmentos que se reemplazaron en las
modificaciones.

1.1 Modificaciones en la primera estructura secundaria de la 5"UTR.

Se emplearon oligonucledtidos complementarios, de Isogen Life Science,
que sustituian el fragmento de la 5°'UTR comprendido entre las posiciones +1 y
+38 y regeneraban los sitios de reconocimiento de Swal y BspEl. En la tabla M.1
se detallan las parejas de oligonucledtidos utilizadas para modificar la primera
parte de la 5°UTR.

Nombre Oligonucledétidos
1 57 CTGCATGCGTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”
57 CCGGAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTACGCATGCAG3”
2 57 AAATGTATTAGTGCATGCTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”
57 CCGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGGCATGCACTAAATACATTT3”
3 57 AAATGTATTTAAAATTTTAGTGCATGCTTTAAATTATATTT3”
57 CCGGAAATATAATTTAAAGCATGCAGTAAATTTTAAATACATTT3”
4 57 AAATGTATTTAAAATTTTTCAACAATTAGTGCATGCTATTT3”
57 CCGGAAATAGCATGCACTAATTGTTGAAAAATTTTAAATACATTTGC3”
5 57 GCCAAATGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”
57 CCGGAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATACATTTGGC3”
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Nombre ‘ \ Oligonucledtidos
6 57 GCGCGAAATGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”

57 CCGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATACATTTCGCGC3”™
7 57 AAATGCGCCCGGGGCCCCCTGGTGGCCCCCGGGCCGTATTT3”

57 CCGGAAATACGGCCCGGGGGCCACCAGGGGGCCCCGGGCGCATTT3”
8 57 AAATTATTAAATTTTTAACAACTTTTTAAAATTTATGATTT3”

57 CCGGAAATCATAAATTTTAAAAAGTTGTTAAAAATTTAATACATTT3”
9 57 AAATGCGCCCGGGGTTTTTCAACAATCCCCGGGCCGTATTT3”

57 CCGGAAATACGGCCCGGGGATTGTTGAAAAACCCCGGCGCATTTT3”
10 57 AAATGCGCCCGGGGCCCTTCAACGGCCCCCGGGCCGTATTT3”

57 CCGGAAATACGGCCCGGGGGCCGTTGAAGGGCCCCGGGCGCATTT3”
11 57 AAATGCATGCAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”

57 CCGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTGCATGCATTT3”
12 57 AAATGTATTTAAAAGCATGCAACAATTTTTAAATTATATTT3”

57 CGGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGCATGCTTTTAAATACATTT3”
13 57 AAATGTATTAGTGCATGCTCAATCAAGCACTAATTATATTT3”

57 CGGGAAATATAATTAGTGCTTGATTGAGCATGCACTAATACATTT3”
14 57 AAATGCGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATCGCTATTT3”

57 CCGGAAATAGCGTAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATACCGCATTT3”
15 57 AAATGTATTTACAAA) TTTTTCAACAATT (TTT)AAATTATATTT3”

57 CCGGAAATATAATTT (AAA)AATTGTTGAAAAA(TTT) TAAATACATTT3”
16 57 AAATGATCCCCTCGAGGGGATCATTT3"

57 CCGGAAATGATCCCCTCGAGGGGATCATTT3”
17 5 TTTAGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATTAAAS”™

57 CCGGTTTAATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATACTAAA3”
18 57 (AA)ATGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”

57 CCGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATACAT(TT)3”
19 57 TCCGGAAATGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”

57 CCGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATACATTTCCGGA3”
20 57 AAGAACAAATGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”

57 CCGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATACATTTGTTCTT3”
23 57 CAAATGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”

57 CCGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATACATTTG3”
24 57 AGCCAAATGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”

57 CCGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATAATTTGGCT3”
25 57 AGAAGAACAAATGTATTTAAAATTTTTCAACAATTTTTAAATTATATTT3”

57 CCGGAAATATAATTTAAAAATTGTTGAAAAATTTTAAATACATTTGTTCTTCT3”

Tabla M1. Parejas de oligonucleétidos con las modificaciones realizadas en la primera
estructura en horquilla de la 5°UTR. En cada pareja de oligonucledtidos se ha
marcado en rojo los cambios realizados con respecto a la secuencia silvestre del gen,
en verde los nucledtidos afadidos al extremo 5° de la secuencia silvestre, en azul los
que se han eliminado, en rosa los que se han anadido infernamente en la secuencia y
en morado la secuencia que ha sido invertida.
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1.2 Modificaciones en la segunda estructura secundaria de la 5"UTR.

Con objeto de poder modificar la segunda estructura secundaria de la
5'UTR se empled el pldsmido +157 (figura M.1) para realizar sobre él una
mutagénesis dirigida. Se utilizd el kit QuickChange Site-Directed Mutagénesis
(Strategene) segun las instrucciones del fabricante, para generar una diana de
restriccién para Eco4/Ill en la posicion +91 de la 5°UTR (ATG GTT >AGC GCT) con

los siguientes oligonucledtidos complementarios:

SP6 5~ > 57 CATTTATTTATATAAAGCGCTCCACAAACAGAAACT 3~
SP6 3" > 57 AGTTTCTGTTTGTGGAGCGCTTTATATAAATAAATG 37

La mutagénesis se llevd a cabo mediante 16 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizacién a 94° C, 1 minuto a 53° C y 12 minutos de sintesis a 68° C,

precedidos por 1 minuto de desnaturalizaciéon a 94° C.

Se emplearon oligonucledtidos complementarios (Isogen Life Science) que
sustituian el fragmento de la 5'UTR comprendido entre las posiciones +39 y +91
de la 5°UTR y regeneraban los sitios de reconocimiento de BspEl y Eco47Ill.

Los oligonucledtidos empleados para estas clonaciones se especifican en la
tabla M.2:

Nombre Oligonucleétidos

21 57 CCGGACTAGCATGCAATTACGATGTCAAAAGAAGTTACATTTATTATATAAAGC3”
5" GCTTTATATAATAAATGTAACTTCTTTTGACTTCGTAATTGCATGCTTGT3”

22 57 CCGGACACGCATGCAATTTGCGGTCAAAAGAAGTTACATTTATTATATAAAGC3”
5 GCTTTATATAATAAATGTAACTTCTTTTGACCGCAAATTGCATGCGTGT3”

Tabla M.2. Parejas de oligonucleétidos con las modificaciones realizadas en la
segunda estructura en horquilla de la 5"UTR. Detalles en la tabla M.1.

1.3 Determinacion de las estructuras secundarias de la 5"UTR.

La estructura nativa del extremo 5 del franscrito del gen rbcL de
C. reinhardtii se determind en un ftrabgjo previo mediante el método de
alguilacién con DMS (Anthonisen et al., 2001). La estructura determinada
experimentalmente es idéntica a la estructura predicha por la version 3.0 del

programa m-fold (Zuker, 2003). Las estructuras secundarias mostradas en este
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frabajo son las estructuras que se predicen por el servidor del programa m-fold
en la pdgina del Burnet Institute (http://mfold.burnet.edu.au/) utilizando una
temperatura de 32° C. En todos los casos, excepto para las consfrucciones 4 y
20, se obtuvo sélo un plegamiento para la 5°UTR con el algoritmo resultante del
programa m-fold. Para las construcciones 4 y 20 se han usado los plegamientos

resultantes mds probables, aquellos con menor energia libre.
1.4 Clonacion de las modificaciones de la 5"UTR en pBlueScript.

