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pre-tRNA®" precursor de tRNA de glutimico

XII



pre-tRNAY
pre-tRNA+CCA

Proteina P

precursor de tRNA de glicina

precursor de tRNA con o sin la secuencia CCA-3’

Subunidad proteica de la RNasa P

RNA Acido ribonucleico

RNA P Subunidad RNA de la RNasa P
RNasa Ribonucleasa

SDS Laurilsulfato sédico

TEMED N, N, N', N'-tetra-metiletilendiamina
Tet’ Resistencia a tetraciclina

Tm Temperatura media

Tris Tris-(hidroximetil)aminoetano
tRNA RNA transferente

u.Vv. Ultravioleta

viv Relacién volumen/volumen
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Bases nitrogenadas

A Adenina

C Citosina

G Guanina

T Timina

U Uracilo

Aminodcidos

A Ala alanina L Leu leucina

R Arg arginina K Lys lisina

N Asn asparragina M Met metionina
D Asp dcico aspdrtico F Phe fenilalanina
C Cys cisteina P Pro prolina

E Glu acido glutamico S Ser serina

Q Gin glutamina T Thr treonina
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G Gly glicina W Trp triptéfano
H His histidina Y Tyr tirosina
I Ile isoleucina V Val valina
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TAMPONES

Tamp6n de transcripcién

Tris-HC1 40 mM, pH 7,6, MgCl, 24 mM; espermidina 2 mM; Tritén X-100 0,01 %
(v/v); DTT 10 mM; BSA 0,05 pg/ul; NTP 5 mM; inhibidor de RNasas (RNasin,
Promega) 0,1 U/ul y polimerasa de RNA del fago T7 (0,4 U/pl).

TBE
Tris-borato 45 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0.

Tampén de carga de DNA
Azul de bromofenol (BFB) 0,25 % (p/v), xileno-cianol (XC) 0,25 % (p/v) y glicerol 30
% (vIv).

Tampdn de carga de RNA
EDTA 0,1 M; BFB-XC 0,4 % y urea 10,5 M.

Tampédn de carga de proteinas
Tris-HC1 0,25 M, pH 6,8; glicerol 40 %; SDS 8 %; 2-mercaptoetanol 20 % (v/v) y BFB
0,05 % (p/v).

JAS
Tris-HC1 50 mM; NH,C] 60 mM; Acetato de magnesio 10 mM y 2-mercaptoetanol 0,2
% (vIv); pHT.5.

JAS*

Tris-HCI 50 mM; NH,CI 1 M; Acetato de magnesio 10 mM y 2-mercaptoetanol 0,2 %
(viv); pH7,5.

XV
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1. INTRODUCCION
1.1. LA RIBONUCLEASA P (RNasa P)

Los tRNAs, a pesar de su tamafio relativamente pequefio, estdn sujetos a complejas
modificaciones posttranscripcionales durante su biosintesis (Deutscher, 1984 y Soll y
RajBhandary, 1995). Casi cada tipo de tRNA se transcribe como un precursor, con
extensiones tanto en su extremo 5’ como en su extremo 3. Los genes‘ codificantes de los
tRNAs también contienen intrones con frecuencia. Estos elementos extrafios deben ser
excindidos de manera precisa para producir tRNAs funcionales. La maduracién de los
tRNAs incluye, a menudo, la adicién de la secuencia CCA en el extremo 3°, que es
requerida para aminoacilar los tRNAs (algunos genes de tRNAs bacterianos, como los de
Escherichia coli, codifican la secuencia CCA-3’). Finalmente, los transcritos de tRNA
sufren un gran nimero de modificaciones en sus bases. Todo en conjunto hacen a los
tRNAs la clase de RNAs con un mayor grado de modificacién. Asi, la sintesis de los
tRNAs maduros requiere la interaccién de un complejo grupo de enzimas. Esta tesis estd
enfocada al estudio de una de las enzimas implicadas en la ruta de maduraci6n de los pre-
tRNAsS, la ribonucleasa P (RNasa P), que forma el extremo 5’ maduro del tRNA (figura
1). La caracteristica que define a la RNasa P (RNasa P; E.C. 3.1.26.5) es la hidr6lisis en

un sitio especifico de los precursores de tRNAs.

RNasa P
5' N 3' 5: 31
e > + 5 OH-3'
pre-tRNA tRNA Fragmento 5'

Figura 1. Reaccién catalizada por la RNasa P.

La rotura es endonucleolitica y, en todos los casos examinados, los productos de la

maduracién del pre-tRNA retienen los grupos 3’-OH y 5°-P. La actividad RNasa P
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requiere iones metalicos divalentes (preferiblemente Mg®"), que poseen probablemente
dos papeles, uno estructural y otro funcional en la catalisis (Yarus, 1993 y Smith, 1995).

La actividad RNasa P ha sido identificada, y en varios casos purificada, en organismos
de los tres dominios (Archea, Bacteria y FEucaria), estando presente también en
mitocondrias y cloroplastos. Analisis genéticos de la RNasa P han demostrado que la
actividad es esencial para las células (Schedl y Primakoff, 1973; Sakano et al., 1974; Lee
etal., 1991 y Cherabil et al.,1987).

1.1.1. Composicion de la RNasa P

La RNasa P es una holoenzima compleja, compuesta de un RNA esencial (RNA P) y
una o varias proteinas (proteina P). A pesar de existir caracteristicas comunes entre todas
las RNasas P, existe una alta variacién a lo largo de los diferentes grupos filogenéticos.
En el caso de la RNasa P bacteriana, el RNA P es activo cataliticamente en ausencia de la
proteina P; por tanto, es una ribozima o una RNA-enzima (Guerrier-Takada et al., 1983).
La catdlisis por el RNA P no ha sido demostrada en RNAs P no bacterianos, a pesar de

que este RNA es esencial para la actividad RNasa P (tabla 1).

Tabla 1. Ejemplos de diversos tipos de RNasas P

Organismo Sensibilidad a  Proteinas P RNAsP Ribozima Referencias
nucleasa activo
micrococal
Bacteria
Escherichia coli + 14 kDa (rnpA) 377 nt (rmpB) + 1
Bacillus subtilis + 14 kDa 401 nt + 1
Archaea
Sulfolobus acidocalcarius - + 315nt - 2
Haloferax volcanii + + 435 nt - 3
Eucariotas -
Schizosaccharomyces + 100 kDa 285 nt - 4
pombe
Saccharomyces cerevisiae + 100, 32,9, 32, 369 nt - 5
22,19,6, 18,
164,158y
15,5 kDa
Xenopus laevis + + 320 nt - 6
Homo sapiens + 115,38y 30 340 nt - 7
kDa
Rattus rattus - + + - 8
Dicryostelium discoidium + + + - 9
Mitocondria
Saccharomyces cerevisiae + 105 kDa 490 nt - 10
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Homo sapiens (HeLa) + + + - 11
Cloroplasto

Cyanophora paradoxa + + 351 nt - 12
Espinaca - + ? n.a. 13

n.a. no aplicable. Los nombres de los genes, excepto para E. coli, se han omitido para mayor
claridad. (1) Guerrier-Takada et al., 1983; (2) LaGrandeur er al., 1993; (3) Nieuwlandt et al.,
1991; (4) Krupp et al., 1986; (5) Lee et al., 1991; (6) Doria et al., 1991; (7) Bartkiewicz et
al.,1989; (8) Jayanthi y Van, 1992; (9) Stathopoulos et al., 1995; (10) Miller y Martin, 1983; (11)
Doerson et al., 1985; (12) Shevelev et al., 1995; (13) Wang et al, 1988.

La RNasa P de arqueobacterias y eucariotas tiene una proporcién mayor de proteina, en
comparacién con la enzima bacteriana, lo que hace suponer que la proteina(s) P de estas
holoenzimas han asumido funciones mis complejas. Visto asi, la RNasa P bacteriana
podria parecer completamente diferente a otras RNasas P e incluso se ha discutido si
todas las RNasas P poseen un ancestro comin. Estudios recientes, a través del andlisis
comparativo de secuencias de RNAs P, han mostrado que todos poseen un cuerpo
estructural similar (Chen y Pace, 1997), que es ademis el equivalente al cuerpo
estructural bacteriano, donde reside la capacidad de catilisis. Todo indica que, a pesar de
la no actividad de los RNAs P no bacterianos en ausencia de proteina, la reaccién
enzimatica esta basada en el RNA P en estos sistemas.

La proteina P, en contraste, presenta una gran divergencia evolutiva, siendo

actualmente poco lo que conocemos sobre la proteina(s) P de eucariotas y organulos.

1.1.2. Estructura del RNA P

Mucha informacién sobre la estructura del RNA P ha venido desde el andlisis de las
secuencias de diferentes organismos. Los genes que codifican el RNA P han sido
identificados por dos vias, el escrutinio genético de facto:es que afectaban al
procesamiento de pre-tRNAs (Sakano er al., 1974; Miller y Martin, 1983 y Sakamoto et
al., 1983) y la hibridacién de DNA genémico con RNAs extraidos de preparaciones
purificadas de RNasa P (LaGrandeur et al., 1993; Bartkiewicz et al., 1989; Reich et al.,
1986; Reed et al., 1982; Krupp et al.,1986.; Lee y Engelke, 1989, Eder et al., 1996 y
Doria et al., 1991). Una vez obtenidas secuencias, otros RNAs P pueden ser aislados
desde organismos cercanos, mediante hibridacién de DNA en condiciones poco estrictas
(Brown et al., 1991, Vioque, 1992 y Tranguch y Engelke, 1993), biisqueda en la base de
datos (Bult et al., 1996; Shareck et al., 1995 y Lang et al., 1997) o amplificacién por PCR
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(Brown et al., 1996; Altman et al., 1993 y Vioque, 1997). De este modo se han obtenido
secuencias de RNAs P de organismos y orgidnulos que representan una buena parte del
arbol evolutivo. Todas estas secuencias estin compiladas en la base de datos de la RNasa
P, mantenida por J. Brown (http://www.mbio.ncsu.edu/RNaseP/home.html; Brown,
1998). Actualmente se conocen mas de 190 RNAs P, de bacterias, de los dos grupos
principales de arqueobacterias, de levaduras y de diferentes representantes de los
vertebrados. Todas las mitocondrias analizadas hasta la fecha poseen una subunidad
esencial de RNA en sus RNasas P, sin embargo s6lo se conoce la secuencia de unos
pocos, principalmente de mitocondrias de hongos. EL RNA P de la mitocondria del
protozoo Reclinomonas americana es muy similar al de bacterias (Long et al., 1997).
S6lo un RNA P ha sido identificado en un orgénulo fotosintético: el cianelo de
Cyanophora paradoxa (Shevelev et al., 1995 y Baum et al., 1996) aunque existe una
secuencia en el genomio del cloroplasto de Porphyra purpurea que ha sido identificada
como posible codificante de un RNA P (Reith y Munholland, 1995). Ningin RNA P ha
sido aislado desde cloroplastos de plantas superiores € intrigantemente, parece que su
RNasa P es puramente proteica (Wang et al., 1988 y Gegenheimer, 1996).

La determinaci6n de la estructura secundaria del RNA P ha sido resuelta, basicamente,
por una aproximacién filogenética, que parece ser la aproximacién mas valida a la
determinacién de las estructuras de RNAs grandes (Woese y Pace, 1993). En este
método, la estructura se infiere mediante el estudio de la covariacién, o cambios
concertados, entre las secuencias de nucleétidos de RNAs homélogos. En el caso mis
claro, pares de bases dentro de una hélice potencial deberfan estar mantenidos a pesar de
que existan variaciones en la secuencia primaria de los RNAs. Como regla, se considera
demostrada una estructura cuando se documentan dos ejemplos, al menos, de covariacién
en esa estructura.

En bacterias se conoce bien la estructura secundaria del RNA P (Brown et al., 1996),
como ejemplo se muestran las estructuras de los RNAs P de E. coli y B. subtilis (apéndice
1), dos RNAs P diferentes que permiten apreciar que a pesar de la variacién en algunas
estructuras, existe un cuerpo central del RNA, que representa aproximadamente la mitad

de la longitud total de un RNA P tipico (Siegel et al., 1996).
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Los RNAs P de arqueobacterias son muy parecidos al bacteriano. El parecido se
extiende al nivel de la secuencia y existen varias estructuras conservadas (por ejemplo,
J3/4,J2/4, J18/2 y J5/15) entre los dos grupos filogenéticos. Debido a este gran parecido
se consideran a los RNAs P de estos grupos como homélogos. Sin embargo, a pesar del
parecido, no ha sido demostrado que el RNA P de arqueobactérias posea actividad
catalitica en ausencia de proteinas.

Los RNAs P eucariotas poseen una mayor variabilidad en secuencia y en estructura,
siendo dificil alinear y comparar secuencias incluso entre grupos relacionados. Se ha
podido, sin embargo, obtener un modelo de estructura secundaria de estos RNAs ¢

identificar dominios conservados con el consenso bacteriano (P2, P3, P4 y P10/11).

Figura 2. Estructura seundaria e interacciones terciarias en el RNA P de E. coli.

En resumen, exiten 21 nucleétidos conservados entre todos las RNAs P, localizdndose
11 de ellos en una regién adyacente a la hélice P4. Es predecible, a partir de estos datos,

que esta zona posea los nucleétidos implicados en la catélisis. Mutagénesis de estos
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nucledtidos han apoyado los datos obtenidos del estudio de secuencias (Frank e al., 1996
y Hardt y Hartmann, 1996).

Actualmente no existen estudios por difraccién de rayos X o resonancia magnética
nuclear de los RNAs P. Se han identificado posibles interacciones terciarias mediante
estudios de covariacién, como los contactos entre los “tetraloops” de las hélices P14 y
P18 y pares de bases de la hélice P8 (figura 2) (Brown et al., 1996). Por la misma
aproximacién se han sugerido otras interacciones terciarias, entre P1 y el lazo de la hélice
P9 (Massire et al., 1997), entre los nucleétidos 122 y 236 de la hélice P11 (Tallsj6 et al.,
1993) y, en el RNA P de bacterias Gram-positivas, una interaccién entre la hélice P10 y
el “tetraloop” del lazo L12 (Tanner y Cech, 1995).

Se han propuesto dos modelos de estructura terciaria del RNA P de E. coli (Chen et al.,
1998 y Massire et al., 1998) con la suma de los datos obtenidos por andlisis de
secuencias, mutagénesis de nucleétidos, interferencia a la modificacién quimica, “cross-

linking” y modelado molecular.

1.1.3. Diversidad estructural de la RNasa P

A pesar de la poca abundancia de la RNasa P en las células, la enzima ha sido
purificada al menos parcialmente en un gran nimero de organismos y orginulos. Las
caracteristicas bioquimicas de una parte de estas holoenzimas estén reflejadas en la tabla
1. Los resultados de ensayos basicos, como gradientes de densidad y resistencia a la
digestién por nucleasa micrococal, han revelado que la RNasa P varia mucho en su
composicién de unos organismos a otros. Debido a que el RNA no varia apreciablemente
en tamafio de un organismo a otro, la proteina(s) P debe ser la fuente de diversidad en la

composicién de la enzima.

1.1.3.1. La RNasa P bacteriana

En general, las RNasas P bacterianas tienen una densidad de aproximadamente 1,7
g/ml en CsCl, lo que indica que la subunidad RNA aporta gran parte de la masa de la
enzima (Stark et al., 1978 y Gardiner y Pace 1980). Las proteinas P de bacterias son
pequenas (14 kDa) en comparacién con el RNA P (>100 kDa). El gen que codifica la

proteina P de E. coli, rnpA, fue identificado mediante un escrutinio de factores envueltos
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en procesamiento de pre-tRNA (Schedl y Primakoff, 1973) y fue clonado y secuenciado
(Hansen et al., 1985). Se han identificado genes homdlogos de varios organismos
(Ogasawara et al., 1985; Brown y Pace, 1992 y Vioque y Kirsebom, 1996). Asf el gen
rnpA de Streptomyces se identific6 mediante complementacién de una estirpe
termosensible de E. coli, debido a una mutacién en el gen rnpA (Morse y Schmidt, 1992).
En otros casos la identificacién del gen rnpA se ha producido de forma fortuita, debido a
que, normalmente, se encuentra situado en las cercanias del gen dnaA (Calcutt y Schmidt,
1992; Fujita ez al., 1990; Hansen et al., 1985; Lai y Bumann, 1992; Miyata et al., 1993;
Skovgaard, 1990; Suhan et al., 1994 y Ogasawara y Yoshikawa, 1992). También se han
identificado genes rnpA a partir de los genomios secuenciados de algunos organismos
(Fleischmann et al., 1995 y Fraser et al., 1995).

La proteina P es requerida para la actividad tanto in vivo como in vitro bajo
condiciones fisiolégicas, pero su funcién se puede sustituir por alta fuerza iénica (por
ejemplo, 1 M de KCl); de este modo, la proteina no es esencial para la catalisis (Guerrier-
Takada et al., 1983; Guerrier-Takada et al., 1984 y Gardiner et al., 1985).

Debido a que la proteina P se puede sustituir por alta fuerza idnica, se ha postulado que
una de las funciones de la proteina P, que es muy bdsica, es apantallar las repulsiones
electrostiticas que surgen en la interaccién entre la ribozima y el sustrato (polianiones)
(Reich, et al., 1988).

Por otro lado, la proteina P parece tener un papel en el reconocimiento de algunos
sustratos, haciendo a la RNasa P mds versatil en este aspecto. Este incremento en la
versatilidad del reconocimiento de sustrato ha sido mostrada por una aproximacién
completamente diferente, la evolucién in vitro de sustratos (Liu y Altman, 1994). La
seleccién de sustratos de la RNasa P desde secuencias aleatorias en ausencia de la
proteina P resulté en sustratos del tipo pre-tRNAs, mientras que en presencia de la
proteina P se seleccionaron sustratos de tipo pre-tRNA y RNA 4.5S (ver apéndice 2).

Otra funcién asignada a la proteina P ha sido facilitar la liberacién del producto, el
paso limitante de la reacciéon RNasa P (Tallsj6 y Kirsebom, 1993).

Dentro de la secuencia de la proteina P se encuentra una zona altamente conservada,
denominada motivo RNRLKR, ademds de diferentes aminoacidos bésicos e hidrofébicos,

que han sido implicados en la unién al RNA P y la estabilizacién de la estructura de la
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proteina P. A pesar de la baja conservacién en secuencia, la estructura secundaria prevista
es similar para todas ellas (Gopalan et al., 1997).

Recientemente se ha determinado la estructura tridimensional de la proteina P de B.
subtilis (Stams et al., 1998). La estructura presenta una topologia apfBafa y tres
regiones de unién a RNA son evidentes, dos de las cuales son consistentes con los datos
previos de mutagénesis y bioquimicos. La primera zona de unién al RNA posee un rasgo
topolégico inusual, una unién girada a la izquierda entre 3;-as-B4. La secuencia consenso
de la proteina P de bacterias, RNRLKR, esta contenida dentro de esta o hélice y del lazo
de unién. El resto de las proteinas P conocidas hasta la fecha pueden plegarse
teéricamente de manera similar de acuerdo con programas de prediccién de estructura

secundaria.

1.1.3.2. La RNasa P de arqueobacterias

Se han aislado RNasas P de dos especies de arqueobacterias, Sulfolobus acidocaldarius
y Haloferax volcanii. Las caracteristicas bioquimicas de las dos RNasas P son muy
diferentes. La holoenzima de S. acidocaldarius parece estructuralmente mas compleja por
sus caracteristicas bioquimicas y se cree que es la mds cercana al ancestro de las RNasas

P eucariotas.

1.1.3.3. La RNasa P eucaridtica

Se han purificado parcialmente RNasas P de levaduras y vertebrados. La densidad en
Cs,S0O,4 es de 1,28-1,4 g/ml, menor de la densidad de la enzima de bacterias pero
intermedia entre las densidades de proteina y RNA. Estos datos sugieren una
ribonucleoproteina en la cual la proteina contribuye mas a la masa de lo que lo hacia en la
enzima de bacterias.

Actualmente se conoce la composicién (a partir de fracciones parcialmente purificadas)
de la RNasa P de Schizosaccharomyces pombe (Zimmerly et al., 1993), Saccharomyces
cerevisiae (Chamberlain et al., 1998) y algunos de los componentes de la RNasa P
humana (Eder et al., 1997). Sin embargo, la actividad no se ha reconstituido in vitro con

las diferentes subunidades hasta este momento.
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1.1.3.4. La RNasa P de mitocondrias

La RNasa P de mitocondrias mejor caracterizada hasta la fecha es la de S. cerevisiae.
La holoenzima de la mitocondria de este organismo posee una densidad en Cs,SO, de
1,28 g/ml, pero posee un componente RNA como se ha demostrado por anélisis genético
(Miller y Martin, 1983 y Martin y Underbrink-Lyon, 1981) y sensibilidad a ribonucleasa
(tabla 1; Hollingsworth y Martin, 1986). Se ha identificado una proteina de 105 kDa
codificada por un gen nuclear, que no presenta homologia con la proteina P de bacterias o

con las protefnas identificadas en la RNasa P de levaduras (Morales et al., 1992).

1.1.3.5 La RNasa P de cloroplastos

Se han analizado los cloroplastos de espinaca determinandose la densidad de una
fraccién RNasa P parcialmente purificada en CsCl, siendo de 1,28 mg/ml. Detallados
anélisis de la actividad la han demostrado insensible a nucleasa micrococal (Wang et al.,
1988). Ambos resultados sugieren la ausencia de un componente RNA en la enzima.
Ademas, la enzima se ha purificado extensivamente sin poderse detectar la presencia de
algin RNA,

Se ha localizado, sin embargo, la presencia de un RNA P en el cloroplasto (cianelo) de
Cyanophora paradoxa (Shevelev et al., 1995 y Baum et al., 1996), que copurifica con la
RNasa P del orgdnulo. Este organismo parece haber obtenido su cianelo hace
relativamente poco tiempo, debido a que posee caracteristicas cercanas a las
cianobacterias (conserva en su pared una capa de péptidoglicanos), aunque ha cedido al
niicleo mas del 90 % de sus genes (Loffelhardt ez al., 1997).

El RNA P posee una estructura similar al RNA P de bacterias con algunas variaciones,
debido al alto contenido en A y T del genomio del cianelo y a la ausencia de algunas de
las interacciones terciarias descritas para el RNA P de bacterias. Este RNA P no lleva a
cabo la reaccién enzimética en ausencia de proteinas en las condiciones probadas hasta la
fecha. No se conoce nada sobre la proteina(s) que puedan estar implicadas en la actividad.

Existe también una secuencia en el genomio del cloroplasto del alga roja Porphyra
purpurea que ha sido identificada como posible codificante de un RNA P (Reith y
Munbholland, 1996).

11
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1.1.3.6. La RNasa P de cianobacterias

Los unicos datos sobre la RNasa P de cianobacterias al comienzo de este trabajo eran
varias secuencias de RNAs P (Banta et al., 1992 y Vioque, 1992). Durante el desarrollo
de esta tesis se han obtenido mds secuencias de RNAs P de cianobacterias (Vioque, 1997,
Hess, et al., 1998 y Fingerhut y Schon, 1998). Todo en conjunto ha permitido establecer
las diferencias existentes entre este RNA P y el de E. coli y otras bacterias. Asi, el lazo
J15/16 no presenta, salvo excepciones, la secuencia 5°-GGU-3’ muy conservada en
bacterias y funcionalmente muy importante para la interaccién con el sustrato. La
ausencia de la secuencia 5’-GGU-3’ se da también en los RNAs P de los cloroplastos de
C. paradoxa y P. purpurea. Ademds, todas las estirpes formadoras de heterocistos
presentan repeticiones de secuencias con repeticiones cortas en tandem (STRR) insertas
en la hélice P12 (Vioque, 1997).

A la fecha de inicio de esta tesis no se conocia nada sobre el componente proteico o la

holoenzima completa de este grupo de bacterias.

1.1.4. Reaccion de la RNasa P
1.1.4.1. Estudios cinéticos y termodindmicos de la reaccién RNasa P

El mecanismo catalitico de la RNasa P s6lo se ha estudiado con cierto detalle en el
sistema bacteriano.

La reaccidn catalizada por la RNasa P bacteriana consiste basicamente en tres pasos:
unién del pre-tRNA a la enzima, rotura de un enlace fosfodiéster y disociacién de los dos
productos (tRNA maduro y fragmento 5°). La reaccién se esquematiza en la figura 3.

Las constantes de los diversos pasos de la reaccién han sido medidas para la enzima de
E. coli, B. subtilis y T. thermophilus con una combinacién de anélisis en condiciones de
recambio simple y muiiltiple (Smith er al., 1992; Smith y Pace, 1993; Beebe y Fierke,
1994; Hardt et al., 1995 y Tallsjo y Kirsebom, 1993). En condiciones de estado
estacionario y en presencia de exceso de sustrato, la k. es determinada por la tasa de
liberacién del producto (k;) (Beebe y Fierke, 1994; Reich er al., 1988 y Tallsjo y

Kirsebom, 1993). La tasa de hidrélisis de sustrato debe ser medida en condiciones de
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K k k
E+S &= E-S — E-P — E+P
k, 180-360 min™ k,

Figura 3. Esquema de la reaccion catalizada por la RNasa P. Los
valores de k; hacen referencia a los calculados para E. coli (Smith y Pace,
1993) y B. subtilis (Beebe y Fierke, 1994), respectivamente.

recambio simple ([E]>>[S]). Bajo estas condiciones, la maduracién del sustrato ocurre
con una tasa constante de primer orden (k,), en el rango de 180-360 min™ para la enzima
de E. coli (Smith y Pace, 1993) y B. subtilis (Beebe y Fierke, 1994), respectivamente. En
comparacidn, la k., del estado estacionario es aproximadamente 100 veces mas lenta,
siendo por tanto la liberacién del producto el paso limitante de la reaccién. Finalmente,
las tasas de asociacién de sustratos y enzima son un orden de magnitud més lenta que las
esperadas por simple difusién, sugiriendo que existen barreras conformacionales que
deben ser superadas durante el paso de unién de la reaccién.

La afinidad del RNA P por tRNA ha sido medida por diferentes técnicas, obteniéndose
una kg para el RNA P de B. subtilis de 3 nM. La secuencia 5’ posee una afinidad dos
6rdenes de magnitud menor por el RNA P, por lo que se disocia rdpidamente de la enzima
tras la catélisis (Beebe y Fierke, 1994). La enzima y el sustrato se unen de manera no
cooperativa con una estequiometria de 1:1 (Beebe y Fierke, 1994; Hardt er al., 1995 y
Hardt ez al., 1993).

1.1.4.2. Papel de los metales divalentes

A pesar de que la RNasa P requiere iones metdlicos divalentes (preferiblemente Mg™)

para la catélisis, los pre-tRNAs pueden unirse al RNA P en ausencia de iones metéalicos
(Smith er al., 1993). Se ha demostrado que la estructura del RNA P alrededor del punto
de maduracién del pre-tRNA es igual en presencia y ausencia de estos iones divalentes
(Smith et al., 1993). A pesar de que el Mg”* no es necesario para la unién del sustrato, el
plegamiento del RNA P de B. subtilis es dependiente de forma cooperativa de la
concentracién de Mg®* y al menos tres iones Mg?* contribuyen a este plegamiento (Pan,

1995 y Zarrinkar et al., 1996).
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El requerimiento de estos iones para la catilisis es absoluto. La enzima de E. coli posee
un coeficiente de Hill = 3,2 (Smith y Pace, 1992 y Warnecke ez al., 1996). El Mg** puede
ser sustituido por Mn** con sélo una leve bajada en la eficiencia catalitica, mientras que la
sustitucién por Ca®* provoca un descenso de 10° veces en la k, (Smith y Pace, 1993). No
se conocen otros iones que puedan estimular la actividad de la enzima.

El alto grado de especificidad de la RNasa P por los iones metalicos sugiere que el
complejo ribozima-sustrato forma un bolsillo de unién a iones metilicos que constituye

una parte del sitio activo de la enzima.

1.1.4.3. Reconocimiento de sustrato

Todos los tRNAs de una célula o un organulo en particular son procesados por la
misma RNasa P, que debe ser capaz de reconocer las caracteristicas comunes a todas los
tipos de pre-tRNAs. Los estudios realizados hasta el momento indican que la estructura
terciaria del tRNA maduro contiene los determinantes para el reconocimiento por la
RNasa P. Diversas evidencias indican que la secuencia 5’ de los pre-tRNAs no influye en
el proceso de reconocimiento. Primero, la comparacién de secuencias no muestra ninguna
estructura o elemento de secuencia comin a todos los extremos 5’ de todos los pre-
tRNAs (Chang y Carbon, 1975; Guthrie, 1975; Engelke et al., 1985; Goodman et al.,
1977; y Mao et al., 1980). Segundo, sustratos con extremos 5’ artificiales, algunos con
s6lo un nucleétido, son procesados eficientemente (Smith y Pace, 1993; Kline ef al., 1981
y Surratt ef al., 1990). Finalmente, el tRNA maduro es un fuerte inhibidor competitivo de
la reaccién catalizada por el RNA P (la K, del tRNA maduro es similar a la K, del pre-
tRNA), lo que indica que la secuencia 5’ no contribuye sustancialmente a la energia de
enlace del sustrato (Smith ez al., 1992; Beebe y Fierke, 1994 y Reich et al., 1988). Asi, el
tRNA maduro debe poseer todos los determinantes que son reconocidos por el RNA P.

Estudios con sustratos mas pequefios han demostrado que una mini-hélice consistente
en los brazos T y aceptor (inciuyendo la secuencia 5’) es madurada por la RNasa P, con
una K., 100 veces mayor que el sustrato completo (McClain et al., 1987; Schlegl er al.,
1994 y Hardt et al., 1993). La pérdida de la energia de enlace podria ser debida a la
ausencia de los brazos D y anticoddén o a la pérdida de estructura del lazo T, que esta

normalmente fijada en el espacio por interacciones con el lazo D. Experimentos
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posteriores han determinado que la RNasa P ocupa una parte del sustrato que cubre parte
de los brazos aceptores y T (Perreault y Altman, 1992; Kahle et al., 1990 y Thurlow et
al., 1991).

Aparte de la estructura formada por los brazos T y aceptor, la secuencia CCA-3’
encontrada en todos los tRNAs es un rasgo reconocido por las RNasas P bacterianas
analizadas (Oh y Pace, 1994; Hardt et al., 1995; Surratt et al., 1990; McClain ez al., 1987;
Seidman y McClain, 1975; Schmidt et al., 1976; Guerrier-Takada er al., 1984; Green y
Vold, 1988 y Kirsebom y Svard, 1994). Estirpes de E. coli deficientes en la nucleotidil
transferasa, la enzima requerida para la adicién de la secuencia CCA-3’ (estirpes cca’)
acumulan pre-tRNAs inmaduros en su 5°, sugiriendo que la RNasa P requiere el CCA-3’
para su actividad éptima in vivo (Seidman y McClain, 1975). In vitro, una secuencia
CCA-3’ intacta mejora la eficiencia en la maduracién del extremo 5° por la RNasa P
bacteriana, pero no es absolutamente requerida para la actividad. En la reaccion
catalizada por el RNA P en ausencia de proteina, la estructura CCA-3’ modifica tanto la
unién del sustrato (efectos en la K,) (Oh y Pace, 1994; Hardt er al., 1995 y Thurlow et
al., 1991) como la catalisis (efectos en la k).

Diferentes experimentos han localizado la zona de unién del CCA-3’ en el lazo que
une las hélices P15 y P16 (J15/16) del RNA P (Oh y Pace, 1994; Thurlow et al., 1991 y
Easterwood y Harvey, 1997). La proteina P atenia fuertemente in vivo los efectos
negativos observados in vitro de la delecién en el extremo CCA-3’ sobre la actividad

RNasa P (Oh y Pace, 1994 y Guerrier-Takada er al., 1984).

1.2. LAS CIANOBACTERIAS
1.2.1. Caracteristicas generales

Las cianobacterias constituyen un grupo de procariotas cuya caracteristica mas
destacable es la capacidad para desarrollar fotosintesis oxigénica similar a la de plantas y
algas. Aunque en general contienen sdlo clorofila a (Stanier y Cohen-Bazire, 1977) en
algunos casos presentan también clorofila b (proclorofitas).

Las cianobacterias son un grupo antiguo y extraordinariamente diverso en morfologia,

metabolismo y habitat. Los primeros fésiles atribuidos a cianobacterias datan del
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Precdmbrico, existiendo ademds datos geoquimicos que permiten postular un papel
esencial de estos microorganismos en el paso de la atmésfera terrestre desde un estado
reductor primitivo al actual estado oxidante (Hayes, 1983; Schopf et al., 1983; Walter,
1987). Aparecen en casi todos los ecosistemas examinados y esta amplia distribucion
refleja una gran variedad de especies con diversas propiedades morfolégicas y
fisiolégicas. Su diversidad genética queda reflejada en el contenido de pares de bases
guanina-citosina (G+C) cuyo porcentaje cubre todo el rango de valores encontrados para
procariotas, mientras que el tamafo del genomio de las formas més complejas sobrepasa
al de cualquier otro grupo de bacterias (Herdman et al. 1979). Muchas especies
cianobacterianas son poliploides presentando entre 10 y 15 copias del genomio haploide
por célula (Herdman et al., 1979; Labarre er al., 1989) y casi todas poseen también
pldsmidos, cuyo papel fisiologico asi como la mayoria de funciones que codifican se
desconocen (Tandeau de Marsac y Houmard, 1987).

Las cianobacterias presentan una pared celular tipica de bacterias Gram negativas
(Woese, 1987) y constituyen un filo de eubacterias situado en la radiacion de las mismas
cerca de bacterias gram positivas y bacterias purpdreas (Woese, 1987; Schleifer vy
Ludwig, 1989). Desde el punto de vista evolutivo las cianobacterias se consideran, casi
con total certeza, descendientes del linaje procariStico primitivo que dio lugar a los
cloroplastos (Bonen y Doolittle, 1975; Giovannoni er al, 1988; Douglas y Turner, 1991)
apoyando asi la teoria endosimbionte (Gray, 1989).

En cuanto a taxonomia interna, en un principio se clasificaron atendiendo a caracteres
morfolégicos fundamentalmente reconociéndose dos grandes grupos: cianobacterias
unicelulares y cianobacterias filamentosas (Rippka ef al., 1979). Dentro del grupo de
cianobacterias unicelulares se encuentran la seccién I, de reproduccién por division
binaria o gemacién y la seccién II, de reproduccién por fisién miltiple. El grupo de
cianobacterias filamentosas engloba a la seccién III, no formadoras de heterocistos
(células especializadas en la fijacién de dinitrégeno); la seccién IV, formadoras de
heterocistos sin ramificaciones verdaderas y la seccién V, formadoras de heterocistos y
con ramificaciones verdaderas. De esta clasificacion sélo las secciones II, IV y V son
grupos coherentes desde el punto de vista filogenético como se ha podido determinar con

el andlisis de secuencias de RNA ribosémico 16S (Giovannoni et al., 1988). En la
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actualidad, la taxonomia de las cianobacterias se encuentra en plena evolucién y se estd
apoyando en estudios de marcadores quimiotaxonémicos (4cidos grasos, carotenoides,
etc.) y en andlisis de macromoléculas (4cidos nucleicos y proteinas) que puedan reflejar
mejor las relaciones evolutivas existentes entre las distintas especies cianobacterianas
(Wilmotte, 1994).

El aparato fotosintético de las cianobacterias se localiza en un sistema de membranas
denominadas tilacoidales y se organiza de manera similar al del cloroplasto. Asi, esta
estructurado en dos fotosistemas (PSI y PSII) conectados por una cadena de

transportadores de electrones que los conducen desde el H)O como donador primario

hasta el aceptor terminal que es la ferredoxina (Stanier y Cohen-Bazire, 1977). Algunas

estirpes de cianobacterias pueden utilizar también H2S como donador de electrones,

desarrollando en este caso fotosintesis anoxigénica (Schmidt, 1988). En cuanto a la
composicion de pigmentos fotosintéticos las cianobacterias ademads de clorofila a, poseen
ficobilinas como pigmentos antena (Sherman er al., 1987) que también aparecen en algas
rojas (Wolfe et al., 1994) y carotenoides, los cuales se localizan en los complejos antena,
en los centros de reaccién de los fotosistemas (Goodwin, 1980; Britton, 1993) y también
en la membrana externa (Hirschberg y Chamovitz, 1994).

En su gran mayoria las cianobacterias son autétrofas estrictas, sin embargo existen
estirpes capaces de crecer heterotréficamente utilizando compuestos organicos reducidos
como fuente de carbono y energia, bien en oscuridad (quimioheterotrofia), bien en
presencia de luz (fotoheterotrofia) y, por dltimo, hay cianobacterias que pueden crecer
mixotréficamente, esto es, utilizando azicares y realizando fotosintesis de manera
simultanea (Rippka er al. 1979).

La fijacién de CO2, al igual que en plantas, se lleva a cabo a través del ciclo reductivo

de las pentosas fosfato (Stanier y Cohen-Bazire, 1977). Dentro del metabolismo del
carbono presentan la peculiaridad de poseer un ciclo de Krebs incompleto carente de las
enzimas 2-oxoglutarato deshidrogenasa y succinil-CoA reductasa (Pearce et al., 1969), de
manera que funciona como ruta biosintética y limita el nimero de sustratos organicos
utilizables por estos procariotas (Stanier y Cohen-Bazire, 1977; Smith, 1982). La

degradacién de azicares se lleva a cabo a través de una ruta alternativa que es la ruta
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oxidativa de las pentosas fosfato (Smith, 1982). Como fuente de nitrégeno las
clanobacterias generalmente usan nitrato, nitrito y amonio (Guerrero y Lara, 1987),
aunque algunas especies pueden utilizar también urea y determinados aminodcidos
(Flores y Herrero, 1994; Montesinos et al., 1995) o bien pueden fijar dinitrégeno en
condiciones de aerobiosis (Stewart, 1980). En este dltimo caso, para proteger al complejo
de la nitrogenasa de la inactivacién irreversible por O algunas especies filamentosas han

separado espacialmente los procesos de fotosintesis y fijacién de N2. Asi, este ultimo se

realiza en unas células diferenciadas especiales denominadas heterocistos que se
desarrollan en condiciones en que el nitrégeno combinado es limitante (Wolk, 1982). En
los casos de cianobacterias fijadoras de N2 que no diferencian heterocistos, parece que la
estrategia mas comin de proteccién de la nitrogenasa es la separacién temporal entre la

fotosintesis y la fijacién de N2 ademas de un incremento en el metabolismo respiratorio

para crear un ambiente microaerdbico (Fay, 1992).

Muchas cianobacterias unicelulares son transformables de manera natural e incorporan
el DNA exdgeno a su genomio de manera estable por recombinacién homdéloga (Porter,
1986). La transformacién unida al desarrollo de otras técnicas de transferencia genética
como la conjugacion (Wolk et al., 1984; Flores y Wolk, 1985) o la electroporacion (Thiel
y Poo, 1989), han hecho de las cianobacterias organismos ideales para el estudio de la

fotosintesis desde el punto de vista molecular.

1.2.2. Synechocystis sp. PCC 6803

Synechocystis sp. PCC 6803 es una cianobacteria unicelular, poliploide, mévil y no
fijadora de dinitrégeno, que pertenece a la seccién I de la clasificacién de Rippka ez al.
(1979). Inicialmente descrita como fotoheterétrofa (Rippka, 1972), posteriormente se ha
visto que puede crecer en presencia de glucosa sin iluminacién continua siendo suficiente
un pulso de luz blanca cada 24 horas (Anderson y MclIntosh, 1991). A esta forma de
crecimiento se le ha llamado "crecimiento heterotréfico activado por luz" y parece ser
independiente de la actividad de cualquiera de los dos fotosistemas (Anderson y

McIntosh, 1991).
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Synechocystis  sp. PCC 6803 es competente de manera natural (Grigorieva y
Shestakov, 1982) y puede ser transformada con DNA exdgeno. La transformacién en ésta
al igual que en otras cianobacterias, es dependiente de la concentracién de DNA exégeno
presentando una cinética que se satura con una concentracién de DNA de 50 mg/ml
(Grigorieva y Shestakov, 1982; Porter, 1986). Synechocystis sp. PCC 6803 posee un
sistema de recombinacion homéloga que permite la sustitucién de genes por copias
mutadas y, ademas, posee varios plasmidos residentes que han permitido el desarrollo de
distintos sistemas de transferencia de material genético. Utilizando secuencias de estos
pldsmidos se han construido vectores de clonacién que permiten la integracién de DNA
exdgeno por recombinacion entre el vector y el plasmido residente (Chauvat et al., 1986),
vectores autorreplicativos (Chauvat et al., 1988), vectores para el estudio de promotores
(Ferino y Chauvat, 1989) y plasmidos conjugativos entre Synechocystis y Synechococcus
(Marraccini et al., 1993).

Las caracteristicas de crecimiento de Synechocystis sp. PCC 6803 han posibilitado la
obtencién de mutantes deficientes en fotosintesis, facilitando el estudio de este proceso.
Ast, la capacidad de crecimiento fotoheterétrofo ha permitido obtener mutantes afectados
en el PSII (Vermaas er al., 1986; Jansson et al., 1987; Debus et al., 1988a; Debus et al.,
1988b; Vermaas er al., 1988; Williams, 1988; Chauvat er al., 1989), fotosistema no
requerido para este tipo de crecimiento (Rippka, 1972). También se han obtenido
mutantes que afectan a la actividad del PSIy a la de ambos fotosistemas simultdneamente
que son viables en condiciones de crecimiento heterotréfico activado por luz (Smart ez
al., 1991; Smart y McIntosh, 1993; Smart et al., 1994).

El genomio de Synechocystis sp. PCC 6803 ha sido recientemente secuenciado en su
totalidad (Kaneko et al., 1996) facilitando asf la clonacién de nuevos genes que puedan

ser de interés en el estudio de esta cianobacteria a nivel molecular.

1.1.3. OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

El primer objetivo de este trabajo ha sido obtener los genes y purificar los componentes
de la RNasa P de alguna cianobacteria, de manera que pudieramos disponer de un sistema
de estudio de la RNasa P cianobacteriana con las dos subunidades y los sustratos

procedentes del mismo organismo.
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El segundo objetivo ha sido el anélisis bioquimico de la RNasa P de Synechocystis sp.
PCC 6803, centrandonos especialmente en las peculiaridades que presenta en cuanto al
reconocimiento de su sustrato.

Como objetivo final nos planteamos estudiar la RNasa P de algin orgédnulo
fotosintético, para lo que se selecciond el cianelo de Cyanophora paradoxa, debido a que
era ya conocida la subunidad RNA P (Shevelev er al., 1995 y Baum er al., 1996) y a que
el cianelo se considera una forma primitiva de cloroplasto, mas préxima evolutivamente a
la cianobacteria endosimbionte original que otros cloroplastos (Loffelhardt et al., 1997).
Nos planteamos estudiar las caracteristicas estructurales que hacen no catalitico el RNA P
de este organismo y qué tipo de proteinas componen su RNasa P.

Algunos de los resultados que aqui se presentan han sido publicados o estdn en vias de
publicacién:

Pascual, A. y Vioque, A. (1994) Sequence and structure of the RNA subunit of RNase P
from the cyanobacterium Pseudanabaena sp. PCC 6903. Biochem. biophys. Acta, 1218,
463-465.

Pascual, A. y Vioque, A. (1996) Cloning, purification and characterization of the protein
subunit of ribonuclease P from the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803. Eur. J.
Biochem. 241, 17-24.

Pascual, A. y Vioque, A. Functional reconstitution of RNasa P activity from a plastid
RNA subunit and a bacterial protein subunit. Enviado a FEBS Lett.

Pascual, A. y Vioque, A. Enzyme-substrate interactions in the cyanobacterial RNase P

are perturbed by 3’-RCCA in substrate. Enviado a Proc. Natl. Acad. Sci. USA.

20



Alberto Pascual

2. MATERIALES Y METODOS

21



Alberto Pascual

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO
2.1.1. Cianobacterias

2.1.1.1. Estirpes de cianobacterias utilizadas

Las cianobacterias utilizadas en este trabajo han sido Synechocystis sp. PCC 6803,
perteneciente a la seccién I de la clasificacién taxonémica definida por Rippka (Rippka ez
al., 1979) y Pseudanabaena sp. PCC 6903, incluida en la seccién III de la misma

clasificacion.

2.1.1.2. Cultivos de cianobacterias en medio liquido

Para el cultivo en medio liquido de cianobacterias se utilizé el medio BG11 descrito
por Rippka et al. (1979). El medio se compone de: NaHCO; 12 mM; NaNO; 17,6 mM;
MgSO, 0,3 mM; CaCl, 0,24 mM; K,HPO, 0,2 mM; 4cido citrico 28,5 uM; citrato férrico
amonico (17 % Fe) 6 mg/ml; Na,MoO, 16 uM; ZnSO, 0,8 uM; CuS0O, 0,3 uM y CoCl,
0,2 uM.

El medio se preparé concentrado 100 veces, conteniendo todos los componentes
excepto el K,HPO,, el NaHCO; y el NaNO; que se afiadieron antes de la esterilizacién en
el autoclave.

Para los cultivos en medio liquido que se utilizaron como preinéculos y para las
extracciones de DNA, se usaron matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con
volimenes de entre 25 y 100 ml de medio e inoculados con biomasa procedente de
cultivos en medio sélido. Posteriormente fueron incubados en agitadores orbitales
termostatizados a 30 °C, con iluminacién continua de luz blanca e intensidad luminosa
entre 25 y 30 pE m?s" y agitacién constante de 100 rpm en incubadores orbitales

Gallenkamp (Gran Bretaiia).

2.1.1.3. Cultivos de cianobacterias en medio sélido

Para el cultivo en medio sélido se utiliz6 el medio BG11 descrito en el apartado

anterior con la adicién de Bacto-agar (Difco, EE.UU.) al 1 % (p/v). El agar se esterilizé
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por separado del resto del medio y se mezclé con el mismo antes de verterlo en las placas
de Petri. Las placas se incubaron en una cdmara termostatizada a 30 °C bajo iluminacién
continua de luz blanca e intensidad luminosa de entre 25 y 30 uE m>s™.
2.1.2. Escherichia coli
2.1.2.1. Estirpes de E. coli utilizadas

Las estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo y sus caracteristicas mdas destacables

se enumeran en la tabla 2.

Tabla 2. Estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo
Estirpe Caracteristicas relevantes Referencias

DH5a F-, endAl, hsdR17(mK*(K"), supE44, Hanahan, 1983
thi-1, recAl gyrA96, relAl AlacUIl69
(f80d-lacZAM15)

BMH71-18 thi, supE, A(lac-proAB), mutS:Tnl0, “U.S.E. mutagenesis Kit”,

F'proAB*, lacli, lacZAml 5] Pharmacia-Amersham-
Biotech

XL-1Blue supE44, hsdR17, endAll, recAl, gyrA96, Bullock et al., 1987
relAl, lac , F'{proAB", lacl’, lacZAmiS5,
Tnl0(tet")]

BL21(DE3) hsdS gal (Aclts857 indl Sam7 nin$ Studier y Moffatt, 1986
lacUV5-T7, gene 1)

NYH322 AlproBlac), ara, gyrA, thi, zic- Kirsebom et al., 1988
501::Tnl0, rnpA49

MC1061 hsdR, mcrB, araDI139, A(araABC, Meissner et al., 1987

leu7679), AlacX74, galU, galK, rpsL, thi

2.1.2.2. Medios y condiciones de cultivo

Como medio habitual de crecimiento para los cultivos liquidos o en medio sélido de E.
coli se utilizé el medio de Luria-Bertani (LB, Sambrook et al., 1989), cuya composicién

es la siguiente:

NaCl 10 g/
Bactotriptona 10 g/l
Extracto de levadura S5¢g/l

En el caso del medio sélido se afiadié agar a una concentracién final del 1,5 % (p/v). El

medio completo se esterilizé en autoclave.
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El medio ¢-broth (Sambrook et al., 1989) fue el utilizado para el crecimiento de

cultivos destinados a la preparacién de células competentes. Su composicién es la

siguiente:
Bactotriptona 20 g/l
Extracto de levadura 5¢g1
MgSO, 16 mM
KCl 10 mM

El medio se esterilizé en autoclave como se ha descrito anteriormente.
El medio minimo (M9), usado en los experimentos de induccién de proteinas, fue el
siguiente:

Concentrado 5x:

Na,HPO,. TH20 64 g/t
KH,PO, 15 g/t
NaCl 2,5 g/l
NH,CI 5g1
Medio completo:

Concentrado 5x 200 mlA
CaCl, IM 0,1 miN1
MgSO, IM 1 ml/1
Glucosa 20 % 10 m¥/1
Vitamina B1 (1 mg/ml) 1 ml/t

El concentrado 5x, el CaCl, y el MgSO; se esterilizaron separadamente en el autoclave
y se mezclaron una vez frios. La glucosa y la vitamina B1 se esterilizaron por filtracion.
El medio en forma sdlida se prepar6 afiadiendo agar 1,5 % (p/v).

Los antibiéticos, esterilizados por filtracién, se afiadian en caso necesario a una

concentracion de:

Ampicilina 100 pg/ml
Kanamicina 50 pg/ml
Cloranfenicol 25 pg/ml
Estreptomicina 25 pg/ml

Los cultivos en medio liquido se llevaron a cabo en tubos o matraces Erlenmeyer de
volumen quintuple al del cultivo, a 37 °C y con agitacién orbital continua a 200 rpm en
aparatos New Brunswick Scientific (EE.UU.) modelo G25. Los cultivos sélidos se
realizaron en cajas de Petri que se incubaron a 37 °C 6, cuando el experimento lo

requeria, a 42 °C.
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2.1.3. Método de recogida de células

Para la recogida de células los cultivos se centrifugaron a 7.000 g, durante 10 min en
centrifugas refrigeradas Sorvall (EE.UU.) modelo RCS5-C, equipadas con rotores GSA,
SS-34 y SE-12. Las centrifugaciones de volumen inferior a 1,5 ml se realizaron en una
centrifuga Eppendorf (Alemania) modelo 5415C a 10.000 g, durante 10 min. La recogida

de células para las determinaciones especificas se detallard en cada caso.