Se disenaron parejas de oligonucledtidos complementarios desde +1 hasta +
41 con las distintas modificaciones a analizar y se clonaron en el pldsmido +157
(figura M.1). Se hibridaron las distintas parejas de oligonucleétidos en 50 ul, a una
concentracion final de 12.5 uM y a temperatura ambiente, durante 15 minutos
previamente desnaturalizadas durante 2 minutos a 100° C en un bano seco.
Posteriormente se fosforilaron los extremos 5 de las parejas con la enzima PNK
(Fermentas) en el tampdn comercial correspondiente, a 37° C durante 1 h. Se
purificaron las parejas de oligonucledtidos en un gel de agarosa al 1.3% seguido
de una columna de afinidad (GFX PCR DNA and Gel Purification kit, Amersham
Biosciences) segun el manual del producto. Se cuantificé la concentracién de
oligonucledtidos recuperada mediante fluorescencia con un sistema
DyNAQuant 200 (Hoefer).

Para la clonaciéon de las modificaciones de la primera horquilla se prepard el
pldsmido +157 digiriéndolo con Swal y BspEl (New England Biolabs) o se digiri¢ el
pldsmido +157 con BspEl y Eco47Ill para las modificaciones de la segunda parte
de la 5°UTR. Se purificaron en un gel de agarosa al 1% y con el kit anteriormente
descrito. La ligacion se llevd a cabo con la DNA-Ligasa T4 (3u/ul) (Promegal)

durante 4 horas a 16° C y 30 minutos a temperatura ambiente.

1.5 Clonacién de las modificaciones en el vector de transformacion

cloroplastica.

Cada modificacién realizada sobre el pldsmido +157, +157*, se digirié con
Xhol y Xbal y este inserto se clond en el vector de transformacién del cloroplasto
de C. reinhardtii pCrc32, derivado de pUC18, (Blowers et al., 1993a) previamente
digerido con Xhol y Xbal. En todos los casos los fragmentos resultantes de la
digestion se purificaron como se describe en el apartado anterior. Esta

construccion final presentard el gen quimérico completo ya que pCrc32 aporta
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la 3'UTR de psbA, conteniendo las secuencias minimas necesarias para
expresarse en el cloroplasto. Ademds el gen quimérico queda flanqueado por
dos regiones cloropldsticas de = 2 Kb que dirigirdn su insercién mediante
recombinacién homdloga entre parte del gen atpB y la regién IR. La insercion
de este fragmento en el genoma cloropldstico complementa la mutacion del
gen atpB en el mutante CC-373 (figura M.2)(Blowers et al., 1989). La ligacién se

realizé como se ha descrito previamente.

‘ Genoma cloropldstico del

mutante CC373

Plasmido pCrc32

Genoma cloroplastico con gen quimérico

Figura M.2. Recombinacion homoéloga del vector de transformacion pCrc32 y el genoma
cloroplastico de CC-373.

1.6 Analisis de las clonaciones realizadas.

1.6.a. Transformacion de Escherichia coli.

En todos los casos los pldsmidos obtenidos, +157* y pCrc32*, se clonaron en
Escherichia coli (TB1) para su mantenimiento, manipulaciéon y almacenaje. Se
empled el método de CaClz (seccidon 1.8.1. de Ausube et al., 1995) para hacer a
las células competentes para la transformacion. Las células se incubaron con el
pldsmido durante 30 minutos en hielo y a continuaciéon se sometieron a un

choque térmico (90 segundos a 42° C) vy, tras dejar recuperar las células 5
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minutos en hielo, se crecieron durante una hora en medio de cultivo LB (seccidn
1.1.2 de Ausube et al., 1995) a 37° C y en rotaciéon. Se plaquearon en un medio
de LBA (ampicilina a concentracién final de 50 pg/ml) y se crecieron durante
toda la noche a 37° C en la estufa. Las células transformantes se mantuvieron en

forma de glicerinados (glicerol al 12.5%) a -80° C.
2.6.b. Extraccion de DNA plasmidico.

Después de cada ligacion se hizo un rastreo de transformantes positivos
realizando una extraccién de DNA plasmidico a pequena escala. Puesto que
todas las clonaciones se realizaron sobre un pldsmido con un inserto, sobre +157,
no se pudo utilizar la seleccion mediante lacZ que presentan los pldsmidos
comerciales empleados. El rastreo se realizd mediante andlisis de restriccion de
DNA plasmidico a partir de 1.5 ml de cultivo mediante el método por lisis
alcalina (seccidn 1.6.1 de Ausube et al., 1995). La comprobacién se llevd a cabo
utilizando las enzimas de restriccion Swal y/o BspEl, Xbal y/o Xhol y, en algunos
casos, algunas enzimas de restriccion con dianas introducidas en la
modificaciéon. De cada construccién se realizd una extraccion de DNA
plasmidico preparativa. Estas extracciones se realizaron partiendo de cultivos de
50 ml de LBA. Se empled el método extraccion de lisis alcalina seguido de una
purificacién mediante gradiente de CsCl (seccién 1.7.6 de Ausube et al., 1995)
o, alternativamente, se empled un kit de extraccion de DNA plasmidico a gran
escala (Perfectprep Plasmid Maxi, Eppendorf) segin las instrucciones de la casa
comercial. En todos los casos, se cuantificd el DNA midiendo la absorbancia a
260 nm. Las construcciones finales, en pCrc32, se secuenciaron en el Servei de
SeqUenciacié de la Universitat de Valéncia (S.CS.LE), previaomente a la

fransformacién de C. reinhardtii.

2. Transformacion del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii por biolistica.

2.1 Preparacion del mutante CC-373.

Se emplearon cultivos del mutante CC-373 crecidos como se describe en el
apartado 1. Se recogieron las células de 500 ml de cultivo (2500g, 5 minutos) y se
resuspendieron en 500 ul de HSHA. Se diluyeron 4 veces con medio HSHA 0.01%
Bacto-agar en un blogue seco a 42° C y se extendieron sobre medio HSHA-agar

en placas petri de 5.2 cm de didmetro formando un fino lecho de células. Estas
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células se guardaron a temperatura ambiente y en oscuridad, al menos durante
4 horas, hasta el momento de disparar con el fin de secar el medio con baja

concentracién de agar.
2.2 Preparacion de los microproyectiles.

La transformacion del cloroplasto de C. reinhardtii se realizd mediante
bombardeo de microproyectiles de oro de 0.6 um de didmetro (Microcarrier 0.6
Micron Gold, Bio-Rad). Se esterilizaron 30 mg de proyectiles lavdndolos 3 veces
con 500 pl de etanol absoluto (1000 g, 1T minuto) y dejdndolos finalmente

resuspendidos en 500 ul de etanol absoluto.
2.3 Biolistica.