2.2. METODOS DE PURIFICACION Y ANALISIS DE PROTEINAS
2.2.1. Induccién de proteinas recombinantes en E. coli

Se utilizé un sistema inducible por IPTG en la cepa BL21 (DE3), conteniendo en
plasmido el alelo super-represor lacl?, para evitar los problemas derivados de la expresion
basal del sistema. Esta cepa fue transformada con el pldsmido apropiado y la mezcla de
transformacién se inoculé en medio minimo M9. El cultivo se incubé hasta alcanzar una
absorbancia a 550 nm de 0,5 momento en el cual se adicioné el inductor a una
concentracién final de 2 mM. Tras tres horas més de incubacién a 37 °C los cultivos se
recogieron por centrifugacién. El volumen de cultivo varié entre los 50 ml usados para la
obtencién de las condiciones 6ptimas de induccién y los 2 L empleados para purificar las
protefnas. La presencia de una proteina inducida se comprobé mediante electroforesis en

geles de SDS-poliacrilamida de una parte del cultivo.

2.2.2. Preparacion de extractos celulares

Los extractos crudos de cianobacterias o de E. coli se obtuvieron siguiendo dos
procedimientos, segtin la cantidad de extracto requerido asi como el volumen de cultivo
utilizado para obtenerlo. Extractos crudos del cianelo del alga eucariota Cyanophora
paradoxa fueron obtenidos desde cultivos congelados, cedidos amablemente por el

laboratorio del profesor W. Loffelhardt, Universidad de Viena.
2.2.2.1. Rotura con perlas de vidrio

En caso de requerir pequefias cantidades, los extractos celulares se prepararon

mediante rotura con perlas de vidrio. Para ello, un volumen de 1 6 2 ml de cultivo se
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centrifugd en tubos Eppendorf resuspendiendo el precipitado de células en un volumen
adecuado de tampén Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, conteniendo MgCl, 0,2 M. A esta
suspensién se afiadié una cantidad equivalente a 50 pl de perlas de vidrio (0,25-0,30 mm
de didmetro, Sigma, EE.UU.) por cada 100 pl de tampén.

Esta suspensién celular se sometié a dos periodos de 15 s de agitacién vigorosa en
agitador automdtico, alternados con periodos de 30 s en hielo. Los restos celulares se
eliminaron por centrifugacién durante 10 min a 12.000 g y 4 °C, constituyendo el

sobrenadante el extracto crudo libre de células.

2.2.2.2. Rotura con alumina

Las células se recogieron segin el apartado 2.1.3. y se congelaron a -20 °C. El
precipitado se separd del tubo en una sola pieza con una espétula y se deposito en un
mortero enfriado previamente a —20 °C. Se afiadi6 el doble del peso del precipitado de
alimina (Sigma). Se desmenuzé con la maza hasta apreciar un cambio en la viscosidad de
las células. El extracto se recogié con el tamp6n apropiado para cada experimento y se
centrifugé en rotor SS34 a 30.000 g durante 45 min, constituyendo el sobrenadante el
extracto libre de células. Todo el proceso se llevé a cabo en hielo y la centrifugacién se

realizé a 4 °C.
2.2.2.3. Preparacion de extracto del cianelo de Cyanophora paradoxa

El proceso estdndar consisti6 en la rotura de la célula con un tratamiento con Tritén X-
100 al 1% en TE. Este tratamiento no afecta a la integridad del cianelo. Tras dos lavados
con el mismo tampén se rompié el cianelo con perlas de vidrio como se ha descrito
excepto que el tampén usado para la rotura fue Tris-HCI 50 mM, pH8,0; MgCl, 10 mM,;
KCl 20 mM; EDTA 2 mM; PMSF 0,2 mM y B-mercaptoetanol 10 mM.

2.2.3. Obtencion del lavado ribosémico

La proteina recombinante se sobreexpresé en la cepa de E. coli BL-21(DE3) segiin se

describe en el apartado 2.2.1. Las células se recogieron segin el apartado 2.1.3. El
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precipitado celular se congelé a —20 °C y se procedié a la rotura de las células con
aldmina (2.2.2.2.).

El extracto fue resuspendido en 5 ml de tampén JAS (Tris-HCl 50 mM; NH,4Cl 60
mM; Mg(OAc), 10 mM y 2-mercaptoetanol 0,2 % (v/v); pH 7,5). Para evitar la
proteolisis se adiciond PMSF a una concentracién final de 20 pM, preparado
inmediatamente antes de ser usado en 2-propanol. Se afiadié DNasa I (libre de RNasas)
suministrada por Boehringer Mannheim (Alemania) a una concentracién final de 2 pg/ml
y se incub6 durante 30 min con agitacién ocasional. El extracto se centrifugé a 8.000 rpm
en tubos Corex de 15 ml en un rotor SS34 durante 10 min, a temperatura constante de 4
°C, para eliminar la alimina. El sobrenadante obtenido se centrifugé en el mismo rotor a
15.500 rpm (30.000 g) durante 45 min para eliminar restos celulares. El sobrenadante de
la dltima centrifugacidn constituyé el extracto libre de células denominado S30.

El extracto S30 se centrifugé durante 2 horas a 100.000 g en un rotor SW60 para
obtener los ribosomas y las enzimas asociadas. El precipitado se resuspendié usando una
varilla de vidrio siliconizada en 1 ml de JAS conteniendo NH,Cl 1 M (JAS*) y se incub6
a 4 °C durante 2 horas en agitacién leve. Transcurrido este tiempo se centrifugd de nuevo
a 100.000 g durante 2 horas en un rotor SW60. Se descarté el precipitado, constituyendo

el sobrenadante el lavado ribosémico (S100).

2.2.4. Técnicas cromatograficas
2.2.4.1. Filtracion en gel

Se utilizé una columna de vidrio Bio-Rad (EE.UU), modelo Econo-Column Standard,
conteniendo un lecho de 1,5 x 50 cm de G-50 Fine (Pharmacia-Biotech, Suecia). La
columna se equilibré con cinco volimenes de tamp6n JAS*. La muestra, 1 ml, se aplicé
directamente con una pipeta sobre el lecho. Una vez introducida la muestra, la
cromatografia se realiz6 con el mismo tampén a un flujo aproximado de 22 ml/h,
proporcionado por una bomba peristaltica LKB 10.200 (Pharmacia-Biotech) conectada a
la salida de la columna. Se recogieron fracciones de 0,5 ml con un colector Pharmacia-

Biotech modelo Frac-100.
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2.2.4.2. Cromatografia en gel de afinidad por histidinas

La técnica se realizé en una columna Bio-Rad, modelo Econo-Column Standard, de 0,7
cm de didmetro y 4 cm de altura. La resina His-Bind de Novagen (EE.UU.) se lav6 con
dos volumenes de H,O, cinco volumenes de NiSO, 50 mM y se equilibré con cinco
volimenes de tamp6n JAS*. Tras la aplicacién de la muestra, la columna se lavé con diez
volumenes de JAS*, diez volumenes de JAS* conteniendo 7 M de urea y se eluyé la
muestra con dos volumenes de JAS*-7 M urea conteniendo 300 mM de imidazol. El flujo

fue de 39 ml/h y la recogida de fracciones se realizé como en el apartado anterior.

2.2.5. Electroforesis de proteinas
2.2.5.1. Electroforesis analiticas en geles de SDS-poliacramida

Las electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes se llevaron a cabo
segtin el procedimiento descrito por Laemmli (1970), usando geles al 12 % de acrilamida;
se utilizé6 un aparato Mini-Protean II de Bio-Rad y se siguieron las instrucciones del
fabricante.

Los geles contenian acrilamida a una concentracién del 12 % (acrilamida 29,2 %, %
bis-acrilamida 0,8), Tris-HCI 375 mM, pH 8,8 y SDS 0,01 % (p/v). Los gases disueltos se
eliminaron mediante vacio y posteriormente se afiadieron TEMED 0,1 % (v/v) y APS 0,1
% (p/v) para desencadenar la polimerizacién, que se realiz6 a temperatura ambiente entre
dos placas de vidrio de 10,2 x 7,3 cm y 10,2 x 8,3 cm dispuestas paralelamente dejando
un espacio de 0,75 mm entre ellas y montadas segiin las instrucciones del fabricante. El
espacio delimitado por las placas se llené hasta aproximadamente 5 cm del extremo
inferior, cubriéndose el menisco con una capa (1-2 cm de altura) de gel de
empaquetamiento que contenia poliacrilamida 6 %, Tris-HCl 375 mM, pH 6,8 y SDS
0,01 % (p/v). Immediatamente antes de la polimerizacién se introdujo en la parte superior
del gel un peine de teflén de 0,75 mm de grosor, de diez dientes de 5 mm de ancho, 13
mm de altura, separados entre si 3 mm para formar los pocillos. El peine se retiré una vez
que el gel habia polimerizado, lavandose los pocillos con abundante agua destilada.

Las muestras se mezclaron con medio volumen de una solucién de tampén de carga de

proteinas, tras lo que se calentaron a 100 °C durante 5 min. La electroforesis se desarroll6
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a temperatura ambiente. El voltaje aplicado fue de 200 V que se mantuvo hasta que el
colorante alcanz6 la parte inferior de la placa. El tampén de electroforesis usado fue Tris
25 mM; Glicina 192 mM, pH 8,3 y SDS 0,1 % (p/v).

Como patrones se utilizaron las siguientes proteinas, suministradas por Bio-Rad,
fosforilasa B de miisculo de conejo (97,4 kDa), seroalbimina bovina (66,2 kDa),
ovoalbiimina de gallina (45,0 kDa), anhidrasa carbénica bovina (31,0 kDa), inhibidor de
tripsinégeno de semilla de soja (21,5 kDa) y lisozima de huevo de gallina (14,4 kDa).
Para la determinacién de las masas moleculares, se representaba en ordenadas el
logaritmo decimal de los valores de masa molecular de las proteinas patrones y en
abscisas la movilidad electroforética relativa de cada una respecto al frente de

electroforesis.

2.2.5.2. Tincion de proteinas en geles de poliacrilamida

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se localizaron tifiéndolas mediante
inmersién de los geles en una solucién de azul de Coomassie R-250 (Sigma) 0,1 % (p/v),
acido acético 10 % (v/v) y metanol 40 % (v/v). Tras una hora de tincién a temperatura
ambiente, los geles se lavaron repetidas veces con una solucién de &cido acético 10 %
(v/v) y metanol 40 % (v/v). Las proteinas se visualizaron como bandas de color azul en el
gel de poliacrilamida. Los geles una vez tefiidos se conservaron en acido acético 7 %

(v/v).

2.2.5.3. Precipitacion de proteina con TCA

La precipitacién de pequeiios volimenes de proteina para su andlisis en SDS-PAGE se
realizaba en tubos Eppendorf afiadiendo 1/10 de volumen de una solucién de TCA 100 %
(p/v) en agua destilada. La mezcla se agitaba vigorosamente y se incubaba 10 min a 4 °C.
Posteriormente se centrifugaba a 12.000 rpm durante 15 min. El precipitado se lavaba y
centrifugaba sucesivamente con 0,7 ml de etanol:éter dietilico (1:1, v/v) y etanol:éter
dietilico (1:3, v/v) a =20 °C. El precipitado resultante se dejaba secar y era resuspendido

para su uso en el tampén deseado.
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2.2.6. Técnicas inmunolégicas

2.2.6.1. Obtencion de antisuero contra la proteina P de Synechocystis en conejo

Se sometieron a electroforesis desnaturalizante, aproximadamente 2 mg de proteina P
purificada hasta homogeneidad. La fraccién del gel que contenia la proteina se recortd y
se pulveriz6é mediante congelacién con nitrégeno liquido y trituracién en un mortero. Este
polvo se mezclé con tampdn Tris-HCI 50 mM, pH 7,8, hasta conseguir una pasta densa
que a su vez se mezclé con una cantidad igual en volumen de adyuvante incompleto de
Freund. Se homogeneizé la suspensién hasta conseguir una emulsién uniforme y se
inyectd, de forma subcutdnea, en cuatro puntos del cuerpo de un conejo macho, albino y
de raza New Zeland. Transcurridos 21 dias de esta primera inyeccién se realizaron dos
nuevas inyecciones subcutaneas con 0,5 mg cada una de proteina purificada y preparada
de la misma forma que se ha descrito previamente. A los 10 dias de la dltima inyeccién
de antigeno se realizé la extraccién de sangre al conejo. Tras la coagulacién y
centrifugacién de la sangre a 12.000 g, durante 15 min, se obtuvieron 20 ml de suero

inmune.

2.2.6.2. Purificacion de los anticuerpos mediante afinidad a gel de proteina A Sepharosa

El suero, preparado de la manera descrita en el apartado anterior, se purificé mediante
FPLC. Se equilibré una columna de 1 ml de proteina A Sepharosa (Sigma) con tamp6n
fosfato sédico 20 mM, pH 7,0, a un flujo de 1 ml/min. Se introdujo el suero, se lavé la
columna con el mismo tampén y se eluyeron los anticuerpos con citrato sédico 100 mM,
pH 3,0, recogiéndose fracciones de 0,5 ml en tubos en los que previamente se habian
depositado 50 pl de Tris-HC1 1 M, pH 7,5. A la muestra resultante se le repiti el

proceso. Los anticuerpos obtenidos mostraban homogeneidad electroforética.

2.2.6.3. Deteccidn de proteinas en geles de poliacrilamida mediante Western blot

Muestras sometidas a electroforesis se detectaron mediante inmunorreaccién con
anticuerpos obtenidos como se describe en el apartado 2.2.6.1. Una vez concluida la

electroforesis, las proteinas se transferian a membranas de nitrocelulosa Bio-Rad de 0,45
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um de didmetro de poro, en un aparato Mini Trans-blot suministrado por Bio-Rad
siguiendo las instrucciones del fabricante. La transferencia se llevé a cabo a temperatura
ambiente durante dos horas a 250 mA de intensidad constante y utilizando como tampén
de electrodo una solucién de Tris 25 mM; glicina 192 mM, pH 8,3; y metanol al 20%
(v/v). El proceso de transferencia se comprob6 mediante el empleo de patrones de masa
molecular pretefiidos en la electroforesis. Seguidamente, la membrana se incubé durante
dos horas en una solucién bloqueante de leche desnatada en polvo Molico-Sveltesse de
Nestlé (Espana) al 5 % (p/v) y azida sédica al 0,02 % (p/v) en tampén TBS (Tris-HCl 15
mM, pH 7,4 y 0,2 M de NaCl). A continuacién se incubé la membrana con el antisuero
diluido de forma adecuada en solucién de bloqueo durante 15 h a temperatura ambiente y
agitacién constante. Se sometié la membrana a cuatro lavados de 15 min cada uno en
tampén TBS suplementado con Tween 20 al 0,05% (v/v) y se incubé la misma con una
solucién de anticuerpos (inmunoglobulina G) de cabra anti-inmunoglobulina G de conejo,
conjugados con fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim) diluidos (1:1.000) en solucién
de lavado durante dos horas a temperatura ambiente y agitacion constante. Se repitié el
proceso de lavado descrito anteriormente tras lo que se revel la actividad fosfatasa
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la deteccién de proteinas en extractos crudos de Synechocystis o Anabaena se
recogieron 50 ml de un cultivo en fase exponencial y se rompieron con alimina (2.2.2.2.).
El extracto crudo resultante se extrajo con metanol para eliminar pigmentos y se cargaron

para la electroforésis entre 10 y 30 ug de proteina por carril.

2.2.7. Eliminacién de sales y moléculas pequefias de las preparaciones de proteinas y
acidos nucleicos

Las sales y moléculas pequefias se eliminaron de las preparaciones proteicas mediante
dialisis, utilizando tubos de celulosa regenerada Sigma de limite de exclusién de 6-8 kDa.
Las membranas se lavaron exhaustivamente con agua destilada antes de su uso.

En el caso de las preparaciones de DNA se siguié6 el método de Orly y Selinger
descrito por Penefsky (1977); jeringas de pldstico de 2 ml, en cuyo extremo inferior se
habia colocado un circulo de papel de filtro, se llenaban con Sephadex G-25 o G-50

(Pharmacia-Biotech) hinchado y equilibrado con varios volimenes del tampén en el que
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se querfa dejar las muestras. Las jeringas (metidas en tubos de centrifuga) se
centrifugaban a 2000 rpm durante 2 min en una centrifuga de mesa Labofuge marca
HERAEUS (Alemania) para eliminar el exceso de tamp6n en el gel. Un volumen de
muestra de diez a veinte veces menor que el del lecho se aplicaba sobre la superficie del
mismo y se centrifugaba de nuevo a la misma velocidad durante otros 2 min recogiéndose
en el tubo de centrifuga la muestra ya filtrada, en un volumen similar al original.

Alternativamente, en vez de jeringas se usaron como soporte del gel tubos Eppendorf a
los que se les realizé un agujero en el fondo y se les colocé perlas de vidrio en el fondo
para evitar que el gel se saliera durante la centrifugacion.

Para muestras de RNA se utilizarén columnas de G-50 proporcionadas por Boehringer

Mannheim segin las instrucciones del fabricante.
2.3. METODOS DE MANIPULACION Y ANALISIS DE DNA IN VITRO

2.3.1. Plasmidos y genotecas utilizados

En la tabla 3 se relacionan los pldsmidos utilizados no construidos en este trabajo, asi
como sus caracteristicas mas notables. El plasmido pBluescript II SK(+) fue el vector
utilizado en las clonaciones estandar, el plasmido pGEM-T (Promega) fue el usado para
clonar productos de PCR y el plasmido pUC19 el elegido para expresar RNAs desde el
promotor del fago T7.

Tabla 3. Plasmidos utilizados no construidos en este trabajo

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencias

pBluescriptIl SK(+) Ap', oriF1, colEl, ori, lacZ Stratagene

pJA2 Contiene el gen rnpB de E. coli bajo el control Vioque et al., 1988
del promotor del fago T7 en pUC19

Ani4 Contiene el gen rnpB de Anacystis nidulans Banta et al., 1992

pAV1100 Contiene el gen rnpB de Synechocystis en pBS Vioque, 1992

pARE7 Permite la sobreexpresién de la proteina P de Vioque et al., 1988
E. coli para su purificacién

pT76903 Contiene el gen rapB de Pseudanabaena en Tous y Vioque, no
pUC19, bajo control del promotor del fago T7 publicado.

pT77120 Contiene el gen rnpB de Anabaena bajo el Vioque, 1997
control del promotor del fago T7 en pUC19

pT77120A12 Plasmido idéntico al anterior con una delecién Vioque, 1997

en la hélice P12 del RNA que codifica
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pT76803A12 Contiene el gen rnpB de Synechocystis en Vioque, 1997
pUC19 bajo el control del promotor del fago
T7, con una delecién en la hélice P12

p4.5S Contiene el gen del precursor del RNA 4.58 Peck-Miller
de E. coli, en pUC19, bajo control del y Altman, 1990
promotor del fago T7

pTyrSU3+ Contiene el gen del precursor del tRNA de Vioque et al., 1988
tirosina de E. coli, en pUC19, bajo control del
promotor del fago T7

pUCI19 Pldsmido que no contiene el promotor del fago Messing, 1983
T7

plZ227 Pdsmido con los genes lysE 'y lacl? Fernando  Govantes,

no publicado

pGEM-T Plasmido linearizado con extremos “T” Promega

protuberantes

En la tabla 4 se relacionan los plasmidos construidos en este trabajo.

Tabla 4. Plasmidos construidos en este trabajo

Plasmido Caracteristicas relevantes

pAP100 Pldsmido aislado de una subgenoteca de Pseudanabaena, que contiene el
gen codificante de la subunidad RNA de la RNasa P de este organismo

pAP200 Pldsmido aislado de una genoteca de Synechocystis. Contiene el gen rnpA
de este organismo

pT76803 Pldsmido que contiene el gen rnpB de Synechocystis bajo control del
promotor del fago T7

pT76803J15/16 Mismo pldsmido que el anterior en el que la secuencia 5’-G330G331U332-
3*® se ha sustituido por CCA

pT7CYPAR Pldsmido conteniendo el gen rapB del cianclo de Cyanophora paradoxa
bajo control del promotor del fago T7

pT7CYL14 Mismo pldsmido que el anterior donde los nucleétidos U184 y A186 han
sido cambiados a G184 y G186 respectivamente

pT7GLN Plasmido conteniendo el gen para el precursor del tRNAC" bajo control del
promotor del fago T7

pT7GLU Plasmido conteniendo el gen para el precursor del tRNA®" bajo control del
promotor del fago T7

pARA2 Permite la sobreexpresién de la proteina P de Synechocystis para su

purificacién

D Los nimeros hacen referencia a la secuencia de nucleétidos del RNA P que codifica el

plasmido.

Las genotecas que se han empleado en este trabajo estdn construidas en el vector

pBluescriptll SK(+), utilizando la estirpe de E. coli MC1061. La estirpe MC1061 carece

del sistema de restriccién mcr, capaz de degradar DNA que esté metilado en los residuos

de citosina (Raleigh et al., 1988).
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2.3.2. Aislamiento y analisis de DNA
2.3.2.1. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli

Para el aislamiento de DNA plasmidico a pequeiia escala se empleé un método de lisis
por hervido. Originalmente descrito por Holmes y Quigley (1981), consiste en la lisis de
las células mediante hervido en presencia de Tritén X-100 y se realizé segiin Sambrook et
al. (1989). El aislamiento de DNA plasmidico para experimentos de digestién con
exonucleasa III (2.3.3.1.) se llevé a cabo mediante este método seguido de su purificacién

mediante filtracién en columnas de G-50 (apartado 2.2.7.).

2.3.2.2. Aislamiento de DNA plasmidico de alta calidad de E. coli

Los cultivos de E. coli conteniendo el plasmido deseado se recogieron por
centrifugacién (2.1.3.). Las células se lisaron mediante adicién de SDS y NaOH (método
de Birnboim y Doly., 1979), se eliminé el DNA cromosémico mediante precipitacién con
acetato potasico 1,6 M y se recuperé el DNA plasmidico, tras tratamiento con RNasa (1
pg/100 pl, libre de DNasas), mediante precipitacién en presencia de PEG 6 % y NaCl 1,5
M. Las muestras se desproteinizaron con fenol, fenol:cloroformo (1:1) y cloroformo y se

concentraron mediante precipitacién con etanol y acetato sédico.

2.3.2.3. Aislamiento de DNA total de cianobacterias

Para el aislamiento de DNA total de cianobacterias se empleé un método descrito por
Cai y Wolk (1990), basado en la rotura de las células con perlas de vidrio. Células
procedentes de 50 ml de cultivo se recogieron por centrifugacién (2.1.3.) y se
resuspendieron en 400 ul de tampén TO,1E (Tris-HC1 10 mM y EDTA 0,1 mM, pH 8,0).
A la suspensién celular se le afiadieron 150 pl de perlas de vidrio estériles (0,25-0,3 mm
de didmetro, Sigma), 20 pl de una solucién de SDS 10 % y 450 pl de una mezcla
fenol:cloroformo 1:1 (v/v). La solucién se sometié a continuacién a 10 ciclos de 1 min de
agitacién vigorosa intercalados con ciclos de 1 min de incubacién en hielo. El lisado se
centrifugé (12.000 x g, 15 min, 4 °C) y se sometié el sobrenadante a varias extracciones
con fenol:cloroformo 1:1 (v/v). El DNA se precipité finalmente con 2,5 volimenes de

etanol absoluto frio, en presencia de acetato sédico a una concentracién final de 0,3 M
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(pH 5,2). El precipitado se secé al vacio y se resuspendié en un volumen adecuado de
tamp6n TO,1E. Cuando se quiso eliminar el contenido de RNA se realizé un tratamiento
con RNasa A de péncreas bovino (Boehringer Mannheim), a una concentracién final de
20 ug/ml seguido de extraccién con fenol:cloroformo y precipitacién con etanol.

Antes de ser utilizadas, las perlas de vidrio se sometieron a un tratamiento con 4cido
nitrico durante 12 h seguido de numerosos lavados con agua destilada. Tras ello, las

perlas se esterilizaron en autoclave y se secaron.

2.3.2.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Se llevé a cabo seglin Sambrook et al. (1989), utilizando geles de agarosa al 0,7-2 %
(p/v) preparados en tamp6én TBE que contenia bromuro de etidio a una concentracién de
5 pg/ml. Las electroforesis se llevaron a cabo en aparatos DNA SUB CELL™
suministrados por Bio-Rad. A cada muestra se afiadié 1/10 del volumen de tampén de
carga de DNA.

Para determinar el tamafio de los fragmentos sometidos a electroforesis se emplearon
como marcadores los fragmentos provenientes de la digestién del fago A con HindIIl o
con HindIll y EcoRI. Tambien se utilizaron marcadores proporcionados por Gibco-BRL,
que presentan una escalera de 1 kb o bien de 123 pb.

Tras la electroforesis, los geles se sometieron a iluminacién con luz ultravioleta de 312
nm, utilizindose para ello un transiluminador LKB (Suecia) modelo Macro Vue y se

fotografiaron con un equipo UVP Imagestore GDS-5000 (EE.UU.).

2.3.2.5. Extraccion de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Se empled un método basado en la solubilizacién de la agarosa con ioduro sédico y
adsorcién de los fragmentos de DNA a perlas de vidrio. Tras desarrollar la electroforesis
se llevd a cabo el proceso de extraccién utilizando los productos suministrados bajo la
denominacién Geneclean™ (BIO 101 Inc., EE.UU.) siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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2.3.2.6. Marcaje radiactivo de fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA que se iban a utilizar como sondas en las hibridaciones se
obtenian mediante restriccién de los pldsmidos adecuados y se purificaban mediante
electroforesis en gel de agarosa y extraccién de las bandas correspondientes como se
describe en los apartados 2.3.2.4. y 2.3.2.5. Aproximadamente 100 ng de dichos
fragmentos se marcaban radiactivamente utilizando 20-30 uCi de 5'[a-**P]dCTP (3.000
mCi/mmol) suministrado por New England Nuclear (Gran Bretafa). Se empleé para ello
un equipo de marcaje "DNA labeling kit (-dCTP)" suministrado por Pharmacia-Biotech
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En todos los casos el exceso de
nucleétidos no incorporados se eliminaba mediante filtracion de las muestras a través de
columnas de Sephadex G-50 (apartado 2.2.7.). La calidad del marcaje se estimé

cuantificando 1 pl de la muestra obtenida en un contador de centelleo Beckman LS 2800.

2.3.2.7. Marcaje radioactivo de oligonucledtidos en extremo 5’

Entre 10 y 50 pmoles de oligonucledtido se marcaron con 50 pCi de [y-*PJATP
(>5.000 mCi/mmol) suministrado por Amersham. Para la reaccién se utilizé la enzima
polinucleétido kinasa del fago T4 (United States Biochemical, EE.UU.). La reaccién se
realiz6 en presencia del tampdn suministrado por la casa comercial y 3-6 U de la enzima.
La mezcla se incubé a 37 °C durante 30 min y el DNA marcado se separé del nucleétido
no incorporado mediante filtracién en columnas de G-25 (2.2.7.). La calidad del marcaje
se estimé cuantificando 1 pul de la muestra obtenida en un contador de centelleo Beckman
LS 2800. En el caso del uso de esta técnica para reacciones de extensién del cebador, los
oligonucleétidos marcados se purificaron de un gel de poliacrilamida-urea al 20 %, como

se describe en los apartados 2.4.2.3. y 2.4.2.4. para muestras de RNA.

2.3.2.8. Transferencia de DNA a filtros de nylon

Una vez realizada la electroforesis de DNA en gel de agarosa, se sumergié el gel
durante 15 min con agitacién suave en una solucién HCl 0,25 N para depurinizar
parcialmente el DNA, tras lo cual se lavé con agua destilada y se incub6 durante una hora

en una solucién desnaturalizante de NaOH 0,5 N y NaCl 1,5 M, en agitacién suave. Se
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procedié a continuacién a la transferencia del DNA a filtros de nylon Zeta-Probe
suministrados por Bio-Rad utilizindose un aparato de transferencia por vacio
TransVacTES80 de Hoefer Scientific Instruments (EE.UU.) y siguiendo las instrucciones

del fabricante, terminada la cual se horned el filtro durante dos horas a 80 °C.

2.3.2.9. Deteccion de secuencias de DNA mediante hibridacién con sondas radiactivas
(Southern blot)

La hibridacién del DNA fijado a filtros de nylon con sondas marcadas radiactivamente
se llevé a cabo segin Ausubel ef al. (1989). Para ello, una vez realizada la electroforesis
de DNA en gel de agarosa, éste se someti6 al proceso descrito en el apartado anterior para
transferirlo a un filtro de nylon.

Los filtros se prehibridaron durante 2-4 horas con una solucién compuesta por tampén
fosfato potasico 25 mM pH 7, SSC 5x (el tamp6n SSC 1x contiene NaCl 0,15 M y citrato
sédico 15 mM, pH 7,0), Denhardt 5x (Denhardt 1x contiene ficoll 0,2 g/l tipo 400;
polivinilpirrolidona 0,2 g/l y seroalbimina bovina 0,2 g/l), DNA de esperma de salmén
50 ug/ml y SDS 1 % (p/v). Transcurrido el tiempo de prehibridacion se afiadi6 la sonda
de DNA marcado radiactivamente y se llevé a cabo la hibridacién durante 15 h. La
temperatura de prehibridacién e hibridacién fue de 65 °C.

Una vez hibridados los filtros, se lavaron con agitacién moderada a temperatura
ambiente dos veces con SSC 2x, SDS 0,1 % (5 min) y una vez a 65 °C con la misma
solucién durante 1h. Tras los lavados los filtros se sometieron a autorradiografia a =70 °C
con peliculas Kodak (EE.UU.) modelo X-OMAT S o modelo X-OMAT LS, utilizandose
para ello una carcasa de exposicién Sigma y pantallas intensificadoras Lightning Plus
(Dupont, EE.UU.). Una vez transcurrido el tiempo de exposicién, se revelé la pelicula
empleando reactivos reveladores y fijadores suministrados por Valca (Espafia) y segtn las

instrucciones del fabricante.

2.3.2.10. Deteccion de secuencias de DNA plasmidico de E. coli mediante hibridacion de
colonias con sondas radiactivas.

La hibridacién in situ del DNA de colonias de E. coli se llevé a cabo segiin se describe

en Sambrook et al. (1989). Se realizaron picaduras de las colonias que se deseaban
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analizar en filtros de nitrocelulosa circulares (Millipore, EE.UU.) colocados en cajas de
Petri conteniendo LB. Una vez incubados a 37 °C durante 12 h, los filtros se transfirieron
placas de LB Ampicilina y se incubaron durante 8 h. A continuacién se sometieron a un
tratamiento de 3 min con una solucién de SDS al 10 % colocéndolos sobre papel Watman
3MM (Millipore, EE.UU.) embebido en dicha solucién. A continuacién se realizé un
tratamiento de 5 min por el mismo procedimiento con una solucién desnaturalizante 0,5
N NaOH y 1,5 M NaCl seguido de neutralizacién de 5 min en 0,5 M Tris/HCI y1,5M
NaCl y equilibrado en SSC 2x durante 5 min. Los filtros se secaron durante 30 min a
temperatura ambiente y se hornearon 1,5 h a 80 °C.

Antes de proceder a la hibridacién se realiz6 un proceso de prelavado a 50 °C durante
30 min en una solucién de SSC 5x, SDS 0,5 % y EDTA 1 mM para eliminar los restos
celulares. La prehibridacién e hibridacién se llevaron a cabo como se ha descrito en el
apartado anterior. Se realizaron cuatro lavados de 10 min cada uno a temperatura
ambiente con SSC 2x, SDS 0,1 % y un lavado de 30 min con SSC 1x y SDS 0,1 % (p/v) a
55 °C 6 65 °C, segn se tratara de hibridacién homéloga o heteréloga. Se procedié a la
autorradiografia y posterior revelado de la pelicula en las condiciones descritas

anteriormente.

2.3.2.11. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 50 pl, conteniendo Tris-HCI 10
mM, pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KCl 50 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 50 pmol de cada
oligonucleétido, 1,5 ng del DNA molde y 2,5 U de Taq DNA polimerasa suministrada
por Boehringer. A esta mezcla se le afiadié un volumen igual de aceite mineral Sigma
para evitar la evaporacién. La amplificacién se realizé en un aparato Mastercycler 5330
de Eppendorf y consistié en un primer ciclo de 2 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 1
min de desnaturalizacién a 94 °C, 1 min de renaturalizacién a una temperatura variable,
normalmente 2 grados menor que la temperatura media mas baja de los dos
oligonucedtidos a usar (Tm = 69,3 °C + 0,41 x (Porcentaje de GC) — 650 / nimero de
bases del oligonucleétido) y I min de polimerizacién a 72 °C. Posteriormente se realizé

una incubacién final de 7 min a 72 °C. En el caso de utilizar oligonucleétidos con zonas
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no homodlogas a la region que se deseaba amplificar (como secuencias dianas de enzimas

de restriccién, promotor del fago T7, etc) se realizaron 10 ciclos a una temperatura de

hibridacién igual a la Tm de la zona homdloga y 20 ciclos a una temperatura igual a la

Tm del oligonucleétido completo.

El resultado de la PCR se analizé en gel de agarosa segin se describe (2.3.2.4.).

En la tabla 5 se presentan todos los oligonucleétidos utilizados para este trabajo.

Tabla S. Oligonucledtidos no comerciales utilizados en este trabajo

Nombre

Secuencia

Caracteristicas relevantes

PEI

S’GLN

3'GLN

5’GLU

3’GLU

5’RP6803

3'RP6803

5S’RPCYPAR

3’'RPCYPAR

6803CCA3

CYPARL14

PRT1

5’-ACGCATTCTGGCCCGGAAACCGG-3’

5’-CGACGGGATCCTAAATACGACTCACTATAGGT
TAATCAATGGGGTG-3’

5'-GTCCCAAGCTTGGATGGACGCCTGGCTGGGGT
GCTAGGATTCG-3’

5’-CGACGGGATCCTAAATACGACTCACTATAGTC
TGAAATAACGAACTG-3’

5’-GTCCCAAGCTTGGATGGACGCCTGGTACCCCC
AAGGGAA-3’

5’-GGAATTCTAATACGACTCACTATAGAGAGTTA
GGGAGG-3’

5’-CCCAAGCTTTAAAAAAAGAGAGTTAGTC-3’

5'-CCCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGAAAC
GAATTTAATTAATG-3’

5’-CCCAAGCTTTAAACGAACTTAATTTTAAGC-3’

5’-CCTGCCCCATGATTCCAGGAACCGCTTGAGGA
ATTTGG-3’

5-GCAAACCAGTTAGATTGCGAAATCTATACTTA
GTAAACC-3’

5'-AAAAGAGAGTTAGTCGTAAGCC-3’

Secuencia complementaria a una secuencia
interna del gen rpmH de Synechocystis
Diana de BamHI, promotor del fago T7 y
extremo 5’ del gen de Synechocystis trnQ
(Mayes et al., 1993)

Secuencia complementaria al extremo 3’
del gen tmQ de Synechocystis y secuencias
diana de Fokl, Mval y HindIIl

Diana de BamHI, promotor del fago T7 y
extremo 5’ del gen de Synechocystis trnE
(Neil y Soll, 1990)

Secuencia complementaria al extremo 3’
del gen trnE de Synechocystis y secuencias
diana de Fokl, Mval y HindIIl

Diana para EcoRI, promotor del fago T7 y
secuencia complementaria al extremo 5° del
gen rnpB de Synechocystis (Vioque, 1992)
Secuencia complementaria al extremo 3’
del gen rpB de Synechocystis y secuencias
dianas de Dral y HindIll

Diana para EcoRl, promotor del fago T7 y
secuencia complementaria al extremo 5° del
gen mpB de C. paradoxa (Baum et al.,
1996)

Secuencia complementaria al extremo 3’
del gen rnpB de C. paradoxa y secuencias
dianas de Dral y HindIlI

Secuencia de nucleétidos 316-353 del RNA
P de Synechocystis, conteniendo los
cambios G330 a C330, G331 a C331 y
U332 a A332

Secuencia de nucleétidos 168-206 del RNA
P del cianelo de C. paradoxa, conteniendo
los cambios U174 a G174 y A176 a G176
Secuencia complementaria a los nucleétidos
413-434 del RNA P de Synechocystis

2.3.2.12. Generacion de mutantes dirigidos

Para la realizacién de las distintas mutagénesis dirigidas, se utilizé el sistema "U.S.E.

Mutagenesis Kit" de Pharmacia-Biotech. Este método se basa en la eliminacién de un

sitio tinico de restriccién del plasmido usado, segin el procedimiento descrito por Deng y
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Nickoloff (1992). Para ello, se utiliza un oligonucleétido portando la mutacién disefiada,
con el fin de introducir ésta en una secuencia conocida del DNA y un segundo
oligonucleétido que elimina un tnico sitio de restriccién no esencial en el plasmido, que
sirve como base para la seleccién de los pldsmidos mutados. Puesto que ambos
oligonucleétidos hibridan con la misma cadena del DNA plasmidico, es posible sintetizar
una nueva cadena de DNA conteniendo las dos mutaciones.

Los pldsmidos usados en los experimentos de mutagénesis se obtuvieron siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 2.3.2.2.

La reaccién de hibridacién incluia la utilizacién del oligonucleétido "U.S.E. Selection
primer" suministrado por Pharmacia-Biotech, complementario al sitio de restriccién Scal
del vector pUC19 y conteniendo la mutacién que hace cambiar esta diana por Miul.

Una alicuota de 25 pmoles del oligonucleétido anterior, 25 pmoles del oligonucleétido
con la mutacién disefiada en cada caso y 0,025 pmoles de pldsmido se llevaron hasta un
volumen final de 20 pl en tampén OPA (Tris-acetato 10 mM; acetato magnésico 10 mM
y acetato potdsico 50 mM, pH 7,5). Tras incubar a 100 °C durante 5 min y enfriar en
hielo otros 5 min, se incubd la preparacién durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadieron 7 pl de una solucién conteniendo 2,86 mM de cada dANTP;
4,34 mM ATP y 1,43x del tampén OPA, asi como 3 pl de la mezcla de reaccién que
incluia DNA ligasa del fago T4 (0,83-1,17 U/ul); DNA polimerasa del fago T4 (0,83-1,67
U/ul) y proteina del gen 32 del fago T4 (0,2-0,28 mg/ml). La mezcla anterior se incubd a
37 °C durante 1 h y se detuvo la reaccidn calentando a 85 °C durante 15 min.

La preparacién anterior se sometié a digestién con la enzima de restriccién Scal en un
volumen final de 50 pl. De esta forma se reduce la capacidad de los plasmido silvestres
(que contienen el sitio Scal) para transformar células de E. coli.

Se utilizaron 20 pl de la mezcla de plasmidos resultado de la digestién anterior, para
transformar alicuotas de 200 pl de la estirpe de E. coli BMH71-18, que es defectiva en
reparacién de mutaciones en el DNA y por tanto, no revierte las mutaciones introducidas
con los oligonucleétidos usados. Con la mezcla de transformacién se inocularon 3 ml de
medio LB con ampicilina, a 100 ug/ml de concentracién final y se incubaron en agitacién

a 37 °C durante 12-16 h.
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Para incrementar la eficiencia en la seleccién de plasmidos portadores de mutacién, los
plasmidos, obtenidos por lisis por hervido a partir de la estirpe de E. coli BMH71-18, se
sometieron a digestién con la enzima de restriccién Mlul. De esta forma, se digirieron
aquellos pldsmidos que portaban la mutacién que hacia aparecer el sitio de restriccién
MIlul, mientras que los plasmidos silvestres o los que s6lo portaban la mutacién en el gen
diana permanecian circulares. El resultado de esta digestién se someti6 a electroforesis en
gel de agarosa al 0,7 %, y se extrajo la banda correspondiente a DNA plasmidico
linearizado. Posteriormente se recircularizaron los plasmidos aislados del gel de agarosa
usando DNA ligasa del fago T4.

Las mezclas de ligacion, obtenidas como se describe en el apartado anterior, se
utilizaron para transformar alicuotas de 200 pl de células de E. coli DHSa. Las mezclas
de transformacién se sembraron en cajas conteniendo medio LB con ampicilina (100
ug/ml) y varios de los clones aparecidos se usaron para extraer DNA plasmidico.
Posteriormente, los plasmidos se digirieron con la enzima de restriccién Miul y se
analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,7 %. Algunos de los plasmidos
que contenian el sitio Mlul, se usaron para realizar reacciones de secuenciacién, con el fin

de comprobar la existencia de la mutacién disefiada.

2.3.2.13. Manipulaciones enzimdticas del DNA

Las endonucleasas de restriccidn, la ligasa, la fosfatasa alcalina, el fragmento Klenow
de la DNA polimerasa o la nucleasa S1 empleados, fueron suministradas por Boehringer
Mannheim o Amersham-Pharmacia-Biotech y se utilizaron siguiendo las instrucciones

indicadas por los fabricantes.

2.2.1.14. Fraccionamiento de DNA en gradiente de sacarosa para construccion de
genotecas

DNA de Synechocystis parcialmente digerido con Hpall se centrifugé a 100.000 g
durante 21 h a través de un gradiente de sacarosa continuo del 10 al 40 % (Sambrook et
al., 1989) y se recogieron 40 fracciones de 0,3 ml. Se estimé el tamafio de los fragmentos
de DNA recogidos en cada fraccién por electroforesis en un gel de agarosa (2.3.2.4.).

Fracciones que contenian fragmentos de DNA de un tamaifio comprendido entre 4 y 6 kb

42



Alberto Pascual

se mezclaron y se precipitaron con etanol. El DNA precipitado se resuspendié en TE y se
ligé con el pladsmido pBluescript-SK(+) digerido con Clal y desfosforilado. Se obtuvieron
clones mediante transformacién de la estirpe de E. coli MC1061 y seleccién de colonias

en ampicilina. E1 80 % de los clones obtenidos resistentes al antibiético contenian inserto.

2.3.3. Secuenciacion de DNA

2.3.3.1. Obtencion de deleciones seriadas de fragmentos de DNA mediante digestion con
exonucleasa Il

La obtencién de pldsmidos delecionados en forma seriada, se llevé a cabo mediante
digestién con exonucleasa III de E. coli, utilizando el equipo "Erase-a-Base System" de
Promega (EE.UU.), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Este método se basa en
las propiedades de dicha enzima, especifica para DNA de doble cadena y que digiere una
de ellas, comenzando por un extremo 5’ protuberante (Henikoff, 1984). El hecho de que
la enzima no actie sobre extremos 3’ protuberantes, la hace idénea para realizar
digestiones unidireccionales de pldsmidos tratados con una enzima de restriccién que
genere estos extremos y con una segunda que produzca extremos 5’ protuberantes. De
esta forma, la delecién ocurre sélo a partir del extremo 5’ protuberante, evitando asi que
ocurra en zonas funcionalmente esenciales del vector. El DNA plasmidico empleado en
este proceso se aislé como se cita en el apartado 2.3.2.1.

Los plasmidos se digirieron en primer lugar con la enzima que proporcionaba extremos
3’ protuberantes y a continuacién con la que proporcionaba extremos 5’ protuberantes,
sometiéndose posteriormente a digestion con exonucleasa III. Se extrajeron muestras a
diferentes tiempos de tratamiento con la exonucleasa III y los plasmidos obtenidos se
trataron con nucleasa S1, generandose asi extremos romos. La mitad de cada muestra se
someti6 a electroforesis en gel de agarosa, para comprobar el resultado del proceso y la
otra mitad se ligd con ligasa del fago T4, para recircularizar los fragmentos obtenidos.
Tras la ligacién, se transformaron células de E. coli y se seleccionaron los clones

deseados.
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2.3.3.2. Reacciones de secuenciacion. Electroforesis vertical en geles de urea-
poliacrilamida

El DNA plasmidico empleado en los experimentos de secuenciacién se obtuvo
mediante la lisis por ebullicién (2.3.2.1). La secuenciacién se llevé a cabo siguiendo el
método descrito por Sanger et al. (1977), basado en el uso de didesoxirribonucleétidos de
adenina, guanina, citosina y timina para producir paradas aleatorias durante la reaccién de
polimerizacién a partir del cebador. El nucletido empleado para marcar radiactivamente
las cadenas sintetizadas en dichas reacciones fue [ S]dATP (1.212 pCi/pmol),
suministrado por New England Nuclear. Como cebadores se emplearon, bien los
oligonucledtidos comerciales "Reverse primer” y "M13-20 primer”, bien oligonucleétidos
homoélogos a secuencias conocidas de la regidn que se queria secuenciar. Los reactivos y
la DNA-polimerasa empleados en las reacciones fueron los incluidos en el equipo
Sequenase versién 2.0, suministrado por U.S.B. Se siguieron las instrucciones del
fabricante, excepto en la eliminacién del hidréxido sédico utilizado para la
desnaturalizacién del DNA molde, que se realizé por filtracién a través de columnas de
Sephadex G-50 (apartado 2.2.7.), previamente equilibradas en tampén TE.

Los productos de las reacciones de secuenciacién se separaron en geles de
poliacrilamida al 6 % (p/v), conteniendo 4,68 M de urea en tampén TBE. Se empled un
aparato de electroforesis modelo SE 1500 suministrado por Hoefer Scientific Instruments
y siguiendo las instrucciones del fabricante, la electroforesis se desarrollé entre 50 y 60
°C de temperatura a una potencia constante de 130 W. El producto de una misma reaccién
se dividia en tres partes que se sometian a electroforesis de distinta duracidn,
consiguiéndose con ello determinar una secuencia de al menos 300 bases.

Terminada la electroforesis, los geles se colocaban sobre papel Whatman 3 MM vy se
secaban utilizando un secador de geles Drygel modelo SE1160 de Hoefer Scientific
Instruments. La autorradiografia se realizaba con peliculas Kodak X-OMAT-S, en
carcasas de exposicién Sigma, a temperatura ambiente, empledndose para el revelado de

las peliculas reactivos suministrados por Valca, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2.4. METODOS DE MANIPULACION Y ANALISIS DE RNA IN VITRO
2.4.1. Aislamiento de RNA total de Synechocystis

Los cultivos se recogieron por centrifugacién, cuando la concentracién clorofila era 3-4
ug/mi (fase exponencial). Las células se rompieron con fenol y perlas de vidrio, como se
indica en el apartado 2.3.2.3. en presencia de macaloide 0,9 % para evitar la degradacion
del RNA. Los 4cidos nucleicos se precipitaron en presencia de LiCl 60 mM y 2,5
voliimenes de etanol frio. La muestra resupendida se traté con DNasa libre de RNasas
(Boehringer Mannheim). Esta enzima se eliminé por fenolizacién y el RNA se precipité
en presencia de acetato sédico y etanol frio.

Todo el proceso se realizé en el menor tiempo posible, en frio y con todos los

materiales y productos libres de RNasas.

2.4.2. Preparacion de RNAs mediante transcripcion in vitro
2.4.2.1. Transcripcion preparativa

Los plasmidos codificantes de los RNAs que se iban a trancribir se digirieron con el
enzima de restriccién necesario para crear el extremo 3’ deseado. En la tabla 6 se detallan
estas enzimas y los diferentes RNAs utilizados. En la figura 4 se muestra un ejemplo de
como se crean los extremos 3’ de los RNAs en los casos en que desde un mismo plasmido

se generen dos RNAs diferentes.

Tabla 6. Moldes utilizados para la obtencién de diferentes RNAs
Plasmido molde'” RNA Diana para enzima  Procedencia
de restriccion en 3’

a) Sustratos de la

RNasa P

pTyrSu3 pre-tRNAT"Su-3 Fokl E. coli

*pT7GLN pre-tRNA®® +CCA BstNI Synechocystis
pre-tRNAE" _CCA Fokl

*pTTGLU pre-tRNAE" +CCA BstNI Synechocystis
pre-tRNAE" -CCA Fokl

p4.5S pre-4.5 S Fokl E. coli

b) RNAs P

pJA2 Ml Fokl E. coli

*pT76803 RNA P de Synechocystis Dral Synechocystis

*pT76803F15/16 ~ RNA PJ15/16 de Synechocystis Dral Synechocystis

pT76803A12 RNA PA12 de Synechocystis Dral Synechocystis
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pT76903 RNA P de Pseudanabaena Dral Pseudanabaena

pT77120 RNA P de Anabaena Dral Anabaena

pT77120A12 RNA PA12 de Anabaena Dral Anabaena

*pTTCYPAR RNA P del cianclo de C Dral C. paradoxa
paradoxa

*pT7CYPARL14 RNA L14 del cianelo de C. Dral C. paradoxa
paradoxa

' Los pldsmidos se han descrito previamente en las tablas 3 y 4. * Estos plasmidos se
construyeron en este trabajo y se describen en Resultados (3.2.1.)

Fokl  BstN1
S'-.. .AGCACC¢CCAGCC¢AGGCG =37
3'-... TCGTGGGGT%GGTTCCGC .=5"
Fokl
DNA Bst§1/ Fokl BsiNI \;ﬁkl
S5'-...AGCACCCCAGCC AGGCGTCCATCC...-3"' 5'-...AGCACC CCAGCCAGGCGTCCATCC...-3"
3'-...TCGTGGGGTCGGT CCGCAGGTAGG. . .~5" 3'-...TCGTGGGGTC GGTCCGCAGGTAGG...~-5"

Transcripcién in vitro

RNA S5'-... 5'-...AGCACCGGUG-3"

Figura 4. Esquema de produccién de un pre-tRNA con o sin el extremo 3’'CCA por

transcripcion in vitro a partir del mismo molde. Se muestran los extremos generados en el
DNA molde por digestion con Fokl o BstNI y la regién 3’ del transcrito generado por la RNA
polimerasa en cada caso. En una caja se muestran la diana de la enzima Fokl y la secuencia 3’CCA
que diferencia a los dos RNAs transcritos. La secuencia de reconocimiento de la enzima BstNI
coincide con el sitio de corte.