Cada plasmido pCrc32* se precipitd sobre los microproyectiles. A 50 ul de
suspension de microproyectiles estériles se anadid, en este orden y en continua
agitacion, 5 ug de DNA (1ug/ul), 50 pyl de CaCl2 2.5 M y 20 ul de espermidina
0.1M. La mezcla se agitd 3 minutos y, a continuacion, se lavé dos veces con 250
pl de etanol 100% (1000 g, 10 segundos). Finalmente se resuspendieron en 50 pl
de etanol 100%. Se ufilizaron 10 yl de proyectiles por disparo y placa. Se
realizaron 3 réplicas por construccioén.

Se utilizd el sistema de bombardeo PDS-1000/He (Bio-Rad) con discos de
ruptura (Ruptura disc 1350 psi, Bio-Rad) fijando la presion de la bala de He a
1550 psi. Las placas de tfransformacién se colocaron a una distancia fija de 12

cm entre el macrosoporte que contiene los microproyectiles y las células.
2.4 Seleccion de los transformantes fotosintéticos.

Tras los disparos se guardaron las placas a temperatura ambiente y en
oscuridad. 24 horas después, se recogieron las células de las placas de
transformacién con 400 ul de medio HS y se pasaron a placas de medio HS agar.
Se colocaron las placas a temperatura ambiente iniciaimente bajo luz de
infensidad baja (=0.05 umol/s m?) y paulatinamente se fue aumentando esta
infensidad (= 50 ymol/s m2). Al cabo de 2-4 semanas aparecieron colonias de
células transformantes que se recuperaron pasdndolas a nuevas placas de

medio sdlido HS.
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3. Analisis de transformantes fotosintéticos.

3.1 Extraccién de DNA de Chlamydomonas reinhardtii.

Se partié de 35 ml de cultivo de células de C. reinhardtii de una densidad de
2-5x10¢ células/ml. Se recogieron las células por centrifugaciéon (2500 g, 5
minutos). Se resuspendieron en 750 ul de tampdn de extraccion (Tris-HCI 100 mM
pH 8, EDTA 50 mM, NaCl 0.5 M, B-mercaptoetanol 10 mM). Se anadieron 50 ul de
SDS 21% y se incubaron a 65° C durante 15 minutos. Tras la lisis se dejé enfriar a
temperatura ambiente y se anadieron 750 ul de fenol saturado a pH 7. Se lavd
con fenol:.cloroformo:isoamilico (25:24:1) dos veces y una Ultima con
cloroformo:isoamilico (24:1). La fase acuosa se precipité con igual volumen de
isopropanol a temperatura ambiente. Se recogieron los dcidos nucleicos
centrifugando a baja velocidad (1200 g, 5 minutos) y se resuspendieron en 90 ul
de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM). Se digirié el RNA con 10 ug de RNasa
(1 mg/ml) durante 1 hora a 37° C. El DNA se precipité con NaAc 0.3 M y dos
volumenes de etanol al 96%. Se lavd con etanol 70% vy se resuspendidé en 20 ul de
agua estéril. El DNA gendmico se cuantificé utilizando fluorometria con un
sistema DyNA Quant 200 (Hoefer).

3.2 Extraccion de RNA de Chlamydomonas reinhardtii.

Se partié de 35 ml de cultivo de células de una densidad aproximada de
2-5x10¢ células/ml. Se tomaron muestras a 11 horas de oscuridad y a 1 hora de
encenderse la luz. La extraccién de la muestra de oscuridad se mantuvo en
oscuridad hasta que se inicid la lisis celular. Se recogieron las células por
centrifugacién, y se resuspendieron en 1.5 ml de tampdn de extraccidon de RNA
(Tris-HCI 200 mM pH 8, EDTA 10 mM, NaCl 0.6 M, SDS 1.2%), se adicionaron 150 pl
de inhibidor de RNAsas 200 mM (Vanadil Ribonucleosid, New England Biolabs) vy
se afadieron 2 ml de fenol, equilibrado a pH 8, precalentado a 65° C. Se incubd
a 65° C durante 15 minutos. Se homogeneizd la mezcla cada cierto tiempo
para evitar la separacién en dos fases. Después de atemperar la muestra se
anadié 1 ml de cloroformo:isoamilico (24:1), se homogeneizd y se centrifugd
(6000g, 5 minutos). Se redlizd un lavado mds con fenol:cloroformo:isoamilico
(25:24:1) y uno final con cloroformo:isoamilico (24:1). Los d&cidos nucleicos se
precipitaron con isopropanol y NaAc 0.3M durante 3 horas a -20° C. Se

centrifugd (17000g, 15 minutos) vy, tras lavar con etanol al 70% la muestra, se
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resuspendid en 300 yl de agua con DEPC (0.1%). Se procedié a precipitar
selectivamente el RNA incubando la muestra 2 horas en hielo con LiCl 2M. Se
recogié el RNA (12000 g, 15 minutos) y el sedimento se resuspendié en 100 ul de
agua con DEPC (0.1%), utilizando 10 ul para cuantificar en el espectrofotémetro.
El resto de la muestra se precipitd y se resuspendid en todos los casos a una

concentracién final de 2 ug/ul.
4. Deteccién de acidos nucleicos:

4.1 Sondas radiactivas de GUS y atpB.

El molde de la sonda de GUS corresponde al gen uidA (GUS), 1.9 Kb,
clonado en el vector pBI221 vy liberado de éste digiriéndolo con Sacl y Xbal. El
molde de la sonda de atpB es un fragmento de 700 pb de la regién codificante
del gen, clonado en pUC7 con EcoRV y Hpal. El fragmento de la sonda se liberd
del vector mediante digestién con EcoRlI.

Las sondas se marcaron radiactivamente. Se desnaturalizaron 120 ng de
DNA molde en 12.5 ul de agua (95° C, 2 minutos). A la reaccién se adicionaron 2
ul de dNTPs (ATP, GTP y TTP 20 mM) y 2.5 pl de dCTP [032P], 1 unidad de
fragmento Klenow de la RNA polimerasa | (Roche) y hexanucledtidos al azar
(Hexanucleotides Buffer 10X, Roche) como cebadores. La mezcla se incubd a
37° C durante 3 horas.

4.2 Hibridacion.

Tanto la prehibridacién como la hibridacién se llevaron a cabo en tubos de
cristal a 65° C y en constante rotacién, en la solucidon de hibridacién D (tfampdn
fosfato sdédico 0.5M, EDTA 1 mM, BSA 1% y SDS 7%). La hibridacion de las
membranas se llevé a cabo con 1.5 ml de tampdn de hibridaciéon D y 0.75 ul de
sonda por cm? de membrana. La sonda se desnaturalizé previamente a 100°C
durante 5 minutos. Se eliminaron los restos de sonda radiactiva unida de forma
inespecifica lavando 2 veces 5 minutos, con tampdn de lavado D1 (tampdn
fosfato sédico 40 mM, EDTA TmM y SDS 5%) vy 6 lavados de 5 minutos y uno final
de 20 minutos con tampdn de lavado D2 (tampdn fosfato sédico 40 mM, EDTA
ITmM y SDS 1%). Todos los lavados se llevaron a cabo a 65° C. La membrana se
expuso, normalmente durante una noche a -80° C, a una pelicula de
autorradiografia, BioMax MS Film, KODAK, en un casete preparado para este fin

(HypercassetteTM Amersham Bioscience).
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4.2.a.Slot blot.