Cuando se comprobé que la digestién era completa, se fenolizd y se precipité el DNA.
40 ng/ul de DNA digerido se incubaron durante 10 h a 37 °C en tampdn de transcripcién
(Tris-HCI 40 mM, pH 7,6; MgCl, 24 mM; espermidina 2 mM; Tritén X-100 0,01 %
(v/v); DTT 10 mM; BSA 0,05 pg/ul; NTP 5 mM,; inhibidor de RNasas 0,1 U/ul (RNasin,
Promega) y polimerasa de RNA del fago T7 (0,4 U/ul)) en un volumen final de ensayo de
100 pl. Tras la transcripcién, la muestra se traté con DNasa I (S U, durante 30 min a 37
°C) (Boehringer) y se purificé mediante columnas de Sephadex G-50 (2.2.7.).

Los RNAs P se renaturalizaron mediante una incubacién de 5 min a 80 °C, tras lo que
se dejaban enfriar a temperatura ambiente hasta alcanzar 37 °C.

Para generar RNAs radioactivos mediante transcripcién in vitro la concentracién de

nucledtidos se redujo hasta 0,5 mM y se adicionaron 25 pCi de un nucleétido radioactivo
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(oo—"P CTP con una actividad especifica variable entre 400 Ci/mmol y 3.000 Ci/mmol).
El volumen final de la reaccién fue 40 pul y se utilizaron como molde 2 pg de DNA
plasmidico digerido con la enzima adecuada. Tras diez horas de incubacién, la muestra se
pasé por una columna de Sephadex G-25 (apartado 2.2.7.) para eliminar el nucleétido no
incorporado. Los RNA se purificaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida como

se describe en el apartado 2.4.2.3.

2.4.2.2. Separacion de RNA en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

Geles de poliacrilamida (19:1 acrilamida:bis-acrilamida) de una composicién variable
entre 5 % y 20 %, dependiendo del tamafio de los RNAs a separar, fueron preparados en
TBE conteniendo 7 M de urea. Antes de cargar las muestras se les afiadié 1/10 de
volumen de tampén de carga para RNA. El gel se prepar6 en dos cristales de 20 cm x 18
cm x 0,5 cm con una separacién de 0,75 mm. La electroforesis se llevé a cabo a

intensidad constante de 25 mA en tampén TBE.

2.4.2.3. Purificacion de RNA marcado con P de geles desnaturalizantes de
poliacrilamida

Tras la separacién en gel de los RNAs, las bandas se localizaron mediante
autorradiografia durante 1 min. Las bandas deseadas se cortaron del gel y se eluyeron
durante 10 h a 37 °C en presencia de Tris-HClI 10 mM, pH 7,5; SDS 0,01 % (p/v); EDTA
1 mM, pH 8,0 y NaCl 100 mM. Tras la incubacién, las muestras se fenolizaron,

precipitaron y resuspendieron en un volumen apropiado.

2.4.3. Marcaje de RNA en el extremo 5’

10 pg de RNA se desfosforilaron con 10 U de fosfatasa alcalina (Pharmacia-Biotech)
en Tris-HC1 10 mM, pH 8,0 y 0,1 mM EDTA. El RNA desfosforilado se marcé con [y-
*2P] ATP siguiendo el protocolo descrito para el marcaje de oligonucleétidos (2.3.2.7.).
Tras pasar las muestras por Sephadex G-25, éstas se cargaron en geles de urea-

poliacrilamida de porcentaje adecuado y se aislaron de éste segtin se ha descrito.
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2.4.4. Interaccion RNA-RNA
2.4.4.1. Andlisis de la interaccion RNA-RNA mediante la técnica de retardo en gel

Pre-tRNAs (100 nM) marcados con **P y RNAs P (0-500 nM) se incubaron en Tris-
acetato 50 mM, pH 7,0; glicerol 5 % (v/v); acetato aménico 100 mM; acetato de
magnesio 100 mM y EDTA 2 mM durante 10 min en un volumen de 10 pl. La mezcla se
separd en gel de poliacrilamida al 5 % equilibrado en el mismo tampén. La electroforesis
se llevé a cabo a 37 °C durante 10-20 h con recircularizacién del tampén de
electroforesis, las condiciones fueron ajustadas para permitir al BFB llegar al extremo
inferior del gel. Las constantes de disociacién aparentes fueron calculadas segin la

siguiente ecuacion:
ky= [RNA Piow al 50 % del complejo] — 0,5 x [tRNA ] (Hardt ez al., 1993).

2.4.4.2. Andlisis de la interaccion RNA-RNA mediante la técnica de interaccion en filtro

100 pmoles de diferentes RNAs fueron transferidos con un aparato “Slot-Blot”
(Hoefer) a una membrana de nitrocelulosa por vacio y fijados a ésta con una incubacién a
80° C durante dos horas. Las membranas fueron bloqueadas con RNA de levadura
(Sigma, tipo VI, preparado segun Sigesser et al, 1997) en 20 mM Hepes-KOH, pH, 8.0;
100 mM MgCl, y IM KClI durante 2 h a 30° C. RNAs P marcados radioactivamente en su
extremo 5’ con *°P, fueron afiadidos en el mismo tampon, a una concentracién de 1000
cpm/ml, continudndose la hibridacién 30 min méis. Las membranas se lavaron dos veces

con el mismo tampén antes de su exposicion.
2.4.5. Interaccién RNA-proteina. Calculo de constantes de disociaciéon
2.4.5.1. Andlisis de la interaccion RNA-proteina mediante la técnica de retardo en gel

0,1 nM del componente RNA P, marcado con **P, se incubé en presencia de la proteina
P (0,01-100 nM) en Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0; acetato de magnesio 10 mM; acetato
aménico 400 mM; Nonidet P-40 0,01 % (v/v) (Sigma) y glicerol 5 % (v/v). La incubacién

se realizé a 37 °C durante 10 min en un volumen final de 25 pl. Las muestras se separaron

en gel de poliacrilamida al 5 % en Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0; acetato de magnesio 10
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mM y Nonidet P-40 0,01 % (v/v). La electroforesis se llevé a cabo a 4 °C durante 3-4 h a
intensidad constante de 5 mA, con recircularizacién del tampén de electroforesis (Talbot
et al., 1994). Las constantes de disociacion aparentes fueron calculadas usando la

siguiente ecuacion:
k4= [Proteina Py, al 50 % del complejo] — 0,5 x [RNA Pyl

2.4.5.2. Andlisis de la interaccion RNA-proteina mediante la técnica de Northwestern

Proteinas separadas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (2.2.5.1.) fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa como se describié para la técnica de Western
(2.2.6.3.). Las proteinas transferidas se renaturalizaron en presencia de tampén SB
mediante incubacién con agitacién constante a 4 °C durante 12 h. La membrana se
prehibridé en presencia del mismo tamp6n conteniendo RNA de levaduras (Sigma, tipo
VI) a una concentracién de 50 mg/ml a temperatura ambiente durante 2 h. RNA marcado
en su extremo 5’ con P fue afiadido a una concentracién de 0,25-0,5 x 10° cpm/ml,
continudndose la incubacién durante 2 h mas. La membrana se lavé cuatro veces con 50
ml de SB en las mismas condiciones de temperatura y agitacién que la hibridacién y se

analiz6 inmediatamente por autorradiografia.

2.4.6. Extension del cebador

RNA total extraido segin se describi (2.4.1.) se hibridé con 5 x 10° cpm de un
oligonucleétido complementario al RNA diana que estaba marcado en su extremo 5’ con
P como se describié (2.3.2.7.). El hibrido RNA-DNA (5 pl tipicamente) se incubd
durante 5 min a 90 °C y se dej6 enfriar hasta alcanzar una temperatura de 45 °C. Se
anadi6 el tampén de la enzima transcriptasa reversa (Gibco-BRL) y 10 U de la enzima. El
volumen de ensayo fue 30 pl y la reaccién de extensién se realizé durante 45 min a 45 °C.
Los productos de extensién del cebador se analizaron en gel de poliacrilamida-urea al 6

% (2.3.3.2.).
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2.5. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD RNasa P

Para el ensay6 de la actividad RNasa P se utilizaron como sustratos diferentes RNAs
marcados radioactivamente segiin se describe en el apartado 2.4.2.2.

Para ello se incubaban por separado entre 0,1 y 10 pmol de los RNAs de las enzimas y
una cantidad variable de los sustratos, a 37 °C en tamp6n de ensayo durante 5 min. Tras
esto, se mezclaron, en un volumen final de 10 pl, en diferentes tampones segin el ensayo
a realizar. Tras la incubacién por un tiempo variable, la reaccién se detenia con la adicién
de 1/10 de volumen del tampén de carga de RNA. Los productos fueron separados de los
sustratos en electroforesis en gel de poliacrilamida segin se describe en el apartado
(2.4.2.2.). La radioactividad presente en los geles se estimé en un Instantimager (Packard,
EE.UU.) o en un Cyclone (Packard). La actividad enzimatica se cuantificé como la razén
entre la radioactividad presente en los productos (tRNA o fragmento 5’) y el pre-tRNA,
con una correcién de la radioactividad estimada en funcién del ndmero de citosinas
presentes en cada uno de los RNAs.

En el caso de que la proteina P estuviera presente, era necesario reconstituir primero la
holoenzima. Para ello, en tubos conteniendo el tampén de ensayo adecuado, se afadi6 la
proteina P a la concentracién deseada, incubiandose a 37 °C durante 5 min. A
continuacién se incluyé en la reaccién el RNA P y se incubd a la misma temperatura
durante 15 min. La reaccién se inicié con la adicién del sustrato. La proteina se
encontraba a una concentraciéon 10 veces mayor que la del RNA en la mayoria de los
ensayos.

La actividad RNasa P se inmunoprecipité segin se ha descrito (Mamula ez al., 1989).
Anticuerpos purificados por FPLC (2.2.6.2.) se incubaron con proteina A-sepharosa una
noche a 4 °C con agitacién. La RNasa P de E. coli o de Synechocystis se incubé con suero
preinmune, anticuerpos anti-proteina P de E. coli o anti-proteina P de Synechocystis,
durante 2h y la preparacién se centrifugé 1 min. El sobrenadante se usd para ensayos

RNasa P.
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2.6. METODOS DE TRANSFORMA CION GENETICA
2.6.1. Obtencién de células competentes y transformacion de E. coli

La preparacion de células competentes de E. coli de las diferentes estirpes utilizadas se
llevé a cabo mediante el procedimiento descrito por Hanahan (1983). Las células se
cultivaban en 100 ml de medio liquido ¢-broth (apartado 2.1.2.2.) con agitacién vigorosa
hasta alcanzar una absorbancia a 580 nm entre 0,45 y 0,65. Tras mantener el cultivo en
hielo durante 10 min las células se recogian por centrifugacién (5 min, 750 x g, 4 °C) y se
resuspendian en 30 ml de solucién TjBI fria (acetato potdsico 30 mM, pH 5,8; RbCl, 100
mM; MnCl, 50 mM; CaCl, 10 mM y glicerol al 15 % (v/v)) esterilizada por filtracién.
Tras mantener la solucién en hielo durante 5 min, se repetia el proceso de centrifugacién
anterior y se resuspendian las células en 4 ml de solucién TjBII fria (MOPS-NaOH 10
mM, pH 7,0; RbCl, 10 mM; CaCl, 75 mM vy glicerol al 15 % (v/v)). Las células asi
preparadas se conservaban a —70 °C en alicuotas de 200 ul. La competencia de las células
se comprobaba transformédndolas con cantidades conocidas de DNA plasmidico,
obteniéndose en torno a 10 transformantes/ug de DNA.

Para transformar las células competentes, el DNA transformante (maximo 20 ul) se
mezclaba suavemente con una alicuota de células competentes descongelada en hielo,
empleando tubos (13 x 75 mm) de poliestireno-cristal suministrado por Soria Greiner
S.A. (Espaiia). Tras incubar 30 min en hielo se sometian a choque térmico durante 45 s a
42 °C y se volvian a incubar en hielo durante 2 min. La suspensién se suplementaba
posteriormente con 0,8 ml de medio LB y se incubaba durante una hora a 37 °C. A
continuacién las células se sembraban en medio LB sélido con el antibiético adecuado
para la seleccién de transformantes.

Cuando se utilizaron pldsmidos y estirpes de E. coli que permitieran identificar clones
portadores de moléculas recombinantes gracias a la inactivacién por insercién del gen
lacZ, el medio se suplement6 con 0,2 mM de IPTG y 40 pg/ml de X-gal. Las colonias con
plasmidos recombinantes mostraron color blanco, frente al color azul de las colonias que

no lo portaban.
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2.7. OTROS METODOS ANALITICOS
2.7.1. Determinacion de proteina

La determinacién de proteina de las suspensiones celulares y en extractos crudos se
llevé a cabo por el método de Lowry et al. (1951), con las modificaciones de Markwell et
al. (1978), utilizando seroalbiimina como patrén.

Cuando las preparaciones contenfan menor cantidad de proteina (0,2-0,5 mg) se utilizé
el método descrito por Bradford (1976), usando el reactivo para proteinas de Bio-Rad y
siguiendo el procedimiento de microensayo recomendado por el fabricante. Se utiliz6

ovoalbimina como patrén.

2.7.3. Determinaciones espectrofotométricas

Las medidas de absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro Spectronic 601,

marca Milton Roy.

2.7.4. Medidas de pH

El pH de las disoluciones se determin6 con pH-metros Metrohm Herisau modelo 654

(Suiza) o Radiometer modelo PHMS82 (Dinamarca), ambos provistos de escala digital.

2.7.5. Determinacion de la concentracion salina

La concentracién salina de los efluyentes de la columna de cromatografia de
intercambio i6nico se determiné mediante el uso de un conductivimetro Crison
CDTMS523 (Espaiia). Se realizaron rectas patrén con soluciones de concentracién salina

conocida.

2.7.6. Cuantificacion de DNA y RNA

El DNA y el RNA se cuantificaban midiendo su absorbancia a 260 nm, considerando
que 1 unidad de absorbancia equivale a 50 pg/ml de DNA bicatenario, 30 pg/ml de
oligonucleétidos o 40 pg/ml de RNA. Para estimar la pureza se utilizé la razén entre la

absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm considerdndose, para 4cidos nucleicos

52



Alberto Pascual

en general, una muestra suficientemente pura la que presenta un valor comprendido entre

1,7y2,1.

2.7.7. Determinacion de K., y Viax

Para determinar las constantes cinéticas de diferantes enzimas, se realizaron
representaciones de dobles reciprocos o de Lineweaver-Burk, (1/V frente a 1/S). Para
calcular las velocidades iniciales de la reaccién en cada concentracién de sustrato se
realizaron ensayos en tiempos variables (15-20 min) con la toma de puntos cada 3 min,

con el fin de determinar la velocidad en la parte lineal de la reaccién.

2.8. ANALISIS INFORMATICO DE SECUENCIAS DE DNA RNA Y PROTEINAS

Para la bisqueda de fases de lectura abierta, localizacién de sitios de restriccidn,
traduccién a proteina de secuencias nucleotidicas y obtencidn de perfiles hidrofébicos se
utiliz6 el programa DNA-Strider en su versién 1.1, disefiado por Christian Mark (Service
de Biochimie, Centre d'Etudes Nucléaires de Saclay, Francia).

La conexién con el Centro Informético Cientifico de Andalucia (CICA) permitié la
utilizacién del paquete informdtico del Genetic Computer Group (GCG) de la
Universidad de Wisconsin (EE.UU.) (Devereaux et al., 1984) en su versién 9.1 y el
acceso al banco de secuencias del European Molecular Biology Laboratory (EMBL) en
Heidelberg (Alemania). La bisqueda de similitudes de una secuencia con las contenidas
en el banco de datos del EMBL/Genbank, se realizé utilizando la aplicacién FASTA
(Pearson y Lipman, 1988) contenida en el paquete GCG. El alineamiento de secuencias
homélogas se realizé utilizando el programa Clustal W (Thomson et al., 1994). La
determinacién de los porcentajes de identidad entre las secuencias de aminodcidos se
realizaron utilizando los programas Bestfit y Gap, los cuales se basan en el mejor
alineamiento entre dos secuencias, calculando el nimero de residuos idénticos entre
ambas. Secuencias y estructuras de diferentes RNAs P utilizados se tomaron de la
“RNase P Database” (http.www.mbio.ncsu.edu/RNaseP/home.html) (Brown, 1998).

Las nuevas secuencias de DNA descritas en este trabajo estdn depositadas en las bases

de datos con los siguientes nimeros de acceso:
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X73135 gen rnpB de Pseudanabaena sp. PCC 6903.
X81989 genes rpmH 'y rnpA de Synechocystis sp. PCC 6803.
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3. RESULTADOS

3.1 CLONACION DE LOS GENES IMPLICADOS EN LA ACTIVIDAD RNasa P
DE ALGUNAS CIANOBACTERIAS

3.1.1. Identificacién del gen codificante del RNA P (rnpB) de Pseudanabaena sp.
PCC 6903

3.1.1.1. Hibridacion heteréloga

Para identificar el gen rnpB de Pseudanabaena se utilizé la hibridacién heteréloga, con
una sonda del mismo gen de la cianobacteria Anacystis nidulans (Banta et al., 1992). Un
fragmento de restriccion Xhol-Pstl del plasmido Ani4, que contiene el gen rnpB de

Anacystis nidulans, se marcé

A B

radioactivamente y se utiliz6 como sonda
sobre un filtro que contenia DNA total de
Pseudanabaena digerido con EcoRI o

HindIIl. En la figura 5 se muestra el resultado

de la hibridacién. En cada carril se localizé
Figura 5. Hibridacién de DNA una tnica sefial de hibridacién y se eligié para
total de Pseudanabaena con una  continuar el trabajo la zona de 6,6 kb
sonda de A. nidulans que contiene

el gen rnpB de A. nidulans. (A)
DNA de Pseudanabaena digerido con  a que poseia un tamafio mds que suficiente
EcoRl. (B) DNA de Pseudanabaena
digerido con HindIIl. A la izquierda se

indica el tamafio de los marcadores (aproximadamente 400 pb) y era la menor de

detectada en la digestién con HindlIl, debido

para contener el gen buscado

las bandas detectadas.

3.1.1.2. Construccion de una subgenoteca de Pseudanabaena

Se digirieron 5 pg de DNA total de Pseudanabaena con Hindlll y se separaron en un
gel de agarosa. Se cortd la regién de un tamaiio aproximado a 6,6 kb, se purificé el DNA
y se ligd en pBluescript-SK+ digerido con la misma enzima. La mezcla de ligacién se
utiliz6 para transformar la estirpe MC1061 de E. coli. Se picaron 400 colonias sobre 4
filtros de nitrocelulosa (HATF Millipore) y se incubaron, lisaron e hibridaron tal y como

se describe en el apartado 2.3.2.10., utilizando la sonda descrita en el apartado anterior.
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EcoRI Rsal
M26782678M

Figura 6. Hibridacién de DNA plasmidico con una sonda de A. nidulans que
contiene el gen rupB. (A) Gel de agarosa mostrando la restriccién con EcoRI y Rsal de los
clones positivos obtenidos de la hibridacién in situ. (B) Autorradiografia de la hibridacién
sobre el filtro obtenido por tranferencia del gel mostrado en A. La flecha marca la banda Rsal
de 0,52 kb del clon 2 utilizada para construir el pldsmido pAP111. M, DNA de fago A digerido
con HindIIl; 2, 6, 7 y 8 son clones identificados en la hibridacién de colonias, ver el texto.

La autorradiografia de los filtros revel6 sefial de hibridacién en cinco colonias, a las que
se les extrajo DNA plasmidico para realizar su mapa de restriccién. Uno de ellos se
descart6 por no presentar el inserto extremos HindIIl. DNA de los cuatro clones restantes
fue digerido con EcoRI y, separadamente, con Rsal. Los productos de la digestién
enzimadtica se separaron en gel de agarosa y éste se transfiri6 a filtro y se hibrid6 con la
misma sonda. En la figura 6 se muestra el resultado de la hibridacién. Tanto el analisis de
restriccion como la hibridacién indicaban que los clones 2 y 7 eran idénticos entre si, al
igual que los clones 6 y 8, pero estos dltimos fueron descartados por tener un inserto
menor de 6 kb (figura 6).

Se decidié continuar analizando el clon 2, al que se denominé pAP100. El mapa de
restriccion de pAP100 se muestra en la figura 7, con los enzimas de restriccién usados y
la situacién del gen rnpB, como se confirmé por secuenciacién. Para confirmar que el
inserto de pAP100 procedia de Pseudanabaena se realizé una hibridacién en condiciones

estrictas (no mostrado).

. Yy R
Figura 7. Mapa de restricciéon del H|R REV
inserto de pAP100. H. HindIIl, R. B T
Rsal. EV. EcoRV v E. EcoRI mpB 1 kb

pAP100
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La banda de menor tamafio que mostraba hibridacion y que conservaba un tamafio
adecuado, 0,52 kb, se subcloné en pBluescript-SK+ digerido con EcoRV, denominandose
el plasmido obtenido pAP111.

3.1.1.3. Secuenciacion del gen rnpB

Las primeras reacciones de secuenciacion (2.3.3)) desde oligonucleotidos
complementarios al plasmido pAP111 determinaron la presencia de una secuencia
homoéloga al gen buscado, por lo que se llevé a cabo la secuenciacion del fragmento
completo. La secuenciacion se realizd por el método de terminacién de cadenas con
dideoxinucledtidos, secuenciandose ambas cadenas completamente. El plasmido pAP111
contenia el gen casi completo, excepto el extremo 5°. Para la lectura de éste extremo y de
la diana Rsal se utilizaron clones procedentes de deleciones seriadas del plasmido

pAP100 (2.3.3.1.). La secuencia obtenida se muestra en la figura 8.

-35 -10
1 aagcttgctatgccatacctgtagtacataatggtagatgGAAAGAGTAAGCGAGCAGTT 60
61 GCGAAATTAGTCTTAAAGTATAATGAAAATTTGCTTTAAGTACGGATTTTGAGGAAAGTC 120
121 CGGGCTTCCAAGAAGATCAGGCTGCTGGATAACGCCCAGTGCGAGCAATCGTGAGGATAG 180
181 TGCCACAGAAAGATACCGCCTAACTTCGGTTAGGTAAGGGTGCAAAGGTGTGTTAAGAGC 240

241 GCACCAGCAGGGTCGTGAGGCTCTGGCTCGGTAAACCCCAGTCGGAAGCAAGGCGAGAGG 300

301 AAATAAGCGTTGCGATCTTCAATAGACCTTATTTCCGTGACTTAACTGCGTTTAGTGCGC 360
361 GAAAGCGTGGCAAGCGTAGTTAAGTGTGTGCCGCAAGAGGTATTTGGTAACAAATATCCC 420
421 AGATAGATAACCGCTAGGGCAGTTGTTATCAACTCCCAAAACAGAACCCGGCTTATGTCT 480
481 TACTCTTTCTatcaacaaatccgataaaatatccaaacaagactaatcatccectetttt 540
541 ttgggattgectgttgtgttacagaatattcagaaaacactaaaaaaatagatatagttta 600
601 tgttttttgactaaaacccactcttaaaatctggt 635

Figura 8. Secuencia de DNA del gen rnpB de Pseudanabaena. Secuencia de DNA del
gen rnpB. Subrayadas se muestran las posibles secuencias —35 y —10. La secuencia que codifica
el RNA se muestra en mayuasculas y azul. Los extremos del RNA no s¢ han determinado
experimentalmente, pero se han deducido por homologia con otros RNAs P.

La estructura del RNA deducida de la secuencia y la comparacion con las estructuras

secundarias propuestas para los RNAs P de Synechocystis y E. coli se muestran en la
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figara 9. El RNA P de Pseudanabaena es en términos generales similar al de otras
bacterias, excepto por la presencia de una hélice extra en el lazo que une P15 y P16
(J15/16). Esta hélice sélo se ha observado en algunos casos excepcionales, como en la

cianobacteria Oscillatoria sp. PCC 7515 (Vioque, 1997).
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Figura 9. Estructura secundaria del RNA P de Pseudanabaena. Modelos de
estructura secundaria de los RNAs P de E. coli, Pseudanabaena y Synechocystis. La
estructura del RNA P de Pseudanabaena se ha deducido por homologia con otros RNAs P.
La flecha marca la hélice extra en Pseudanabaena.

3.1.2. Clonacion del gen codificante de la proteina P (rnpA) de Synechocystis
3.1.2.1. Construccion de una genoteca de Synechocystis

DNA total de alto peso molecular purificado a partir de Synechocystis se digiri6
parcialmente con Hpall y se fraccioné por centrifugacién a 100.000 g durante 21 h
(2.3.2.14.) en un gradiente de sacarosa. Las fracciones que contenian fragmentos de entre
4 y 6 kb se juntaron y se ligaron en pBluescript-SK+ que se habia digerido con Clal y
desfosforilado. La mezcla de ligacién se transformé en E. coli MC1061 y se obtuvieron

aproximadamente 15.000 clones independientes que contenfan inserto. Se purific6 DNA
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en masa de la genoteca y se amplificé en E. coli DH5a. DNA obtenido de DH5a se

utiliz6 para los experimentos de complementacion que se describen a continuacién.

3.1.2.2. Clonacion mediante complementacion de un mutante termosensible de E. coli

Para clonar el gen rnpA de Synechocystis se utilizé una estrategia de complementacién

funcional con la cepa termosensible de E. coli NHY322. Esta cepa posee una mutacién en

el gen rnpA debido al cambio de Arg46 por His46 (Kirsebom ez al., 1988). El efecto de la

mutacién no estd determinado, pero parece afectar al ensamblaje de las subunidades de la

enzima (Baer et al., 1989), debido a que la termosensibilidad se puede suprimir con la

sobreexpresién de la subunidad RNA (Motamedi et al., 1984) o de la subunidad proteica

(Vioque et al., 1988).

Ademds de la genoteca de Synechocystis
descrita en el apartado anterior, se utilizé
una genoteca de Anabaena sp. PCC 7120
(Linden 1993) vy de
Pseudanabaena sp. PCC 6903 (Crespo et

et al, otra
al., en prensa). No se aislé ningin clon
positivo de la genoteca de Anabaena.
Varios clones positivos aislados de la

genoteca de Pseudanabaena estan siendo

caracterizados actualmente en nuestro
laboratorio por Cristina Tous.
De 120.000 transformantes de la

genoteca de Synechocystis analizados se
obtuvieron 26 colonias capaces de crecer a
la temperatura restrictiva (43 °C). Con
DNA plasmidico obtenido a partir de las
colonias positivas se transformé
nuevamente la cepa NHY322. De los 26

clones sélo 2 mantuvieron la capacidad de
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Figura 10. Hibridacion en condiciones
estrictas de DNA de Synechocystis con
una sonda procedente del inserto de
pAP200. (A) Hibridacién, H. HindIll, D.
Dral y M. marcador. (B) Mapa de restriccion
de pAP200, mostrdandose los sitios Xbal (X),
HindIIl (H) y con una linea la regién usada
como sonda en A. El sitio Xbal indicado en el
extremo izquierdo del inserto pertenece al
plasmido pBluescript-SK+.
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complementar el fenotipo termosensible. Se les extrajo DNA y se transformé la cepa
DH5a para poder obtener DNA de calidad suficiente (el DNA extraido de la cepa
NHY322 resultaba contaminado con DNasas). El DNA obtenido se analiz6 por
restriccién, calculandose el tamafio de los insertos y su patrén de restriccién con un
enzima cuya diana es frecuente (Rsal). Los dos clones posefan el mismo tamafio, 6,6 kb,
y mostraban las mismas bandas cuando se digerfan con la enzima Rsal. Se seleccioné uno
de ellos y se le denominé pAP200.

Para confirmar que el inserto de pAP200 procedia de Synechocystis se realizé una
hibridacién en condiciones estrictas. Un filtro conteniendo DNA de Synechocystis
digerido con diferentes enzimas se hibridé con el fragmento Xbal de aproximadamente 2
kb (figura 10B). La hibridacién obtenida se muestra en la figura 10 y estd de acuerdo con

los datos obtenidos por andlisis de restriccién del plasmido pAP200.

3.1.2.3. Mapeo del gen rnpA en pAP200 y secuenciacion del mismo

Para localizar el gen rnpA en el inserto de pAP200 se subclonaron fragmentos del
mismo y se analizé su capacidad para complementar la mutacién termosensible de la cepa
de E. coli NHY322. Los subclones capaces de complementar se esquematizan en la figura
11. El inserto del plasmido pAP206 (con un tamaiio aproximado de 1,4 kb) se secuencié

completamente en las dos cadenas.

Crecimiento

x = X ad2°C

PAP201 _ Figura 11. Mapeo de pAP200
mediante complementacion de E.

PpAP202 + coli NHY322. Se muestran los
fragmentos generados a partir de pAP200

y su capacidad de complementar el

PAP206 + fenotipo termosensible de NHY322,
H indicada con un signo + (crece) o — (no

PAP2G-1 b + crece). Los insertos de pAP206-1 y
pAP206.2 " _ pAP206-2 se generaron por tratamiento de

pAP200 con exonucleasa III.
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3.1.2.4. Andlisis de la secuencia de DNA obtenida

El anilisis de la secuencia obtenida revel§ la presencia de dos fases de lectura abiertas
(figura 12) con homologia al gen rpmH de bacterias y cloroplastos (que codifica la
proteina ribosémica L34) y al gen rnmpA bacteriano (que codifica la proteina P)
respectivamente.

Deleciones que truncaban la segunda pauta de lectura abierta (homéloga a rnpA) eran
incapaces de complementar la mutacion de la estirpe NHY322 (figura 12). Lo que
confirmé que esta secuencia correspondia al gen rnpA de Synechocystis.

La zona codificante del gen rnpA comienza en un codén GTG sélo nueve nucledtidos
detréas del coddén de parada del gen rpmH. La presencia de éste codén de inicio parece ser
un rasgo general de este gen en bacterias, as{ como su localizacién detras del gen rpmH.

Una tercera pauta de lectura abierta se localizé superpuesta al gen rnpA. Fue
denominada ORF1 y no presenta homologia con ninguna otra proteina presente en las
bases de datos analizadas y no estd relacionada con una proteina de 7 kDa que es
codificada en otras eubacterias por una pauta de lectura abierta igualmente superpuesta al
gen rnpA.

Aguas arriba del comienzo del gen rpmH se localizaron tres secuencias similares a

cajas dnaA, 5-TTAT(C/A)CA(C/A)A-3" (Yoshikawa y Ogasawara, 1991).

3.1.2.5. Determinacion del punto de inicio de la transcripcion del gen rnpA de
Synechocystis

Para localizar el extremo 5° del RNA mensajero de este gen se utilizd la técnica de
extensién del cebador descrita en el apartado 2.4.7. RNA total extraido de Synechocystis
se hibridé con el oligonucle6tido PE1 (tabla 5), complementario a la zona del codén de
inicio del RNA mensajero del gen rpmH de Synechocystis. El hibrido se utiliz6 como
molde para producir DNA mediante transcripcién reversa. El DNA extendido se separd
en gel de poliacrilamida-urea (2.3.3.2.) en paralelo con una reaccién de secuenciacién del
plasmido pAP206 realizada con el mismo oligonucleétido. El resultado se muestra en la
figura 13, donde se aprecian tres bandas principales como posibles extremos 5 de este

mensajero. La situacién de estos nucledtidos en la regién se mostr6 en la figura 12.
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HindIII
AAGCTTTTTTTTACCATTCCAACTGCAAGCCACCGGGCATTGTCGGGCTAATGACCATTACTGCCGAGCAAGTGETGGACCCCACGCAGT

TTGACCCTGCTAGCCCATACTTTGAC CCCARGECTACTCTGGAGAAGCCCCGTTGGTTCACCGTTARAGCCAGTTTTACCAGGGAATTTG

—>

CCCAGATGATTACTTTGTCCACCCTCAAAGCCCAGTTTAGTCCGGAGGAATTAGGAGTCCTTAARAAAGGGAACCGCCTGTCGGTGTTAC

-35 -10 ‘__

CCGTCTCCCCGGCEGATCGCCAATCEAATTTTAGAGTTAGCTTAATCCATGAGCAATGATACAATTGGAG ACTGTGTCTTTTTTTGTGGAG

rpmH>

TAACGGGTCATGACTCAACEAACCCTCGGCGGAACCAACCGCARAACARAAACGTACTTCCGGTTTCCGGGCCAGAATGCGTACCCATARC

g RPTETEGTY TR R KT R 8T g PR A RN R T HON

ronpA>

GGCCEGAAAGTTATCCAGGCCCGCCEGGAGCAAAGETCECTCATCGCTTGGCTGTATAGTTTCCTTCCGTGGGACTACCCAAAACACTGCGC
G- R I R R ARG e G AR R A TR T RS MRS SR ST YR
TTAARACACTGGCAAGATTTCCAGACCGTTTATCAGCAAGGAAAGCGACATCGTCACAGCAATTTACTAATGCGGGTTCTAGGCGATCGC
L K H W @ b F Q@ T V ¥ Q@ Q@ @ KR HRHS N L LMUBRUVVILGEGDR
CAGGCCGACCATAGCCGTTTTGGCATCACCETCAGCCAAAAAGTTAGTAAAAAAGCCACGGTTAGARATCGTCTAAAACGTCAARTTCGC
Q@ A D H 8 R F @ I T™ V 8 0 K VvV 8 K XK ATV R NPRULIZEX®EROQTR
GCCGTICA'I‘I'AACCA’I'I'I'I‘C‘JLGCCCCAMTCAAGCCGGGTHTGATGTGGTGA’ITATIGTCTI‘GCCCCAGGGCA’I'I'GGGTUCAA‘I‘TANAA
B Voo Tt il Bl o Qa® o (EarR PG sdll ol VoV e Bt Vi i e oResD i@ I TR UE) i B

+ ORF1l>

CGTTTTTTGCGAGAATTAGAGCAGTTATTTAGCCAAGCTEGGGATTATTGACCATGEGCATTCGAGAAACCACTTATTATGAGGGCGGCCC
R R OHCIOGREE GINE QLR I BNSITY fAUT SO D LB DAl 8T8 AR I INARI UL (3l HF
M @ T R BE T T Y Y B 'G G P

CCACATCGGGGACTTGATCGTCAATATTTTATTGGGGTTCACCGTCATCTTTCTCCCTTTGACCGTTEGGEECEATCETCCGGGCCATCTG
B I @& 0 L Ay Nt b B B TaNi. Tl & P A Te s T rURSRASE %0 B A TN
GCTTCGTTACAAAATTACTGATCGCCETATTTCTETCACCEGECEETTEGATEGETARAGACCGCACCGACATCEGTCTATGGCGAAGTGGC
L R ¥ ¥ I T D R R I 8 VT G& W MNGGEKEDRTIDLDIT .V X G E V A
GAAAATGATTAAAATGCCTAGGGGGATAGGCCTCTGGEGGGATATAGTTGTCACCCTCAATGACCGTTCTCGGCTAGAGCTGCGGGCCAT
K M I ¥ M P R @ T @G L W @ D T VYV TL B DR 8 R L B LR AN
GCCTAACTTTCGGGGAAGTCTATGACTATATGGCCGAACGGGTCGCCGACAARAACCGGTCGGCCCCTTAGAAGCTATCACCCAGCGGTAG
PN FRe (G EITE *

XbaTl
AAACAACAGGTAATTAATGATATTAATCAAGCACTGGGGGCATTGAGCCCCCCAGTCTTCCCGGCAACCTTGGCAATATTTATCTAGA
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Figura 12. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de los genes rpmH y rnpA de
Synechocystis. La secuencia deducida de aminoécidos de la proteina L34 (azul), proteina P
(rojo) y ORF1 (verde) sc muestra debajo de la de nucledtidos. Este fragmento puede
complementar la mutacion rnpA49 de E. coli en la cepa NYH322, asi como tambicn es capaz de
hacerlo un fragmento generado por tratamiento con exonucleasa III que se extiende desde el sitio
Hindlll hasta el nucleétido 952 (marcado como *). Sin embargo un fragmento generado de la
misma forma, pero extendiéndose solo hasta ¢l nucledtido 818 (+), es incapaz de complementar.
Sitios hipotéticos de unién al ribosoma delante del gen rpmH y de la ORF1 se marcan
subrayados. Las flechas marcan la posicion y orientaciéon de las posible cajas dnaA. En rojo y
subrayado se sefiala el punto de inicio de la transcripcién (3.1.2.5.). Sobre la secuencia se

indican posibles cajas —10 y —35.

64



Alberto Pascual

HOaHEOPOP OO

Figura 13. Determinacién del punto de inicio de la
transcripcion del gen rnpA. En negrita se muestran los nucle6tidos
correspondientes a las bandas detectadas.

11 nucledtidos aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcién comienza una
secuencia similar a las cajas —10 consenso de bacterias. También hay una secuencia 35,

aunque menos conservada, en la posicién apropiada.

3.1.2.6. Andlisis de la secuencia de la proteina P de Synechocystis

La proteina de P de Synechocystis es s6lo 20-30% idéntica a las proteinas P conocidas
de otras eubacterias. La caracteristica comiin entre todas las proteinas analizadas es un
tamafio pequefio (110-120 aminoacidos) y una carga muy positiva. En la regién central se
encuentra la dnica zona altamente conservada, resaltando en ella la presencia de
amino4cidos bésicos. En la figura 14 se muestra el alineamiento de esta parte de la
molécula con secuencias de diferentes bacterias. Esta zona podria constituir un dominio
de unién a RNA (Morse y Schmidt, 1992 y Gopalan et al., 1997).

Dentro de esta porcién conservada se localiza el motivo RNRLKR, parte mds
invariable de la proteina. Pese a la baja similaridad en cuanto a secuencia, existe un
paralelismo en cuanto al pérfil hidrofdbico entre la proteina P de E. coli y la de
Synechocystis, excepto en las regiénes amino y carboxi terminales (figura 15). Las
interacciones hidrofébicas han sido propuestas como parte del reconocimiento RNA-

proteina en esta enzima en E. coli (Talbot y Altman, 1994).
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Streptomyces bikiniensis P TRAGFVVS - KAVG-GAVVRNQVKRRLRHLVCDRLSALPP -
Streptomyces coelicolor RTRAGFVVS-KAVGEG-VAVVRNKVEKRRLRHLMRDRIDLLPEP -

Micrococcus luteus RPRAGFVVS-KAVG-NAVTRNRVKRRLRAVVAE-QMRLPPL
Mycobacterium leprae APHVGLIIA-KTVG-SAVERHRVARRLRHVARTMLGELGG -
Bacillus subtilis - LRVGLSVS-KKIG-NAVMRNRIKRLIRQAFLEEKERLKE -

Mycoplasma capricolum YLEYGISVG-KKIG-NAVIRNKVXKRQIRMILEKQNISEIGT -
Mycoplasma genitalium TWRVAISIA-KTKYKLAVQRNLIKRQIRSIFQQISNNLEP-
Eschericia coli - ~-RIGLTVA-XKKNVRRAHERNRIKRLTRESFRLRQHELPA -
Haemophilus influenzae ~~-RLGLTVA-KKHLKRAHERNRIKRLVRESFRLSQHRLPA -

Proteus mirabilis HPRIGLTIA-XKNVKRAHERNRIKRLAREYFRLHQHQLPA -

Pseudomonas putida HPRLGLVIG-KKSVKLAVQRNRLKRLMRDSFRLNQQLLAG -

Buchnera aphidicola HPRLGLSIS-RKNIKHAYRRNKIKRLIRETFRLLQHRLIS-

Coxiella burnetii HSRLEGVVAS-KRNVRKAVWRNRVRRVVKEAFRIRKKDLPA-

Fynechocystis 6803 - - RFGITVEBOR-VBRKKATVRNRLKRERGQIRAVINHFOGPQIKEP -
* + * + * * * * * +

Figura 14. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de diferentes proteinas P de
bacterias. Alineamiento de la regién central conservada de la proteina P. Las secuencias usadas
provienen de Strepfomyces bikiniensis (Morse y Schmidt, 1992), Streptomyces coelicolor (Calcutt
y Schmidt, 1992), Micrococcus luteus (Fujita et al, 1990), Mycobacterium leprae (nimero de
acceso en la base de datos L39923), Bacillus subtilis (Ogasawara y Yoshikawa, 1992),
Mycoplasma capricolum (Miyata et al., 1993), Mycoplasma genitalum (Fraser et al, 1995),
Escherichia coli (Hansen et al., 1985), Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995),
Proteus mirabilis (Skovgaard, 1990), Pseudomonas putida (Ogasawara y Yoshikawa, 1992),
Buchnera aphidicola (Lai y Baumann, 1992), Coxiella burnetii (Suban et al, 1994) y
Synechocystis sp. PCC 6803 (este trabajo). Posiciones muy conservadas mostrando un residuo con
carga positiva se sefialan con “*”. Residuos hidrofobicos altamente conservados se muestan con
un signo “+”. El alineamiento se realiz6é usando Clustal W.

Hidrofobicid

] |
50 100

Namero de aminoacido

Figura 15. Alineamiento de perfiles de hidrofobicidad. (— ) Proteina P de E. coli. (- - -
- -) Proteina P de Synechocystis. El perfil se obtuvo con una ventana de 11 aminodcidos (Kyte y
Dootlittle, 1982). La linea negra muestra la posicion de la secuencia conservada RNRLKR.
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3.2. CARACTERIZACION in vitro DE LA RNasa P DE Synechocystis

Synechocystis es la tnica cianobacteria en la que se han identificado los genes tanto de
la subunidad RNA (Vioque, 1992) como protefna (3.1.2. de esta Tesis). Por ello se
decidié utilizar la RNasa P de este organismo para su caracterizacién bioquimica, ya que
la clonacién de los genes facilita la preparacién de las subunidades correspondientes.

El estudio in vitro de la RNasa P requiere la disponer de cantidades suficientes de las
subunidades RNA y proteina purificadas y de los sustratos. Para ello se desarrollaron
vectores de transcripcién in vitro y un procedimiento de purificacién de la proteina P de

Synechocystis que se describen en los siguientes apartados.

3.2.1. Construccién de vectores para la transcripcion in vitro con RNA polimerasa
del fago T7 de diferentes RNAs

Se hicieron diversas construcciones, descritas a continuacion, que se utilizaron para
preparar mediante transcripcién in vitro RNAs utilizados en este trabajo. Los RNAs
generados asi poseen una secuencia y extremos que se esperan sean idénticos a los que
tienen in vivo.

A continuacién se enumeran las diferentes construcciones realizadas:

pT76803: Este plasmido permite la transcripcion in vitro del RNA P de Synechocystis.

Se amplificé mediante PCR el gen rnpB de Synechocystis utilizando como molde el
plasmido pAV 1100 (Vioque, 1992). El cebador 5° usado (5’RP6803, tabla 5) contiene la
diana EcoRl, el promotor del fago T7 y una secuencia complementaria al extremo 5’ del
gen rnpB. El cebador 3’ (3’RP6803) contiene una secuencia complementaria al extremo
3’ del gen rnpB y secuencias dianas para las enzimas de restriccion Dral y HindIIlL. El
producto de PCR se digirié con EcoRI y HindIIl y se cloné en pUC19 digerido con las
mismas enzimas.

Tras la digestion con Dral y transcripcién in vitro, se obtiene un RNA idéntico al RNA
P natural y con sus mismos extremos.

pT7CYPAR: Este pldsmido se construyé para expresar el RNA P del cianelo de
Cyanophora paradoxa.

Se amplific6 mediante PCR el gen rnpB del cianelo de Cyanophora paradoxa,

utilizando como molde DNA gendémico del cianelo (donado por Woifang Loffelhardt,
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Universidad de Viena) y basados en la secuencia conocida de este RNA (Shevelev et al.,
1995 y Baum er al., 1996). Los cebadores usados (S’RPCYPAR y 3’RPCYPAR) se
disefiaron de manera similar a los utilizados para generar el pldsmido pT76803. El
producto de PCR se cloné igualmente en pUC19 digerido con las mismas enzimas.

Tras la digestién con Dral, y transcripcién in vitro, se obtiene un RNA idéntico al
RNA P natural y con sus mismos extremos, excepto por la presencia de una G extra en el
extremo 5°del RNA P.

pT7GLN: Este pldsmido se construyé para expresar el pre-tRNA de glutamina de
Synechocystis.

El gen trnQ se amplificé por PCR en base a la secuencia publicada (Mayes et al.,
1993) desde DNA gendmico de Synechocystis. El cebador 5° (5’GLN) contenia la diana
BamH]I, el promotor del fago T7 la secuencia complementaria al extremo 5’ del gen. El
cebador 3’ (3’GLN) hibridaba con la secuencia del extremo 3’ del gen y contenia dianas
para las enzimas Fokl, BstNI y HindIIl. El producto de PCR se corté con BamHI y
HindIll y se cloné en pUC19 digerido con las mismas enzimas. La digestién con Fokl
permitié6 generar, mediante transcripcién in vitro, un sustrato que carece del extremo
CCA-3’. La digestién con BstNI del mismo pldsmido permitié obtener mediante
transcripcién in vitro un pre-tRNA que contenia la secuencia CCA-3’ (figura 5).

pT7GLU: Este plasmido se construyé para expresar el pre-tRNA de glutimico de
Synechocystis.

El gen trnE se amplificé por PCR en base a la secuencia publicada (Netll y Soell,
1990) desde DNA gendémico de Synechocystis. El cebador 5’ (5’GLU) contenia la diana
BamH], el promotor del fago T7 y la secuencia complementaria al extremo 5’ del gen. El
cebador 3’ (3°GLU) hibridaba con la secuencia del extremo 3’ del gen y contenia dianas
para las enzimas Fokl, BstNI y HindIIl. El producto de PCR se corté con BamHI y
HindIIl y se cloné en pUC19 digerido con las mismas enzimas. La digestién con Fokl
permitié generar mediante transcripcién in vitro un sustrato que carece del extremo CCA-
3’. La digestién con BsfNI del mismo pldsmido permitié obtener, mediante transcripcion
in vitro, un pre-tRNA que contenia la secuencia CCA-3’.

Otros sustratos y RNAs P fueron generados, por transcripcién in vitro, desde los

plasmidos que se indican en la tabla 5. Las estructuras de los sustratos de la RNasa P
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empleados en este trabajo se muestran en el apéndice 2 de esta Tesis y las estructuras de

los RNAs P se muestran en el apéndice 1 de esta Tesis.

3.2.2. Expresion en E. coli, purificacion y obtenciéon de anticuerpos contra la
proteina P de Synechocystis

3.2.2.1. Expresion del gen rnpA en E. coli

Para expresar la proteina P de Synechocystis en E. coli utilizamos un vector que
permite la transcripcién a partir de un promotor especifico del fago T7. El pldsmido
pAR3040 (Studier y Moffatt, 1986) fue tratado con Ndel y los extremos 5’ colgantes
fueron eliminados con la nucleasa de “mung bean”. El plasmido pAP206 fue tratado con
Bsll y la banda de 400 pb, conteniendo el gen mpA de Synechocystis, fue tratada con la
polimerasa del fago T4 para eliminar los extremos 3’ colgantes. Esta banda se ligé en el
sitio Ndel de pAR3040, seleccionidndose un clon que contenia el gen rnpA en la
orientacién adecuada respecto al promotor del fago T7 y que se denomindé pARA2 (su
construccién se esquematiza en la figura 16). La estrategia de clonacién utilizada permite
expresar una proteina idéntica a la original. El codén de inicio GTG del gen rnpA esta

cambiado a un codén ATG para facilitar la expresién de la proteina.

T7 Bsll
Ndel i mpA
T7F B_. Bsil
PAR3040 pAP206

5'—CAT£‘ TGGCTA-3' 5'-CCTTC ‘| G-3'
3'-GTATAC \CGAT—S ' NdeI l BSII 3 -GGAA)(@ GGCACCC-5"'
§7-CATA-3"' Nucleasa l

Polimerasa 5'-7gggac-3"
3'-GTAT-5' Mung Bean Ligasa

de T4 3'~-ACCCTG-5"

de T4
\ 7 /

mpA
B T7"
PARA2
5' -CA’ GAC-3'
3'-GT CTG-5"

Figura 16. Estrategia de clonacién del gen rnpA de Synechocystis en el vector
PAR3040. En pAR3040 y pARA?2 se indican la posicién de un promotor (T7%) y un
terminador (T7') especificos del fago T7. La construccién se comprobé mediante
secuenciacién. En una caja se muestran el codén GTG del gen rnpA y la sustitucién por ATG
en el pldsmido pARA2.
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El plasmido pARA?2 se introdujo en E. coli BL21(DE3) (Studier y Moffatt, 1986). Esta
cepa contiene el gen de la polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor lacUVS,
inducible por IPTG y no reprimible por glucosa.

Se ensayaron diversas condiciones

de expresién de la proteina, sin que 914 —

. . 662 —|
pudiéramos obtener una expresién 450 — »

apreciable. Finalmente, ésta se logrd 31,0
mediante transformacién de la cepa S8

BL21(DE3) conteniendo pIZ233 con el

144 — s

plasmido pARA?2 e inoculacién directa

Figura 17. Induccién de la proteina P de
Synechocystis en células BL21(DE3)
medio de cultivo M9 (2.2.1.). El cultivo portadoras del plasmido pARA2. (M)
Marcadores de peso molecular (kDa). (1) Proteina
total extraida antes de la adicién de IPTG. (2)

550 nm de 0,5 y se indujo la expresién Proteina total extraida 3 h después de la adicién
. i de IPTG. La flecha indica la proteina inducida.
mediante la adicién de 2 mM IPTG.

de la mezcla de transformacién en

se incub6 hasta una densidad dptica a

Las células se recogieron 3 h después

de la adicién del inductor y se comprobé la presencia de una banda predominante de
tamafio algo mayor al esperado (14,5 kDa) (figura 17). Estd descrito que la proteina P de
E. coli también migra mas lentamente de lo esperado en geles de SDS (Vioque et al.,

1988).