Se desnaturalizé 1 ug de DNA de los transformantes con 3 pl de NaOH en un
volumen final de 50 pl a 65° C durante 45 min. Se montd el sistema Bio-Dot® SF
(Bio-Rad) con una membrana de nylon cargada positivamente (Zeta-probe
membrane blotting, Bio-Rad) equilibrada con SSC 10X. Cada ranura se lavé con
200 ul de SSC 10X, y a continuacion se pasd el DNA desnaturalizado en SSC 10X
en un volumen final de 100 pl. Finalmente se lavé con 200 pl de SSC 10X. Se
entrecruzd el DNA a la membrana por exposicion a radiacion UV de 30 mJ, GS
Gene Linker Chamber (Bio-Rad).

4.2.b. Southern blot.

Sélo se analizaron por Southern blot aquellos transformantes que dieron
positivo en la hibridaciéon de la membrana del Slot blot. Se digirié 1 ug de DNA
de los transformantes positivos con 5 unidades de Kpnl y Hindlll (Roche) a 37° C
durante 1 hora y 30 minutos. Se aumentd el volumen final para afadir 5
unidades mds de enzimas y se incubd nuevamente. El producto de la digestion
se separd en un gel de agarosa al 1%. Las muestras se transfiieron por
capilaridad con un sistema humedo como el que se describe en la seccién 2.9.1
de Ausube et al., 1995) empleando como tampdn de transferencia NaOH 0,4M
o, alternativamente, SSC 10X durante mds de 12 horas a una membrana de
nylon (Zeta-probe membrane blotting, Bio-Rad). Se fijo el DNA a la membrana
mediante radiacién con luz UV.

El cloroplasto presenta un nUmero variable, 50 a 80, de copias de su
genoma. Mediante la transformacion por biolistica el gen heterdlogo
infroducido puede insertarse en mayor o menor nUmero de genomas. Se dice
que el cloroplasto es homopldsmico para un gen cuando éste estd presente en
todas las copias gendmicas. En el caso de C. reinhardtii, por extensién, se habla
de células transformantes homopldsmicas o heteropldsmicas para un gen, ya
que sélo posee un cloroplasto. Para el estudio se escogieron aqguellos
transformantes fotosintéticos que presenten, al menos, en el 80% de los genomas
el gen quimérico. Este andlisis se utlizé para determinar el grado de
homoplasmicidad de los transformantes. Empleando una  sonda
correspondiente a la zona de insercidn del transgen (gen atpB) se pueden

detectar dos bandas de distinto tamano, segun se haya insertado el transgen o
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no en un genoma (figura M.3). La banda inferior corresponde a los genomas sin
inserto. Ese fragmento resultante de la digestién presenta un tamano molecular
de 2.761 Kb (Banda 1). La banda 2, de 5.16 Kb, contiene el gen quimérico. El
transformante serd mds homopldsmico cuanto mds enriquecida esté la banda
superior en proporcion con la inferior. El tamano de las bandas marcadas
especificamente en la hibridacion se determiné utilizando el marcador de pesos
moleculares (1 Kb Plus DNA Ladder, Roche).

Xhol Xbal
‘TR bl 157p6] UidAL 7K
______ +18 E—

Kpnl Kpnl |
Hinall

728 939 Ak

Southern blot
1 2
B) banda I, 5221 pb

e — : > —
banda ll, 2741 pb

Figura M.3. Insercién del transgen en el genoma cloroplastico de C. reinhardtii. A)
Esquema de la recombinacién homdloga en el genoma de C. reinhardetii. B) Fragmentos
de restriccion obtenidos en el Southern blot y bandas obtenidas tras la hibridacién con la
sonda especifica.

6. Northern blot y molde de la sonda GUS.

El RNA se separd en un gel de agarosa al 1.2% utilizando como tampdn
de electroforesis MOPS al 1X con formaldehido 2.2 M. Las muestras, 6 ug de RNA,
se prepararon con formaldehido 2.2 M, tampdn MOPS al 1X, bromuro de etidio a
concentracion final de 20 ug/ml y formamida al 50%. Tras incubar las muestras 15
minutos a 65° C y 5 minutos en hielo se cargaron en el gel con tampdn de carga
1X (50% glicerol, 1 mM EDTA, 0.25% azul de bromofenol y 0.25% de xilencianol.
Toda el agua utilizada para el gel de RNA fue tratada con DEPC (0.1%). La

electroforesis se desarrolldé durante 3 horas a 60 V.
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Se transfirid el RNA del gel a una membrana de nylon como la empleada
en la transferencia de DNA. Se empled un sistema de transferencia hUmedo con
SSC 10 X & NaOH 50 mM. En el primer caso, la transferencia tuvo lugar durante
toda la noche y, en el segundo, durante al menos 4 horas. Independientemente
del tampdn empleado, se inmovilizé el RNA a la membrana irradidndola con luz

UV. La hibridacién se llevé a cabo como se describe en el apartado M5.2.
7. Determinacion de la velocidad de transcripcion in vivo.

Las células se crecieron en un medio HS con baja concentracion de fosfato
(medio I: K2HPO4 0.005 g/I, KH2PO4 0.005 g/l y HEPES 10mM) en fotoperiodo de 12
horas luz y 12 horas oscuridad, al menos durante 3 dias. Se recogieron (2000g, 5
minutos) 4x108 células al final del periodo de oscuridad y se resuspendieron en 20
ml de medio Il (idéntico al medio | pero sin fosfato). Tras 5 minutos en agitacién
en un erlenmeyer de 250 ml se adicionaron 800 uCi a3?P (tiempo 0). El cultivo se
mantuvo en oscuridad y agitacién. Se tomaron dos muestras sucesivas a los 10-
15 y 20-30 minutos, respectivamente. Cada muestra se diluyé con 20 ml de
medio HS frio y se recogieron las células (4000g, 5 minutos a 4° C) para proceder
a una extraccion de RNA total, como en el apartado 5.2. Para estimar la
velocidad de incorporacion del fosfato radiactivo se realizdé un Slot blot, como
se describe en el apartado 5.2.a, con 1 ug de distintas sondas especificas (uidA,
rbcL, atpB y pUCI18). Cada sonda se hibridd, respectivamente, con 10 ug de
RNA total de cada muestra. La cantidad de cada sonda empleada supone un
exceso respecto al RNA especifico en las muestras. La hibridacion se realizd
durante 72h a 65° C como se describe en el apartado de 5.3. Las tasas
especificas de transcripcidén se cuantificaron por andlisis de imagen con el
programa 1-D (Kodak Digital Science, Rochester, N.Y.) y la sefal del transcrito
quimérico se normalizd con la sefal del gen enddgeno rbcl y teniendo en

cuenta la longitud de cada gen.
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8. Rastreo de factores trans in vivo con unién a la 5"UTR mediante retardo en
gely MS/MS.
8.1 Construccion del gen quimérico para el ensayo de retardo de

movilidad electroforética.