3.2.2.2. Purificacion de la proteina recombinante

Se recogieron las células de 2 L de cultivo en los que se habia inducido la expresién
segin se indica en el apartado anterior y se prepar$ un extracto crudo (aproximadamente
34 mg de proteina) (2.2.2.2.). El extracto crudo se centrifugd a alta velocidad (100.000 g)
durante 2 h. El precipitado (fraccién ribosémica, aproximadamente 15 mg) se resuspendié
en 2 ml de tamp6n JAS* y se incub6 2 h a 0 °C con agitacién. Este precipitado contiene la
proteina P unida no especificamente a los ribosomas. La alta fuerza iénica del tamp6n
JAS* permite la disociacién de la proteina P durante la incubacién. Se repitid la
centrifugacién a alta velocidad, permaneciendo la proteina P de Synechocystis en el

sobrenadante, que constituyé el lavado ribosémico (aproximadamente 5,5 mg) (2.2.3.).
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A partir de aqui se intent$, en primer lugar, seguir la estrategia utilizada previamente
para purificar la proteina P de E. coli (Vioque et al., 1988), la muestra se dializé dos
veces frente a 2 L de tampén JAS. La proteina P precipité como se esperaba, sin
embargo, al contrario que la proteina P de E. coli, la proteina procedente de Synechocystis
fue insoluble en los diversos tampones que se probaron, incluso en presencia de 7 M de
urea. La proteina sélo se pudo resuspender en un tampén que contenia SDS 1 %. Esta
protefna no era funcional en ensayos de actividad, pero presentaba homogeneidad
electroforética, por lo que se utilizé para obtener anticuerpos, como se describe en el
apartado 2.2.6.1.

Con objeto de obtener proteina P de Synechocystis pura y funcional se investigaron
estrategias alternativas que permitieron evitar la dialisis que producia la precipitacién
irreversible. El procedimiento 6ptimo encontrado consistié en una filtracién en gel en una
columna de Sephadex G-50 en tampén JAS* seguido de una cromatografia en gel de
afinidad por histidinas. La proteina P de Synechocystis presenta afinidad por el niquel
presente en el gel debido, probablemente, a su elevado nimero de histidinas, sobre todo
en la regién C-terminal (.. DHGHSRNHLL-COOH).

El lavado ribosémico (2 ml,) se cargé en una columna de Sephadex G-50 de 80 ml
equilibrada en JAS* y se eluy6 a un flujo de 22 ml/h, colectdndose 120 fracciones de 0,5
ml. Las fracciones que contenian la proteina P (83-1 15, aproximadamente 1,8 mg) (figura
18) se juntaron y se cargaron en una columna de afinidad por histidinas de 1 ml

equilibrada en tampén JAS*.
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Figura 18. Perfil de elucion de la Néimero de fraccién
cromatografia en gel de Sephadex G- B

50. (A) Perfil de elucién de proteina 974 Pf_:,s B l igi
determinado por el procedimiento de 662

Bradford. (B) Gel SDS-PAGE de fracciones 0
seleccionadas. M, Marcadores de peso
molecular (kDa); LR, Lavado ribosémico;
55-105, Fracciones de la columna. La flecha
indica la proteina P de Syrnechocystis.
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La columna se lavé con 10 ml del mismo tamp6n y con 20 ml del mismo tampén
conteniendo urea 7 M. La proteina P se eluyé con 10 ml de tampén JAS* conteniendo
urea 7 M y 300 mM de imidazol, colectdndose en 20 fracciones de 0,5 ml (figura 19). Las

fracciones que contenian la proteina P (2-6) se juntaron.

0,25 T—, Figura 19. Perfil de elucion de la
o 027 cromatografia en gel de afinidad
28 ous por histidinas. Perfil de elucién de
§§ 01  Imidazol protefnfi . determinado por el
2 procedimiento de  Bradford. Las
0,05 \ fracciones A (no unido) y B (lavado con
oLy 00O urea) eran de 10 ml y 20 ml

AB 12 3 4 5 6 7°8 respectivamente. Las restantes fracciones

Nimero de fraccién fueron de 0,5 ml).

El rendimiento de todo el proceso de purificacién era de aproximadamente 0,6 mg de
proteina pura por litro de cultivo. La figura 20 muestra el perfil de proteinas de cada uno

de los pasos de purificacién.

Figura 20. Purificacién de la proteina P de Synechocystis. M, Marcadores de peso
molecular; 1, Extracto crudo; 2, Fraccion ribosémica; 3, Lavado ribosémico; 4, Pico de
elucién de cromatografia de filtracién en gel; 5, Pico de elucién de cromatografia de afinidad
por histidinas.

Se comprobé la calidad de la proteina purificada mediante un ensayo de reconstitucién
de la actividad RNasa P. Se reconstituyé el RNA P de Synechocystis con diferentes
cantidades de la proteina P purificada y se ensayd la actividad de la holoenzima
reconstituida sobre el sustrato pre-tRNA“"-CCA (figura 21). La proporcion mas pequeiia

utilizada ([proteina PJ/[RNA P]=1) produjo un porcentaje de maduracién préximo al
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méximo, por lo que se puede deducir que una alta proporcién de la proteina P purificada

es funcional.

Concentracién de proteina

pre-tRNA —»
tRNA —»

3
#
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de procesamiento
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Relacién molar proteina P/RNA P

Figura 21. Titulacién de la proteina P purificada. (A) Autorradiografia de un gel de
ensayo de holoenzima reconstituida con diferentes proporciones })rotel’na P/RNA P. El sustrato
utilizado es pre-tRNA®"-CCA uniformemente marcado con P. El ensayo se realizé en
tamp6n 20 mM de Hepes-KOH, pH 8,0 y 50 mM de MgCl,. (B) Se muestra la actividad RNasa
P en funcién de la relacién molar proteina P/RNA P deducido a partir de varios experimentos
similares al mostrado en A.

La proteina P purificada estd libre de proteina P de E. coli (ver apartado siguiente) y no

esta contaminada por el RNA P de E. coli puesto que no presenta actividad en ausencia de
RNA P exégeno (no mostrado).
3.2.2.3. Obtencion de anticuerpos y deteccion de proteinas por Western blot

La obtencién de anticuerpos contra la proteina P de Synechocystis se llevé a cabo como
se describid en el apartado 2.2.6.1. El suero obtenido, al igual que el suero pre-inmune, se

purificé mediante una cromatografia de afinidad a proteina A. Los anticuerpos contra la
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proteina P de E. coli fueron proporcionados por el Dr. Sidney Altman (Yale University,
EE.UU.) y se purificaron de la misma forma.

Para comprobar el reconocimiento de la proteina P por los anticuerpos generados y la
especificidad de los mismos, se realizaron Western blots con extractos crudos de E. coli
(pARA?2) que sobreexpresaban la proteina P de Synechocystis y también con extractos
crudos de E. coli (pARE7)que sobreexpresaban la proteina P. Usando anticuerpos contra
las proteinas P de ambos organismos pudimos comprobar la ausencia de reaccién cruzada
significativa, aunque se apreciaba un reconocimiento débil de la proteina P de E. coli por

los anticuerpos contra la proteina P de Synechocystis (figura 22A, B y C).

B
12
_.1

Figura 22. Analisis de la proteina P por Western blot. (A) SDS-PAGE teiiido con azul
de Coomassie mostrando en 1 un extracto crudo de E. coli (pARE7) sobreexpresando la
protefna P de este organismo y en 2 un extracto crudo de E. coli (pARA2) sobreexpresando la
misma protefna procedente de Synechocystis. Las flechas indican las posiciones de las
proteinas P. (B) Western blot de un duplicado del gel que se muestra en A, utilizando
anticuerpos contra la proteina P de E. coli en una dilucién de 10.000 veces. (C) Western blot de
un duplicado del gel que se muestra en A, utilizando anticuerpos contra la proteina P de
Synechocystis en una dilucién de 1.000 veces. (D) Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de
Coomassie, mostrando 5 pg de la proteina P de Synechocystis purificada. (E) Western blot de
una réplica del gel de D utilizando anticuerpos contra la proteina P de Synechocystisi en una
dilucién de 1.000 veces. (F) Western blot de un gel conteniendo 10 pug de un extracto crudo
procedente de Synechocystis, utilizando los anticuerpos contra la proteina P de Synechocystis
en una dilucién de 1.000 veces. (G) Western blot de un gel conteniendo 50 pg de un extracto
crudo procedente de Anabaena., utilizando los anticuerpos contra la proteina P de
Synechocystis en una dilucién de 1000 veces. La banda ancha de aproximadamente 20 kDa que
aparece en el filtro se debe a reconocimiento inespecifico por los anticuerpos de las
ficobiliprotefnas del extracto, ya que éstas son muy abundantes en cianobacterias.
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Dado que los anticuerpos contra la proteina P de E. coli no reconocian la proteina P de
Synechocystis, comprobamos mediante Western blot que la proteina P de Synechocystis
purificada en E. coli estaba libre de proteina P de E. coli. Los anticuerpos contra la
proteina P de E. coli no reconocieron ninguna banda en la proteina P purificada de
Synechocystis (no se muestra). Dado el nivel de sensibilidad del ensayo utilizado,
estimamos que si hubiera contaminacién por proteina P de E. coli superior al 0,5 %, la
habriamos detectado.

Los anticuerpos contra la proteina P de Synechocytis la reconocian una vez purificada
en E. coli (figura 22D y E). También detectamos la proteina P en extractos crudos de
Synechocystis usando los anticuerpos generados contra ella a partir de proteina purificada
en E. coli (figura 22F), comprobandose que la proteina P de Synechocystis poseia el
mismo peso molecular que la proteina P recombinante purificada desde E. coli. Quisimos
ver ademds si los anticuerpo generado contra la proteina P de Synechocystis reconocia
alguna proteina de tamafio similar de otra cianobacteria. Los anticuerpos generado contra
la proteina P de Synechocystis reconocian, aunque débilmente, una banda del mismo peso

molecular en extractos de Anabaena (figura 22G).

3.2.3. Caracterizacion funcional de la RNasa P de Synechocystis

3.2.3.1. Efecto de la concentracion de potasio y magnesio sobre la actividad RNasa P de
Synechocystis

El primer paso en nuestro estudio de la RNasa P cianobacteriana fue determinar las
condiciones Optimas para la maduracién de pre-tRNAs por la enzima. Se analizé la
influencia de variables como la temperatura, las sales presentes en el tampdn de ensayo y
la concentracién de la proteina P. En esta tesis se muestran s6lo aquellos resultados que
presentaban diferencias con la RNasa P de otros organismos, habiéndose comprobado que
la temperatura 6ptima de ensayo era de 37 °C y que el ptimo de actividad del RNA P en
ausencia de proteinas se alcanzaba a una concentracién de 100 mM de MgCl, (no
mostrado).

Se ensayaron diferentes concentraciones de un catién monovalente (K*) y de uno
divalente (Mg2+). El K* puede ser sustituido por otros cationes monovalentes, como el

NH,", y por espermidina, dado que la funcién asignada a éstos es estabilizar la estructura
yp p q gn
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del RNA P. El requerimiento de este tipo de cationes es mayor para la reaccién catalizada
por el RNA P sin la proteina P, ya que la presencia de ésta favorece la interaccién entre
los dos RNAs (enzima y sustrato).

El Mg”* ha sido implicado directamente en el mecanismo de reaccién (para una
revision consultar Frank y Pace, 1998), siendo esencial para la actividad. Puede ser
sustituido por Mn™*, lo que provoca un descenso leve en la actividad, o por Ca**, con el
que la actividad se reduce 10* veces. Los ensayos se realizaron utilizando como sustrato
pre-tRNA®"-CCAprocedente de Synechocystis.

La concentracién de KCI a la que se alcanza la actividad maxima de los RNAs P de
otros organismos varia desde 400 mM de E. coli (Guerrier-Takada et al., 1983) hasta 2,5
M de B. subtilis (Gardinier 1985). Probamos una variacién en la sal desde O hasta 2,7 M.
La actividad del RNA P se incrementaba con la concentracién de KCl, no alcanzandose el

méximo de actividad a la concentracién de KCI més alta ensayada (figura 23).
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Concentracioén de KCl1
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Figura 23. Efecto de la concentracién de KCl sobre la actividad RNasa P del
RNA P de Synechocystis. (A) Autorradiografia de un gel de ensayo del RNA P. El
sustrato utilizado es pre—tRNAGl“—CCA uniformemente marcado con *’P. El ensayo se
realizé en tampén Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0; MgCl, 100 mM y concentraci6n variable de
KCl. El ensayo se incubé durante 10 min y la concentracién del RNA P fue 20 nM. (B)
Actividad RNasa P en funcién de la concentracién de KCI, deducido a partir de varios
experimentos similares al mostrado en A.
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Sin embargo, en presencia de la proteina P el KClI tiene un efecto inhibitorio desde la
concentracién mds baja utilizada (figura 24). El mismo resultado se repitié con NH,Cl y
acetato aménico (no mostrado), por lo que se descart6 un efecto de inhibicién especifico

del K" o0 del CI.
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Figura 24. Efecto de la concentracion de KCI sobre la actividad RNasa P de la

holoenzima de Synechocystis. (A) Autorradiografia de un gel de ensayo de la RNasa P. El
sustrato utilizado es pre-tRNAG‘" — CCA uniformemente marcado con *P. El ensayo se realizé
en tamp6n Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0; MgCl, 10 mM y concentracién variable de KCl. El
ensayo se incubd durante 30 min y la concentracién del RNA P fue 20 nM. La proteina P se
afiadi6 en un exceso molar de 10 veces. (B) Actividad RNasa P en funcién de la concentracién
de KCl, deducido a partir de varios experimentos similares al mostrado en A.

La actividad de la holoenzima se ensayé con concentraciones de MgCl, entre O y 100
mM. El miximo de procesamiento del sustrato se encontré a una concentracién de 50

mM (figura 25), superior a la necesaria para la holenzima de otros organismos.

3.2.3.2. Efecto de la puromicina sobre la RNasa P de Synechocystis

La puromicina es un antibidtico que inhibe la sintesis de proteinas por su analogia
estructural con el extremo 3’ del peptidil-tRNA (Vazquez, 1997). La actividad RNasa P
de E. coli es inhibida especificamente por el antibiético puromicina (Vioque, 1989).

Posteriores estudios han mostrado la inhibicién de otras RNasas P por el mismo
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Figura 26. Efecto de la concentraciéon de MgCl; sobre la actividad RNasa P de la
holoenzima de Synechocystis. (A) Autorradiografia de un gel de ensayo de la RNasa P. El
sustrato utilizado es pre-tRNA®"~CCA uniformemente marcado con >2P. El ensayo se realizé
en tampon Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0 y concentracién variable de MgCl,. El ensayo se
incubd durante 30 min y la concentracién del RNA P fue 20 nM. La proteina P se afiadié en un
exceso molar de 10 veces. (B) Actividad RNasa P en funcién de la concentracién de MgCl,,
deducido a partir de varios experimentos similares al mostrado en A.

antibidtico (Potuschak et al, 1993 y True y Celander, 1996). El mecanismo de inhibicién
de la R Nasa P es desconocido. El andlisis de la inhibicién de la actividad RNA P de

A

Concentracién de puromicina

0_____

pre-tRNA
RNA Figura 25. Efecto de la puromicina
en el procesamiento de pre-tRNA
por el RNA P de Synechocystis. (A)
B %0 Autorradiografia de un gel de ensayo. El
80 4 RNA P de Synechocystis se encontraba a
oo 701 una concentracién 10 nM y el sustrato
S5 60 utilizado fue pre-tRNA®"-CCA. La
gg 50 incubacion se realiz6 durante 30 min a 37
gg °C en presencia de Hepes-KOH 20 mM,
=& MgClL, 100 mM y 1 M KCL (B)
10 Cuantificacién del gel mostrado en A. La
0 S oo concentracién de los sustratos fue 100
0 1 2 3 4 5 6 7 8 910 veces inferior a la del RNA P. El sustrato

Concentracién de puromicina (mM) estaba marcado uniformemente con **P.
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Synechocystis por puromicina ha mostrad o una inhibicién similar a la observada en E.
coli, consiguiéndose una inhibicién del 50 % a una concentracién de puromicina de

aproximadamente 3 mM (figura 26).

3.2.4. Interaccién RNA (enzima)-RNA (sustrato) en la RNasa P de cianobacterias

La secuencia RCCA presente en el extremo 3’ de los tRNAs es esencial para la adicion
del aminodcido a este extremo por la aminoacil tRNA sintetasa. Esta secuencia se
encuentra codificada en el genomio de algunas bacterias, como es el caso de E. coli,
mientras que en otras se afiade post-transcripcionalmente. Ha sido propuesto que esta
secuencia tiene un papel importante en el reconocimiento de los pre-tRNAs por parte de
la RNasa P bacteriana, esto ha sido descrito para la enzima de E. coli (Kirsebom y Svird,
1994) y T. termophilus (Hardt et al., 1995). La secuencia RCCA es reconocida por una
secuencia 5’GGU3’ del RNA P de estos organismos situada en un lazo entre las hélices
P15 y P16 denominado J15/16. Se ha propuesto que la interaccién se produce por
formacién de pares de bases Watson-Crick (Kirsebom y Svird, 1994) (figura 27) y parece
estar implicada en como la enzima precisa el punto de corte en su sustrato, debido a que
mutantes en la secuencia GGU del RNA P de E. coli presentan variaciones en el punto de

corte (Kirsebom y Svird, 1994).

J15/16
P15 P16
. ah" Vg ARBUG
mar 3785 SET) sieg )
""'C/ép, G\ 3'-...CGG cce
296 UGG 290 —_— A'[IJGC|;G
73,
— CRCCANNN. . .-3" — CRCCANNN. . .-3'
pre-tRNA 4N —Gy
N...-5 RNasaP/ Ny, .-5¢
R+S —_— RS

Figura 27. Esquema de la interaccion entre el RNA P y el extremo
CCA-3’ del pre-tRNA en E. coli. “R” ribozima, “S” sustrato. Tomado de
Kirsebom y Svird, 1994,
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Se ha descrito también que la presencia de la secuencia CCA en el extremo 3’ del
sustrato es responsable de la lenta liberacién del producto, al tener éste mayor afinidad

por al RNA P (Tallsjo y Kirsebom, 1993).

3.2.4.1. Estudio de la preferencia de sustrato de la RNasa P de Synechocystis en
condiciones de recambio simple

En Synechocystis los pre-tRNAs se sintetizan sin esta secuencia CCA-3’ terminal, que
es afiadida en esta cianobacteria post-transcripcionalmente. La secuencia del RNA P
encargado en E. coli de reconocer al extremo CCA-3’ de los pre-tRNAs no se encuentra
en la mayoria de los RNAs P de cianobacterias caracterizados hasta el momento (Banta er
al., 1992; Vioque, 1992; Vioque, 1997, Fingerhut y Schén, 1998 y Hess et al., 1998).
Hemos querido analizar el papel, si es que lo tiene, del CCA-3’ en los sustratos sobre la
actividad RNasa P de la holoenzima de Synechocystis o de su RNA P en ausencia de
proteina. Para evitar el efecto de la lenta liberaciéon del producto, en nuestros
experimentos realizamos cinéticas de maduracién de pre-tRNA, en presencia de exceso
de enzima ([E]>10[S]), es decir, en condiciones de recambio simple. De esta manera la
cinética de la reaccién no se ve afectada por la constante de disociacién del producto (3,

figura 28).

k, k, k,
E+S = E-S — E-P — E+P
k, 180-360 min® k,

Figura 28. Esquema de la reaccion llevada a cabo por la RNasa P. Los
valores de k, hacen referencia a los calculados para E. coli (Smith y Pace, 1993) y
B. subtilis (Beebe y Fierke, 1994), respectivamente.

Los RNAs P usados fueron los de Synechocystis, Pseudanabaena y Anabaena, ast
como el de E. coli, utilizado como control.

En la figura 29 se muestra que, como se esperaba, el RNA P de E. coli maduré mejor
un sustrato que poseia la secuencia CCA en su extremo 3’. Sin embargo los RNAs P de
las tres cianobacterias analizadas procesaron algo mejor el sustrato que carecia de la

secuencia CCA-3’.
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Figura 29. Procesamiento de pre-tRNA®™ con (+) y sin (-) la secuencia CCA-3’
por diversos RNAs P en condiciones de recambio simple. (A) Autorradiografia de un
gel de ensayo. 15 y 30 hacen refencia a los min de incubacién del ensayo. “B” blanco; E.c.,
RNA P de E. coli; Syn.,, RNA P de Synechocystis; Pse., RNA P de Pseudanabaena y Ana.,
RNA P de Anabaena. El ensayo se realizé en Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0; MgCl; 100 mM y
KCl 1 M. (B) Cuantificacion de tres experimentos independientes como los mostrados en A.
Las concentraciones de los RNAs P fueron: E. coli, 0,5 nM; Synechocystis, 5 nM;
Pseudanabaena, 5 nM y Anabaena, 2 nM. La concentracién de los sustratos fue 100 veces
inferior a la del RNA P. Los sustratos estaban marcados en su extremo 5° con [y-32P] ATP.

Para comprobar que el resultado no era debido al sustrato elegido, repetimos el
experimento con el pre—tRNAGlu con y sin la presencia de la secuencia CCA en su
extremo 3’. Los resultados se muestran en la figura 30 y son equivalentes a los obtenidos
con pre-tRNA®". Sélo se analizaron los RNAs P de E. coli y Synechocystis.

Se realizaron también cinéticas con la holoenzima completa, en condiciones de
recambio simple, para comprobar que las velocidades de maduracién observadas con el
RNA P sélo no eran debidas a la ausencia de la proteina P. Los resultados del
experimento se muestra en la figura 31. Las condiciones iénicas del experimento fueron
las 6ptimas para cada enzima usada. De nuevo, los experimentos se realizaron sélo con

los RNAs P de E. coli y Synechocystis y se confirmé que mientras, como esta descrito, la
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Figura 30. Procesamiento de pre-tRNA®" con (+) y sin (-) la secuencia CCA-3’ por
diversos RNAs P en condiciones de recambio simple. (A) Autorradiografia de un gel de
ensayo. 15 y 30 hacen refencia a los min de incubacién del ensayo. “B” blanco; E.c., RNA P de E.
coli; Syn., RNA P de Synechocystis; Pse., RNA P de Pseudanabaena y Ana., RNA P de
Anabaena. El ensayo se realizé en de Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0; MgCl, 100 mM y KC1 | M.
(B) Cuantificacién de tres experimentos independientes como los mostrados en A. Las
concentraciones de los RNAs P fueron: E. coli, 0,5 nM y Synechocystis, 5 nM. La concentracién
de los sustratos fue 100 veces inferior a la del RNA P. Los sustratos estaban marcados en su

extremo 5’ con [y—32P] ATP.

enzima de E. coli es significativamente mas activa con el sustrato que contiene CCA-3’,

la enzima de Synechocystis tiene una ligera preferencia por el sustrato carente de CCA-3’.

3.2.4.2. Caracterizacion del mutante PJ15/16 del RNA P de Synechocystis

Los resultados presentados en el apartado anterior sugieren que el extremo CCA-3’ de
los sustratos no es importante para la actividad RNasa P en cianobacterias, lo que esta de
acuerdo con el hecho de que el CCA-3’ no estd codificado en el genomio y con que el
lazo J15/16 no suele contener la secuencia GGU en cianobacterias. Una excepcidn es

precisamente el RNA P de Synechocystis, que si tiene GGU en dicho lazo, aunque ambas
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Figura 31. Procesamiento de pre-tRNA®™ con (+) y sin (-) la secuencia CCA-3’
por la RNasa P de E. coli y Synechocystis en condiciones de recambio simple. 15y
30 hacen refencia a los min de incubacién del ensayo. “B” blanco; E.c., RNasa P de E. coli y
Syn., RNasa P de Synechocystis. El ensayo se realizé en de Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0;
MgCl, 50 mM. Cuantificacién de tres experimentos independiente. Las concentraciones de los
RNAs P fueron: E. coli, 0,1 nM y Synechocystis, 2 nM. La proteina P se afiadi6é en un exceso
molar de 10 veces. La concentracién de los sustratos fue 100 veces inferior a la del RNA P.
Los sustratos estaban marcados en su extremo 5’ con [y->P] ATP.

secuencias GGU no son equivalentes pues estdn en un diferente contexto estructural: el
lazo J15/16 es mayor en Synechocystis que en E. coli.

Para analizar el papel de la secuencia G330G331U332 del RNA P de Synechocystis
procedimos a modificarla mediante mutagénesis dirigida por la secuencia 5’CCA3’.

Mutantes similares se han descrito en E. coli (Kirsebom y Svird, 1993).