Para el ensayo de retardo en gel se requiere un franscrito menor de 400 nt,
para lo que se cred un nuevo gen quimérico, GUS146 (figura M.4). Para su
construccion se realizé una PCR utilizando de molde el pldsmido MU7 (Salvador
et al., 1993a) que contiene 160 pb del promotor y la 5°UTR del gen rbcL y el gen

uidA clonado en pauta de lectura.

Promotor + Regidn 5'UTR rbcL

=70 +1 +90
—»> | 146 pb uidA (GUS) 3'UTR rbcl 122pb |

Xhol Swal BspEl Xbal

Figura M.4. Esquema de la construccién GUS146 para el ensayo de retardo en gel in vivo. El
transcrito resultante contiene, aproximadamente, 350 ribonucledtidos de longitud.

Los oligonucledtidos empleados para la PCR fueron:

GUS146-5" > 5° TCTATGCTCGAGTGATAA3”

Este oligonucledtido hibrida desde la posicién 1021 del gen rbcL y en esa
posicion hay una diana de restriccién para Xhol.

GUS146-3"> 5~ CCGGCTTTCTTCTAGAGCGCTTTC3”

Este oligonucledtido hibrida desde la posicién 146 del gen uidA y en el se
infrodujo un sitio de restriccién para Xbal (TGTAAC - TCTAGA).

La amplificacion se llevé a cabo mediante 30 ciclos de 1 minuto de
desnaturalizacién a 94° C, 1 minuto de unidn de los oligonucledtidos a 55° C y 1
minuto de extensidn a 72° C, precedidos por 5 minutos de desnaturalizacion a

94° C y seguidos de un tiempo de extensiéon final a 72° C. Se empled para la
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reaccién 100 ng de DNA de MU7, 1.5 unidades de Taq polimerasa (EcoTagq DNA
polymerasa, Ecogen) con tampdn comercial 1X, MgCI2 1.5 mM, dNTPs 1 mM. El
fragmento de 308 pb obtenido se purificd de un gel de agarosa al 1.5% seguido
de una columna de purificacion (GFX PCR DNA and Gel Purification kit,
Amersham Biosciences). Se cuantificd la concentracién del producto de PCR
recuperado mediante fluorescencia con un sistema DyNAQuant 200 (Hoefer). Se
clond en un pldsmido comercial Qiagen PCR Cloning Kit siguiendo el manual de
instrucciones y empleando células competentes preparadas en el laboratorio y
el protocolo de fransformacién anteriormente descrito. Este pldsmido clonado se
denomind pDrive7-146. A partir de este punto se traté el pldsmido como el de las
construcciones +157*. La clonacién final para la transformacién del cloroplasto
se realizd, en este caso, en ofro vector de fransformacién de C. reinhardtii,
pCrc34, semejante al pldsmido anteriormente descrito pero con la 3’UTR de
rbcL, que es de menor longitud que la de psaB.

Se infrodujo de forma estable en el genoma cloropldstico y se selecciond un
fransformante homopldsmico. Se comprobd la estabilidad del transcrito de
estudio mediante una extraccién de RNA y un Northern blot como el
anteriormente descrito. Este RNA se empled como conftrol del famano del RNA
libre en los ensayos de retardo en gel.

Para la obtencién de los complejos in vivo se ha adaptado a C. reinhardtii el
protocolo descrito en (Daros y Flores, 2002):

8.2 Irradiacion de las células con luz UV.

Se partidé de 3.6x108 de células, de la cepa silvestre y del fransformante
GUS 146, crecidas en condiciones fotoautotréficas y tomadas al final del periodo
de oscuridad, trabajando en estas condiciones hasta la lisis celular. Las células
se recogieron (2500 g, 5 minutos) y se resuspendieron en 3 ml de medio HS. Se
colocaron en una placa Petri de cristal de 5 cm de didmetro sobre un lecho de
hielo. Las células se irradiaron durante 15 minutos con luz UV de 254 nm md&xima
y una energia de 318 mJ a una distancia de 10 cm desde la fuente de
iradiaciéon (GS Gene Linker UV Chamber, BIO-RAD).

Se recogieron las células (2500 g, 5 minutos) y se resuspendieron en 3 ml de
tampdn A (Tris-HCI 0.1 M pH 9.0, 2-Bmercaptoetanol 0.1 M, EDTA 10 mM, urea 5 M
y NaCl 0.1 M). Todas las soluciones que contenian urea fueron preparadas en el

momento de uso.
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8.3 Lisis celular y obtencién de aductos.

Se rompieron las células mediante sonicacién empleando una punta de 3,7
mm de didmetro (Vibra Cell, Sonics & Materials). Se sonicd en hielo hasta
comprobar que todas las células estaban rotas. Se clarificaron los extractos por
centrifugacion (12000 g, 15 minutos). Se calculd el volumen de extracto
obtenido para llevar las soluciones a una concentracién de urea 8 My NaCl 1
M en un volumen final de 4-4.5 ml. A partir de este punto se trabajé siempre a
10° C o a temperatura ambiente para evitar la precipitacion de la urea. Se
mantuvo en agitacién aproximadamente 1 hora para asegurar la completa
disolucién de la urea y la sal. Se centrifugd (12000 g, 30 minutos a 10° C) para
recoger los grandes complejos proteicos que han precipitado al llevarlo a NaCl
1 M. El extracto se filtiré a través de nylon con un tamano de poro de 54 um.

Se recogid el sobrenadante y se fenolizd usando el mismo volumen de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) equilibrado a pH 8.5. Se agité la mezcla
durante 5 minutos y se separaron las fases por centrifugacion (12000 g, 15
minutos). Se elimind la fase acuosa vy la fase orgdnica, dejando exclusivamente
la interfase en el tubo. Esta se resuspendié exhaustivamente con 3 ml de tampén
B (tampdn A con 8 M urea y 1 M NaCl). La fenolizacién se repitié dos veces mds
del mismo modo. Si la inferfase era muy grande y arrastraba mucho fenol se
realizd un lavado final con cloroformoisoamilico (24:1). Finalmente se
resuspendid la interfase en 3 ml de tampdn B y se precipitd con, al menos, 1
volumen de isopropanol durante toda la noche a 4° C. El precipitado se recogid
(12000 g, 30 minutos a 10° C) vy se traté como un sedimento de dcidos nucleicos.
Se resuspendid en 100 pl de tampdn O (Tris-HCI 25 mM pH 9, NaCl 25 mM, EDTA 1
MM, 2-Bmercaptoetanol 10 mM y urea 8M) vigorosamente con el vortex ya que
es bastante insoluble.

Se emplearon columnas comerciales de afinidad de dcidos nucleicos (Tip-
20, Qiagen) para enriquecer la muestra en complejos de RNA vy eliminar los
complejos de DNA-proteinas y los grandes complejos proteicos arrastrados con
la interfase. La columna se equilibré con 2 ml de tampdn 0 (Tris-HCI 0.1 M pH 7,
NaCl 0.25 M, urea 8 M, EDTA 10 mM, 2-Bmercaptoetanol 0.1 M, Nonidet P-40 1%).
La muestra, homogenezada con 400 ul de tampdn 0, se aplicd y se lavd con 6
ml de tampdn 6. La muestra se eluyd con 2 ml de tampdn (Tris-HCI 0.1 M, pH 9,

NaCl 1.5 M, urea 8 M). La muestra purificada se precipité durante toda la noche
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a 4° C con 1 volumen de isopropanol y NoAc 0.3M y 15 ul de Glycoblue
(Ambion). El precipitado se recogid centrifugando (12000 g, 15 minutos) y se
traté como un sedimento de dcidos nucleicos, resuspendiéndolo finalmente en
50 yl de tampdn 0 o, alternativamente, directamente en el tampdn de carga en

el gel.

8.4 Anadlisis de los complejos RNA-proteinas.

8.4.a. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes.

La fraccidn rica en complejos se separd en un gel PAGE 5% urea 8M en TBE
al 1X. Como tampdén de carga se empled formamida al 94.5%, Tris-HCl 10 mM,
EDTA 1 mM, 0.025% azul bromofenol y 0.025% xilencianol. La electroforesis se
desarrollé a voltaje constante, 200 V, durante 4 horas. Posteriormente se tind con

bromuro de etidio para su visualizacién con luz UV.
8.4.b. Northern blot.

Las muestras se fransfirieron a una membrana de nylon neutra (Hybond-N,
Amersham Biosciences) utilizando un sistema de electrotransferencia (Milliblot-
SDE System, Millipore). El tampdn de electrotransferencia usado es Tris 25 mM/
Glicina 192 mM vy la transferencia se llevd a cabo a amperaje constante por cm?2
de membrana. Los dcidos nucleicos se fijaron a la membrana por radiacién con
luz UV.

La prehibridacion y la hibridacién se llevaron a cabo a 65° C con tampdn de
hibridacién R (formamida 50%, SSC 0.25X, Ficoll 1%, PVP 1% y SDS 10%). La sonda
empleada en la hibridacién se describe a continuacién. La membrana se lavo,
tras la hibridacién durante al menos 12 horas, 3 veces con tampdn de lavado R1
(SSC 2X y SDS 0.1%) durante 20 minutos a temperafura ambiente y 1 vez con
tampdn de lavado R2 (SSC 0.1X y SDS 0.1%) a 55° C. La membrana se expuso a
una autorradiografia como se describe en el apartado 5.2.a.

8.4.c. Sonda RNA146.

Como sonda se utilizd el RNA antisentido de los primeros 146 nucledtidos de
la ORF del gen uidA. Se clond en pBlueScript un fragmento amplificado por PCR
utilizando como molde el plasmido MU31, que difiere de MU7 por contener los
primeros 157 nucledtidos del gen rbcL. Sobre este molde se llevd a cabo una

amplificacién con los cebadores descritos en el apartado 7.1 y en las mismas
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condiciones. El amplificado se clond tras digerir el fragmento amplificado y el
pldsmido con Xhol y Xbal. Se obtuvo el RNA antisentido marcado
radiactivamente con a32P por transcripcion in vitro linearizando el pldsmido con

EcoRl (figura M.5).

Promotor + 5UTR

rbel Codificante rbel
4 [ b
70 0+ +90 +157
AUG
m 45 b i (60
Xhol Swal EcoRl Xbal
3 5

sonda RNA 146

Figura M.5. Esquema del vector de la transcripcion de la sonda RNA146. La sonda es la

cadena RNA- de la secuencia de 146 nt de GUS del transcrito.

La reaccién de marcaje se llevd a cabo empleando 3-5 pl de [a32P] TTP (800
Ci/mmol), MP Biomedicals, 1 ul de RNA polimerasa T3 (MEGAscript High Yield
Transcription Kit, Ambion) 1ul de inhibidor de RNAsa (Roche) y tampdn de
reaccion 1X (ATP, CTP y GTP 2 mM, Tris-HCI 160 mM pH 8, MgCI2 24 mM, DTT 40
MM, espermidina 8 mM) incubdndolo durante 2 horas a 37° C. La sonda se
purificd usando una columna de exclusion molecular Sephadex G-50 (Mini Quick
Spin Columns, Qiagen) siguiendo las instrucciones del manual del producto. La
sonda se cuantificd en un contador de centelleo liquido empleando 2 ul de la
misma contando las com en 5 ml de liquido de centelleo (Cocktail 22 for liquid
scintillation, Formascint, Scharlau). En la hibridacion se emplearon de 1-5 x 10¢ de

cpm en 5 ml de tampdn de hibridacion-RNA.
8.4.d. Digestion con proteinasa K.

La muestra de complejos RNA-proteinas se mezcld con 20 ug de proteinasak
en 100 yl de tampdn de digestidén (Tris-HCI pH 8 10 mM, EDTA 5 mM y 2-B-
mercaptoetanol TmM y SDS 0.5 %). Se incubd a 42° C 30 minutos y a

continuacién a 55° C ofros 30 min. El RNA se recuperd precipitando con 2
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volumenes de etanol 96% y NaAc 0.3 M. La muestra se precipitd, se lavd vy se
secd como si se fratara de una muestra de dcidos nucleicos. Se resuspendié en

50 uyl de tampdn 0 6, alternativamente, directamente en el tampdn de carga de

gel.

8.4.e. Analisis de las proteinas por MS/MS.

Se llevd a cabo una electroforesis preparativa en gel desnaturalizante segun
las condiciones senaladas en el apartado 7.3. Como material de partida se
utilizaron 4.3x10? de células por carrera electroforética. Los aductos se
obtuvieron y purificaron como se senalan en el apartado 7.2, minimizando las
contaminaciones de proteinas externas a la muestra. Todo el material estaba
estéril y las soluciones se prepararon con agua miliQ estéril y en el momento de
uso. Para el control negativo de la secuenciacion se emplearon células silvestres
y para la muestra problema células del transformante GUS146. Parte de este gel
se destind a realizar un Northern blot, empleando una muestra de GUS146 y un
control de RNA, para defterminar exactamente en qué posicidon del gel
quedaba la banda del retardo de RNA. Las ofras muestras del mismo gel se
filetearon con un bisturi en bandas de 1 mm de ancho y se guardaron en fijador
(8% dcido acético y 46% metanol) a 4° C hasta tener el resultado de la
hibridacién y conocer qué bandas contenian el retardo de RNA en la muestra
GUS146 y la equivalente a la muestra control negativo. De esta Ultima, se tomé
una banda mayor de gel para subsanar posibles errores de medida en la
determinacién de la banda y asegurar que, al menos, se escogidé el mismo
fondo proteico.

La secuenciacion de la banda de aductos RNA-proteinas se llevd a cabo en
el Servicio de Protedmica del Centro de Investigaciones del Principe Felipe,
Valencia. Lievaron a cabo una digestion con tripsina de las proteinas. Realizaron
un andlisis de los fragmentos peptidicos mediante un andilisis por espectrometria
de masas con un nano LC-MS (QSTAR XL, ABI). Emplearon el algoritmo de
bUsqueda MASCOT para identificar los fragmentos tripticos en las bases de
datos.

Los confroles realizados por el servicio incluyen un control de digestién
(digestion en paralelo de una banda de 125 ng de BSA) y un control de

contaminantes (la inclusion de una alicuota de gel en blanco y un pocillo sin

143 -



Material y métodos

gel). Los espectrdbmetros de masas se calibran antes de cada andlisis y la
calidad de los espectros obtenidos se comprueba visualmente. La sensibilidad

de los andlisis se evalia mediante la identificacién de 200 fmoles de mioglobina.

9. Comprobacion in vitro de la unién de las proteinas RB38 y PDI a la 5"UTR de
rbcL.
9.1 Expresiony purificacion in vitro de RB38 y PDI.

Los vectores de expresidn pET23a con la secuencia de RB38 y PDI de
C. reinhardtii, fueron cedidos por S.P. Mayfield (Department of Cell Biology,
Scripps Research Institute, La Jolla, California) y permiten obtener las proteinas
con una cola de 6 histidinas. Se utilizaron 100 ng de estos vectores para
tfransformar células competentes de la cepa BL21 (DE3) plLys de E. coli. Las
células competentes y la transformacién se realizaron segin el protocolo
previamente descrito.

Partiendo de 3 ml de precultivo en LBA, se inocularon 100 ml de LBA con 25
pg/ml de cloranfenicol. El cultivo se incubd a 37° C en agitacién hasta alcanzar
una ODeoo de 0.4-0.6. Se indujo la expresidon de las proteinas con la adicidon de
IPTG a una concentracién final de 1 mM, creciendo las células a 37° C durante 6
horas y 15 minutos. Se recogieron las células (8000g. 5 minutos) en tubos de 50 ml
estériles, se lavaron en agua estéril destilada y el sedimento se guardd a -80° C.
Los sedimentos se resuspendieron en 1.2 ml de tampdn de interaccion (NaCl 300
MM, tampdn fosfato sédico 50 mM (pH 7.2), imidazol 10 mM, pH final 8.0). Las
células se sonicaron en hielo 5 veces 30 segundos y la muestra se clarificd por
centrifugacién (15000g, 20 minutos). Las proteinas se purificaron mediante una
resina de cromatografia de Ni-NTA Hys (Novagen). Se prepard la resina
lavéndola dos veces con 1.6 ml de tampdn de interacciéon. Se incubd el
extracto proteico con 400 pl de resina durante 1 hora a 4° C en agitacion. La
elucion de las proteinas se llevdé a cabo en columna; se lavaron con 30
volumenes de tampdn de interaccién y 20 volumenes de tampdn de lavado
(NaCl 300 mM, tampdn fosfato sddico 50 mM (pH 7.2), imidazol 20 mM, pH final
8.0). La eluciéon de las proteinas se llevd a cabo con 7.5 volUmenes de tampdn
de elucion (NaCl 300 mM, tampdn fosfato sddico 50 mM (pH 7.2), imidazol 250
mM, pH final 8.0). Se redlizé un seguimiento de las proteinas eluidas en

fracciones de 500 pl midiendo la A2go. Las fracciones con mayor concentraciéon
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de proteinas se juntaron y conservaron a -80°C. Se comprobd la calidad de la
purificacién mediante un gel SDS-PAGE al 10% con un pregel al 4% tenido con
Coomassie. La electroforesis se desarrolld 30 minutos a 70V y Th y 30 minutos a
100V. Las muestras se dializaron frente a un tampdn de didlisis (tampdn Tris HCI
20 mM, KAc 100 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 2 mM, glicerol 20%) a 4° C durante toda
la noche. Se cuantificaron las proteinas mediante el método Bradford, se
hicieron alicuotas de 50 ul y se conservaron a -80° C.
9.2 Obtencion de la 5"UTR de rbcl para el ensayo de interaccion in vitro.
La obtencidon de la 5°UTR sin modificaciones en su extremo 5 requirid
previaomente la modificacion del vector de expresidon pSPé64 (Promegal).
9.2.a. Mutagénesis del promotor SP6 en un vector poliA, SP64.

La sintesis in vitro de un RNA especifico que reUna determinadas
caracteristicas de secuencia en el extremo 5 requiere la modificacién de
cualquier promotor habitual de los vectores de franscripcion. La RNA polimerasa
SP6 reconoce el promotor ATITAGGTGACACTATAGAAGNG y comienza la
sintesis del franscrito desde la base marcada en rojo en el promotor. La
necesidad de mantener inalterados los ribonucledtidos del extremo 5° de los
transcritos requirid, en primer lugar, realizar una mutagénesis dirigida de este
promotor para comprobar el efecto que el cambio del promotor, por el que
corresponde a la posicidn +1 de la 5°UTR, tiene en la tasa de transcripcién. Sobre
un pldsmido pSPé4 polyA (Promega) se realizé una mutagénesis dirigida (kit
QuickChange Site-Directed Mutagenesis, Strategene). Se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos complementarios que incluyen la mutacién puntual (G>A):

- Promotor SP64 5" > 5 ATTTAGGTGACACTATAAAATGT3”

- Promotor SP64 3" > 57 ACATTTTATAGTGTCACCTAAAT3”

Se ha marcado la mutacién y se ha subrayado la secuencia minima del
promotor. La mutagénesis se llevd a cabo mediante 16 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizaciéon a 94° C, 1 minuto a 53° C y 12 minutos de sintesis a 68° C,
precedidos por 1 minuto de desnaturalizacién a 94° C. El pldsmido mutado se
empled para comprobar la eficiencia de la transcripcién desde este nuevo
promotor. La tasa de transcripcidon se ve afectada por la mutaciéon realizada
pero es lo suficienfemente alta como para obtener transcritos para realizar

experimentos in vitro.
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9.2.b. Modificacion de la secuencia de policlonaje y clonaciéon de la
57UTR en un vector SP64poliA.

Se introdujo un sitio de restricciéon Swal delante del promotor de SPé y se
reemplazd el promotor y la secuencia de policlonaje por una secuencia de
policlonaje menor (Swal, BspEl, ECORV y Sacl), empleando dos oligonucledtidos
complementarios entre si.

SP6*-5" > 5" AAATTCCGGAGATATCGAGCT 3’

SP6*-3"> 3 CGATATCTCCGGAATTT 37

En el pldsmido resultante se clond la 5°UTR de rbcl. Utilizando los sitios BspEl y
EcoRV se infrodujo la secuencia desde +41->+90, empleando oligonucledtidos
complementarios, como se describe en 2.4. Sobre el pldsmido resultante se
clond la regién +1>+41, usando la misma estrategia anterior, empleando los
sitios de restriccion Swal-BspEl. En este caso los oligonucledtidos insertados
incluyen el promotor de SPé6 delante de +1.

9.2.c. Transcripcion in vitro de la region 5°UTR de rbcL.

Se transcribid in vitro, desde el promotor de SPé mutado, la regién 5°UTR de
rbcL segun el manual de instrucciones de la casa comercial. En un volumen final
de 20 pl se utilizd 1 ug de DNA molde y 3-5 ul de [a32P] UTP (800 Ci/mmol), MP
Biomedicals, 1 yl de RNA polimerasa SPé (MEGAscript High Yield Transcription Kit,
Ambion) con 10 unidades de inhibidor de RNasa (RNasaOTT Recombinant RNasa
Inhibitor, Invitrogene), dNTPS (ATP, CTP, UTP y GTP 2 mM, ) y tampdn de reacciéon
1X (TrissHCl 160 mM pH 8, MgCl2 24 mM, DTT 40 mM, espermidina 8 mM)
incubdndolo durante 5 horas a 37° C. La sonda se purificd usando una columna
de exclusion molecular Sephadex G-50 (Mini Quick Spin Columns, Qiagen)
siguiendo las instrucciones del manual del producto. El franscrito radiactivo de la
5'UTR de rbclL se cuantificd en un contador de centelleo liquido con 2 ul de la
franscripcion en 5 ml de Cocktail 22 for liquid scinfillation (Formascint, Scharlau).
También se cuantificé el rendimiento de la transcripcion estimando la
concentracion de RNA con la Azeo.

9.3 Ensayo de interaccion in vitro.

Para los ensayos de interaccidon se utilizaron 275 ng de RNA radiactivo (105
cpm) y 5 uM de proteinas, obtenidas segun el apartado 8.1. Las interacciones se
realizaron en el tampdn de didlisis con MgClz2 40 nM, 10 unidades de inhibidor
de RNasa (RNasaOUT Recombinant RNasa Inhibitor, Invitrogene), 1 ul de tRNA (5
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pg/pl) en un volumen final de 15 pl. Las proteinas se incubaron a temperatura
ambiente 20 minutos en este tampdn vy tras la adicidén del RNA marcado se
incubaron 30 minutos mds a temperatura ambiente. Se entrecruzaron con luz UV
3 minutos sobre hielo y se incubaron con 20 ug de RNasa A (1 hora a 37° C) en
un volumen final de 20 ul. Las intferacciones se resolvieron en un gel SDS-PAGE al
14% con un pregel al 4% previamente desnaturalizadas en el tampdn de carga.
El gel se secd en papel Watman (30 minutos a 80° C) y se expuso a una

autorradiografia como se describe en el apartado 5.2.

10. Analisis del extremo 5” del RNA por extension del cebador.
10.1 Extension del cebador con un oligonucleétido marcado con un
fluoréforo.

Sobre 10 uyg de RNA fotal de los fransformantes +157, 23, 5, 20 y 25 se
redlizaron las reacciones de retrofranscripcion empleando el oligonucledtido
GUS146-3" (apartado 8.1) marcado en 5” con el fluoréforo (carboxifluoresceina,
FAM de Applied Biosystem). El oligonucledtido hibrida desde las posiciones 146
hasta 131 del gen uidA. Se desnaturalizaron 10 ug de RNA (5 min, 65° C y 1
minutos en hielo) con 2 pmoles de oligonucledtidos y dNTPs (10 mM). Se
anadieron 10 unidades de inhibidor de RNasa (RNasaOUT Recombinant RNasa
Inhibitor, Invitrogene), DTT 5 mM, tampdn comercial de la retrotranscriptasa 1x y
200 unidades de SuperScriptlll RT (Invitrogene). Se incubd 1 hora a 55° C,
protegiendo las muestras de la luz directa, y se inactivd la reaccién por calor (15
minutos a 70° C). Se degradd el RNA de los hibridos con 2 unidades de RNasa H
(20 minutos a 37° C). Las muestras se procesaron como muestras de andlisis de

microsatélites en el Servei de Secuenciacid de la Universidad de Valéncia.

10.2 Extension del cebador marcados con y32P en 5”.
10.2.a. Marcaje del oligonucledétido en 5”.

El oligonucledtido GUS146-3" (apartado 8.1) empleado para la realizacién
de la RT, localizado desde la posicion 131 hasta la 111 del gen uidA, se marcd
radiactivamente en su extremo 5. En la reaccién se marcaron 40 picomoles de
oligonucledtido con 5 ul de [y32P] (3000 Ci/mol x ml; 10 uCi/ul) empleando 10
unidades de T4 PNK (Fermentas) en el tampdn A de la enzima (500mM Tris-HCl,
100mM MgCiI2, 50mM DTT, TmM espermidina y TmM EDTA) durante 30 minutos a
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37° C segun el protocolo de la casa comercial. El oligonucledtido marcado se
purificé mediante 2 lavados con fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) (15000 g, 5
min) y se precipitd con isopropanol y NaAc 0.3 M 1 hora a -80° C. La muestra se
recogié (17000 g, 30 min) vy, tras ser lavada con etanol al 70%, se resuspendid en
10 yl de agua con DEPC. Se diluyd la muestra para que 1 ul alcanzara los 60 cps
en el Geiger. La muestra se conservé a -20° C.

10.2.b. Retrotranscripcion.

Sobre 20 ug de RNA total de los transformantes +157, 5 y 20 se realizaron las
reacciones de retrotranscripcién empleando el oligonucledtido GUS146-3°
(apartado 8.1) marcado radiactivamente. Al RNA desnaturalizado (15 min, 65° C
y 5 minutos en hielo) se le anadieron 2 pl del oligonucledtido marcado
radiactivamente, 10 unidades de inhibidor de RNasa (RNasaOUT Recombinant
RNasa Inhibitor, Invitrogene) y dNTPs (2 mM), preincubando (10 minutos a 25° C)
la muestra con el tampdn comercial de la enzima (250 mM Tris-HCI, 250 mM KCl,
20 mM MgClz, 50mM DTT). Se anadieron 10 unidades de la enzima RT, (M-MulLV
Reverse Transcriptase, Fermentas) y se llevd a cabo la reaccion 1 hora a 42° C.
Las muestras se purificaron con dos lavados de fenol:cloroformo:isoamilico
(25:24:1) (15000 g, 5 min) y se precipitaron con 1 volumen de isopropanol y NaAc
0.3 M durante 1 hora a -80° C. La muestra se recogid (17000 g, 30 min) vy, fras ser
lavada con etanol al 70%, se resuspendié en 10 ul de agua con DEPC.

10.2.c. Gel de secuenciacion.

Se realizé un gel de poliacrilamida al 6% con urea 7.5 M en tampdn TBE 1 x y
antes de cargar las muestra la electroforesis se puso en marcha 15 minutos a
1600 V. Se cargaron 2 yl de muestra en cada carrera y se dejé resolver durante 4
horas y 30 minutos a 2000V. El gel se fijé durante 15 minutos con 15% metanol, 5%
HAc vy se secd sobre papel Watman a 80° C durante 2 horas. El gel se expuso a
una autorradiografia (BioMax MS Film, KODAK) en un casete preparado para
este fin, HypercassetteTM Amersham Bioscience.

Como marcador de tamanos moleculares en el gel se empled una reaccion
de secuenciacion de la regidn 5° del gen quimérico +157 (5°UTR y una porcidn
de la region codificante de rbcl + el gen reportero uidA, GUS). Se utilizaron 2 ug
de plédsmido +157 como molde (apartado 2.1) con 1 pmol de oligonucledtido
GUS146 (apartado 8.1) utilizando el kit de secuenciacion Sequenase Version 2.0

DNA Seqguencing Kit (USB Corporation) con los nucledtidos marcados con 33P y
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siguiendo el protocolo del manual. También se realizé la reaccion de

secuenciacion control del kit.
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