3.2.2.4.1. Mutagénesis dirigida del RNA P de Synechocystis

Se realizé segiin se describe en el apartado 2.3.2.12. con el oligonucleétido mutagénico
6803CCA (tabla 5). Como consecuencia de la mutacidn triple introducida por 6803CCA,
se generd un sitio de restriccién BstNI. De 500 colonias obtenidas tras la segunda ronda
de seleccién se analizaron 12 con la enzima de restriccién BsiNI. De los 12 pldsmidos
analizados, 8 contenian el sitio BstNI. Se procedié a secuenciar uno de ellos para
comprobar el cambio de la secuencia, utilizando como cebador el oligonucleétido PRT.
La secuencia se muestra en la figura 32, en comparacién con la secuencia obtenida desde
el plasmido original que contenia el gen silvestre. Al plasmido conteniendo la versién
mutante del gen se le denominé pT76803J15/16 y al RNA que se obtenia por

transcripcién in vitro desde este plasmido, RNA PJ15/16. El inserto de este plasmido se
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secuencié completamente para asegurar que no habia mutaciones adicionales en el gen

rnpB.

A Silvestre Mutante
ACGT ACG T

Figura 32. Secuencia de nucleétidos del gen rnpB de Synechocystis

silvestre y del mutante PJ15/16. (A) Autorradiografias de un gel que muestra la
secuencia de los RNAs P silvestre y mutante PJ15/16 de Synechocystis. En una caja y
en negrita se marca la secuencia mutada. (B) Estructura secundaria de la regién
J15/16 del RNA P de Synechocystis. En una caja se muestra el cambio de secuencia
provocado por la mutacién introducida en el RNA PJ15/16.

3.2.4.2.2. Actividad del RNA PJ15/16 en condiciones de recambio simple

Se realizaron ensayos con pre-tRNA®". La actividad del mutante fue aproximadamente
la mitad de la detectada con el silvestre (figura 33), tanto con el pre-tRNAGI“+CCA como

Gln

con el pre-tRNA”"-CCA, por lo que en el mutante se mantiene la preferencia por el
sustrato sin CCA-3’. El mutante PJ15/16 no estd afectado en la identificacién del sitio de
hidrélisis, pues el fragmento 5’ generado tiene el mismo tamafio que el generado por la

enzima silvestre.
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Figura 33. Procesamiento de pre-tRNA®" con (+) y sin (-) la secuencia CCA-3’
por el RNA PJ15/16 en condiciones de recambio simple. (A) Autorradiografia de
un gel de ensayo. 15 y 30 hacen refencia a los min de incubacién del ensayo. “B” blanco;
E.c., RNA P de E. coli; Syn., RNA P de Synechocystis y J15/16, RNA PJ15/16 de
Synechocystis. El ensayo se realizé en Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0; MgCl, 100 mM y KCi
1 M. (B) Cuantificacidn de tres experimentos independientes como los mostrados en A.
Las concentraciones de los RNAs P fueron: E. coli, 0,5 naM; Synechocystis, 5 nM;.
Synechocystis J15/16, 5 nM La concentracién de los sustratos fue 100 veces inferior a la
del RNA P. Los sustratos estaban marcados en su extremo 5’ con [y—32P] ATP.

3.2.4.2.3. Procesamiento por la RNasa P reconstituida con la subunidad RNA PJ15/16

El RNA PJ15/16 fue reconstituido con la proteina P de Synechocystis y se analizé su
actividad sobre pre-tRNA®" con y sin CCA-3’ terminal. La actividad, en las condiciones
ensayadas, era cinco veces inferior a la obtenida con la holoenzima silvestre, pero
mantenia igual que el silvestre la actividad relativa sobre ambos sustratos (figura 34).

Para ver si la deficiencia en actividad observada en la holoenzima reconstituida con el
RNA PJ15/16 era debida a un mala reconstitucién de este RNA con la proteina P,

realizamos el mismo ensayo con concentraciones crecientes de proteina. La actividad se

85



Resultados

A

RNasaP B Ec. Syn. J15/16
ccA - * - F - % = +

Tiempo (min) 30 301530 1530 1530 1530 15 30 15 30

pre-tRNA

Porcentaje de
procesamiento
178
S

E.c. Syn. s

<
—

Figura 34. Procesamiento por la holoenzima conteniendo el RNA PJ15/16. (A)
Autorradiografia de un gel de ensayo. 15 y 30 hacen refencia a los min de incubacién del
ensayo. “B” blanco; E.c., RNasa P de E. coli; Syn., RNasa P de Synechocystis y 115/16
RNasa P reconstituida con le mutante J15/16. El ensayo se realizé en de Hepes-KOH 20
mM, pH 8,0; MgCl, 50 mM. (B) Cuantificacién de tres experimentos independientes como
los mostrados en A. Las concentraciones de los RNAs P fueron: E. coli, 0,1 nM;
Synechocystis silvestre 2 nM y Synechocystis mutante J15/16 2 nM. La proteina P se
afadié en un exceso molar de 10 veces. La concentracién de los sustratos fue 100 veces
inferior a la del RNA P. Los sustratos estaban marcados en su extremo 5° con [y—32P] ATP.

incremento con el aumento de la concentracién de proteina hasta alcanzar, con un exceso
de 50 veces de proteina P, aproximadamente la mitad de la actividad del silvestre, que era
la tasa alcanzada por el RNA PJ15/16 cuando mediamos la actividad sin la proteina P (no
mostrado). La actividad del RNA P silvestre no se afectaba por incrementos en la
concentracion de la proteina P por encima de un exceso molar de 10 veces (figura 21).
Por tanto, parece probable que el RNA PJ15/16 es parcialmente defectivo en la

interaccién con la proteina P.
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3.2.4.3. Determinacién de la K,, y Vo, de los RNAs P de E. coli, Synechocystis 'y del RNA
PJ15/16.

En E. coli la delecién en un sustrato de la secuencia 3’ terminal CCA provoca un
cambio en los pardmetros cinéticos de la enzima, determinados en codiciones de
recambio multiple. Estos experimentos fueron realizados con un sustrato del mismo
organismo (precursor de tRNA") y han sido realizados también con el RNA P de
Thermus termophilus con un sustrato del mismo organismo (pre-tRNA®Y, Hardt et al.,
1994). Se han determinado los pardmetros cinéticos del RNA P de Synechocystis silvestre
y del mutante PJ15/16 utilizando como sustrato pre-tRNAGl". Las mismas
determinaciones se han realizado con el RNA P de E. coli como control. La tabla 7
presenta todos los datos obtenidos. Los resultados obtenidos con el RNA P de E. coli
estan de acuerdo con lo previamente descrito. La K, para el sustrato con CCA-3’ es
significativamente més baja que para el sustrato sin CCA-3’, pero 1a k. €s menor por el
sustrato con CCA-3’ debido a la lentitud en la liberacién del producto. En cualquier caso,
la eficiencia catalitica global (k../Kw) €s mayor para el sustrato con CCA-3’, de acuerdo
con los obtenidos en condiciones de recambio simple.

El RNA P de Synechocystis, tanto silvestre como el mutante PJ15/16 se comporta de
forma opuesta. La K, y 1a k, para el sustrato sin CCA-3’ es menor que por el sustrato
con CCA-3’, resultando en una eficiencia catalitica ligeramente mayor por el sustrato sin

CCA-3’.

Tabla 7. Parametros cinéticos determinados bajo condiciones de recambio multiple

RNA P Sustrato K (UM) Kot (min™) eatl Km
(min"'/nM)
E. coli pre-tRNA“"+CCA 0,13 + 0,05 0,003 + 0,0002 23
pre-tRNA%"_CCA 3,0+ 0,27 0,039 + 0,0020 13
Synechocystis  pre-tRNA""+CCA 350,6 + 2,1 0,812 + 0,012 2,2
silvestre pre-tRNAS"_CCA 2,9 + 0,25 0,008 + 0,002 3
Synechocystis  pre-tRNA®"+ CCA 126,5 + 1,6 0,060 + 0,005 0,5
PI15/16 pre-tRNA"-CCA 2,7 +0,45 0,004 + 0,002 1,5

La K, y la k. se determinaron como se describe en Materiales y Métodos. Los ensayos se
realizaron en tampén Hepes-KOH 20 mM, pH 8,0; MgCl, 100 mM y KCl 1 M con pre-tRNA®"
uniformemente marcado con 32P.
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La mutacién de PJ15/16 no afecta significativamente la K, o la k., para el sustrato sin

CCA-3’, pero reduce mas de 10 veces la k., para el sustrato con CCA-3’.

3.2.4.4. Interaccion RNA-RNA analiza mediante retardo en gel

Analizamos la interacciéon RNA-RNA mediante la técnica de retardo en gel descrita
previamente (2.4.4.1.), el RNA P de E. coli producia un retardo del pre-tRNA™" asi como
del pre-tRNA®"+CCA pero no del pretRNA"-CCA (figura 35). El RNA P de
Synechocystis no retard6 ninguno de los sustratos empleados. Estos resultados estan de
acuerdo con el hecho de que el RNA P de E. coli tiene mayor afinidad por el sustrato con
CCA-3’ que sin CCA-3’. En el caso de Synechocystis la afinidad por ninguno de los dos
sustratos es lo suficientemente alt a para ser detectada por este ensayo. Estos datos
concuerdan con los valores de K, obtenidos (tabla 7). Como control de nuestro ensayo de
retardo se calculé mediante este método la constante de disociacién del RNA P de E. coli
y pre-tRNA™". Se obtuvo un valor de 4 mM, similar al valor de 10 mM obtenido con pre-
tRNA®Y (Hardt ez al., 1995) (no mostrado).

- E.. Syn. - E.c. Syn. - E.. Syn.

pre-tRNA™  pre-tRNA®™* pre-tRNA®*“*

Figura 35. Analisis de la afinidad RNA P-pre-tRNA mediante ensayo de
retardo en gel. Los RNAs P (500 nM) se incubaron con los pre-tRNAs indicados,
marcados uniformemente con *’P, y se separaron en un gel no desnaturalizante como se
describe en Materiales y Métodos (2.4.4.1.). “-” Control sin RNA P; E.c., RNA P de E. coli
y Syn. RNA P de Synechocystis. Las flechas sefialan los complejos RNA P-pre-tRNA.

3.2.4.5. Interaccion RNA-RNA analizada mediante interaccion en filtro

Debido a que fuimos incapaces de detectar la interaccién de los pre-tRNA con el RNA
P de Synechocystis mediante retardo en gel, desarrollamos un nuevo método en el cual el

pre-tRNA®" fijado a una membrana se incubaba con el RNA P marcado radioactivamente
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en las condiciones en las que ambos RNAs interactuan para reconstituir la actividad.
Mediante esta técnica observamos una mayor afinidad en el caso del RNA P de E. coli
por pre-tRNA®"+CCA (figura 36). E1 RNA P de Synechocystis, sin embargo, reconocia
mejor pre-tRNA®"+CAA (figura 36). E1 RNA PJ15/16 se comportaba igual que el RNA

P silvestre.

E.c. Syn.  J15/16

pretRNA“"+CCA

pretRNA®"-CCA
RNA control

Figura 36. Andlisis de la afinidad RNA P-pre-tRNA mediante ensayo de interaccion
en filtro. Interaccién del RNA P de E. coli (E.c.), Synechocystis (Syn.) y el RNA PJ15/16
(J15/16) con pre-tRNAGl" (100 pmoles) conteniendo o careciendo de CCA-3’. El RNA control era
RNA P de Synechocystis. El ensayo se realizé como se describe en Materiales y Métodos (2.4.4.2).

3.2.5. Reconstitucién de la actividad RNasa P con subunidades de diferentes
organismos

Estudios previos con la RNasa P de otros organismos habfan demostrado que el RNA P
de una bacteria puede reconstituir la actividad con la proteina P procedente de otra
bacteria diferente. Para estudiar si las subunidades de la enzima de E. coli y Synechocystis
eran intercambiables analizamos la actividad de las dos combinaciones heter6logas
posibles, RNA P de E. coli y proteina P de Synechocystis y RNA P de este iltimo y
proteina P de E. coli. Para ello utilizamos las proteinas P purificadas de ambos
organismos asi como los RNAs P transcritos in vitro. Los sustratos utilizados fueron pre-
tRNA™ de E. coli, pre-tRNA®" procedente de Synechocystis y el precursor del RNA
4.5S E. coli.
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3.2.5.1. Actividad RNasa P sobre pre-tRNAs

Con todas las combinaciones utilizadas se pudo reconstituir la actividad, como se
muestra en la figura 37. El us6 de un sustrato proveniente de E. coli dio més actividad en
aquellas combinaciones que poseian la proteina P de esta bacteria. Sin embargo, en
presencia de la proteina P de Synechocystis la actividad era mayor sobre el sustrato
procedente de este organismo. Todos estos ensayos se realizaron en condiciones éptimas
para la holoenzima de E. coli, lo que podria explicar que la combinacién proteina P de E.
coli-RNA P de Synechocystis poseia con ambos sustratos una actividad mayor que con la

combinacién proteina P de Synechocystis-RNA P de Synechocystis.

pre-tRNA™ pre-tRNA®+CCA  pre-tRNA™-CCA
RNAP - E E S S - EESS - EE S S
ProteinaP - E § E S - E SES - E S E S8

e e et e

RNA D e p——

Fragmento 5' —p| -

Figura 37. Actividad RNasa P con diferentes combinaciones de subunidades.
Autorradiografia de geles de ensayo donde se muestra la actividad de la RNasa P reconstituida con
subunidades de E. coli (E) o Synechocystis (S). El ensayo se realizé en presencia de Hepes-KOH
20 mM, MgCl, 10 mM y KCl 100 mM. La incubacién se realiz6 durante 30 min. Las
concentraciones de los RNA P fueron, E. coli 1 nM y Synechocystis 10 nM. La proteina P se
encontraba en un exceso molar de 10 veces. El sustrato se encontraba una concentracién 100 veces
menor que el RNA P.

3.2.5.2. Actividad RNasa P sobre el precursor del RNA 4.5S de E. coli

El precursor del RNA 4.58 de E. coli, sustrato natural de la enzima, se habia estudiado
in vitro con subunidades de E. coli y de B. subtilis, mostrandose la ausencia de actividad
en las reconstituciones heterélogas (Guerrier-Takada, 1983). Ensayos de actividad con las

subunidades de Synechocystis y E. coli dieron actividad en todas las combinaciones
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posibles (figura 38). La actividad de maduracién de este sustrato present6 diferencias con
respecto a la maduracién de pre-tRNAs. Asi, la reconstitucién entre la proteina P de E.
coli 'y el RNA P de Synechocystis poseia una actividad menor que la holoenzima de
Synechocystis, justo al contrario de lo observado con pre-tRNAs. Esto es interesante
debido a que los experimentos se llevaron a cabo en las condiciones de ensayo de la

holoenzima de E. coli y el sustrato, RNA pre-4.5S, procede de ese mismo organismo.

pre-4.5S
RNAP - E E § S
ProteinaP - E S E S
pre-4.58 44“ .
4.58 —> e

Fragmento 5' —p s,

Figura 38. Actividad RNasa P usando el RNA pre-45 S como sustrato.
Autorradiografia de geles de ensayo donde se muestra la actividad de la RNasa P reconstituida con
subunidades de E. coli (E) o Synechocystis (S). El ensayo se realizé en presencia de Hepes-KOH
20 mM, MgCl, 10 mM y KCl 100 mM. La incubacién se realizé durante 30 min. Las
concentraciones de los RNA P fueron, E. coli 1 nM y Synechocystis 10 nM. La proteina P se
encontraba en un exceso molar de 10 veces. El sustrato se encontraba una concentracién 100 veces
menor que el RNA P.

3.2.5.3. Inmunoprecipitacion de RNasa P conteniendo diferentes subunidades proteicas

RNasa P reconstituida con subunidades de E. coli y Synechocystis fueron incubadas
tanto con anticuerpos generados contra la proteina P de E. coli como contra la de
Synechocystis y se determind si los anticuerpos inmunoprecipitaban la actividad.

Anticuerpos contra la proteina P de E. coli no inmunoprecipitan la actividad RNasa P
reconstituida con la proteina P de Synechocystis, mientras que si inmunoprecipitan la
actividad RNasa P reconstituida con la proteina P de E. coli (figura 39). Un resultado

complementario fue obtenido usando anticuerpos contra la proteina P de Synechocystis.
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Estos anticuerpos no inmunoprecipitan la actividad RNasa P reconstituida con la proteina
P de E. coli, pero inmunoprecipitan significativamente la actividad RNasa P reconstituida
con la proteina P y el RNA P de Synechocystis. Cuando se reconstituyé la actividad
RNasa P con el RNA P de E. coli y la proteina P de Synechocystis no se observé
inmunoprecipitacién de la actividad con anticuerpos contra la proteina P de Synechocystis
(figura 39), sin embargo, cuando el anticuerpo se afiadié antes de afiadir el RNA P si se
observ6 una inmunoprecipitacién de la actividad (no mostrado). Este resultado sugiere
que la unién de la proteina P de Synechocystis al RNA P de E. coli protege a la proteina

contra los anticuerpos, mientras que la unién al RNA P de Synechocystis no lo hace.

100 -
g
s
=T ] .
22
58 s0q
<o
~ _
ProtcinaP E E S S EES S
RNAP ESES ESES
Anticuerpos  E. coli (1)  Synechocystis (8)

Figura 39. Inmunoprecipitacion de la actividad RNasa P. RNasa P reconstituida
con proteina P o RNA P de E. coli (E) o Syrechocystis (S) segiin se indica, se incub6 durante
2 h en presencia de anticuerpos conjugados a proteina A-sepharosa contra la proteina P de E
.coli (barras claras) o Synechocystis (barras oscuras) como se describe en Materiales y
Métodos (2.5.). Se ensay6 la actividad RNasa P de alicuotas del sobrenadante, usando pre-
tRNA™" como sustrato. La actividad se expresa como el porcentaje de la actividad obtenida
cuando la inmunoprecipitacién fue realizada con anticuerpos preinmunes en las mismas
condiciones. Se muestra ¢l resultado de un experimento tipo. Se obtuvieron resultados
similares cambiando el tiempo de incubacién con los anticuerpos o cuando se cambié la
cantidad de anticuerpos.

3.2.5.3. Interaccion RNA P-Proteina P analizada mediante retardo en gel

Se estudi6, mediante la técnica de retardo en gel (2.4.2.1.) la interaccién entre la
proteina P de Synechocystis y los RNAs P de Synechocystis, Anabaena, E. coli y dos

mutantes de los RNAs P de Synechocystis y Anabaena. Estos mutantes tienen una
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delecién de parte de la hélice P12 (figura 40), que contiene en algunas cianobacterias
repeticiones directas cortas. El uso de estos RNA P mutados nos permitié conocer si esta
secuencia afectaba o no a la unién con la proteina. En experimentos anteriores de nuestro

grupo se habia determinado que la delecién de esta hélice no afectaba a la actividad del
RNA P s6lo o de la holoenzima (Vioque, 1997).
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Figura 40. Estructura secundaria de los RNAs P de Synechocystis y Anabaena, y
de los mutantes de estos RNAs P en la hélice P12 (Vioque, 1997).

Los resultados de la interaccién se muestran en la figura 41. Cuantificando geles
similares al mostrado en la figura se calcularon las curvas de disociacién y a partir de
ellas las constantes de disociacién (kq). La constante de disociacién calculada para la
reconstitucién homéloga de la RNasa P de Synechocystis (0,12 nM) fue similar a la
descrita para E. coli (0,4 nM) (Talbot y Altman, 1994). Para la reconstitucién heter6loga

con el RNA P de Anabaena, la constante fue ligeramente mayor (0,8 nM), mientras que
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fue imposible calcular la k4 para la interaccién con el RNA P de E. coli, debido a que la
proteina a las concentraciones necesarias agregaba el RNA inespecificamente,
permaneciendo las muestras en los pocillos.

La delecién de la hélice P12 no parecia causar ningtn efecto significativo sobre la
interaccién RNA P-proteina P en ninguna de las cianobacterias analizadas, obteniéndose
una k4 de 0,25 nM para la mutancién de la hélice en el RNA P de Synechocystis 'y de 1,1
nM para el RNA P mutante de Anabaena.

A Concentracién de proteina P

RNasa P

—&— RNA P de Synechocystis
—o— RNA P de Synechocystis Al2
100 | —e— RNAP de Anabaena

—0— RNA Pde Anabaena A12
80+

604

40

Porcentaje de RNA P
en complejo

20 A

0,01 01 i 10
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Figura 41. Andlisis de la interaccion RNA P-Proteina P mediante ensayo de retardo
en gel. (A) Autorradiografia de un gel de poliacrilamida representativo de un experimento tipo.
(B) Representacién de la aparicién del complejo RNA P-proteina P en funcién de la concentracién
de proteina. El RNA se encontraba a una concentracién de 0,1 nM en todos los ensayos.

3.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD RNasa P DEL CIANELO DE C. paradoxa
3.3.1. Actividad RNasa P en extractos crudos de cianelo de C. paradoxa

Extractos de cianelo de este organismo, obtenidos segiin se ha descrito (2.2.2.3.), se
ensayaron en presencia de diferentes concentraciones de KCI, para encontrar la

concentracion a la que la RNasa P de este organulo posee el méximo de actividad. El
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resultado se muestra en la figura 42, apreciandose que el comportamiento de la enzima es

similar a la de Synechocystis (3.2.3).

Concentracién de KCl

0 j l(‘)O ) 2&;0 ) 3(‘)0 ' 400
Concentracién de KCl (mM)

Figura 42. Efecto de la concentracion de KCl sobre la actividad RNasa P del cianelo
de C. paradoxa. (A) Autorradiografia de un gel de ensayo de la RNasa P. El sustrato utilizado es
pre-tRNAGl“—CCA uniformemente marcado con **P. El ensayo se realiz6 en tampon Hepes-KOH
20 mM, pH 8,0; MgCl; 10 mM y concentracién variable de KCI. El ensayo se incubé durante 30
min y se ensayaron 2 ug de extracto crudo preparado como se describié (2.2.2.3.). (B) Actividad
RNasa P en funcién de la concentracién de KCl, deducido a partir del experimento mostrado en A.

3.3.2. Mutagénesis del RNA P de C. paradoxa

El RNA P del cianelo de C. paradoxa no posee actividad catalitica en ausencia de
proteina (Baum et al., 1996 y esta Tesis). La estructura del RNA P del cianelo es similar a
la del RNA P consenso bacteriano, pero posee algunas diferencias que en algunos casos
pueden ser explicadas por el alto contenido en AT del genomio del cianelo (Herdman y
Stanier, 1977). Los cambios mds evidentes en cuanto al consenso son el par de bases C-G
conservado dentro de la hélice PS que aparece como A-U y la G22 conservada en todos
los RNAs P bacterianos que ha cambiado a A. Aparte de estos cambios en la secuencia, el
RNA P del cianelo es deficiente en una interaccién terciaria entre la hélice P8 y el lazo
L14 (Brown er al., 1996). El lazo L14 presenta en bacterias un tetraloop GNRA que se
postula interactia con la hélice P8. En el RNA P del cianelo se encuentra en el lazo L14
la secuencia UCAA. En un intento de restablecer la actividad catalitica del RNA P del

cianelo, en ausencia de proteinas, hemos mutado en este RNA la secuencia UCAA por
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.

GCGA mediante mutagénesis dirigida (figura 43). Con esta mutacién se restaura
tedricamente la interaccién entre L14 y P8, conforme a las reglas establecidas para esta
interaccién (Brown et al., 1996).

El RNA P mutante (U184G/A186G) carecia de actividad RNasa P en todas las

condiciones probadas (no mostrado).
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Figura 43. Modelos de estructura secundaria de los RNAs P de E. coli y del cianelo

de C. paradoxa. Interacciones terciarias y pseudonudos se muestran como lineas que conectan
las regiones que interactdan. En la estructura del RNA P del cianelo se muestran los nucleétidos
sustituidos en el lazo L14 para la generacién del mutante U184G/A186G. Las estructuras estan
adaptadas de la base de datos de la RNasa P (Brown, 1998).

3.3.3. Reconstitucion de la actividad RNasa P entre subunidades de Synechocystis y
del cianelo de C. paradoxa

El RNA P del cianelo, preparado mediante transcripcién in vitro, fue incubado en
presencia de diferentes concentraciones de proteina P procedente de Synechocystis. En

ninguna condicion de ensayo se aprecié actividad cuando los ensayos se realizaron en
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presencia de Hepes-KOH 20 mM, pH 7,5; MgCl, 10 mM y con o sin KCI a diferentes
concentraciones. Sin embargo, utilizando las condiciones 6ptimas de la holoenzima de
Synechocystis (MgCl, 50 mM vy sin KCI) se apreci6 actividad en la reconstitucién entre
las subunidades de los dos organismos (figura 33). Sin embargo, con este sustrato, fue
imposible obtener actividad utilizando la proteina P de E. coli en sustitucién de la de
Synechocystis. Dado que la reconstitucién de la proteina P de E. coli con el RNA P del
cianelo de C. paradoxa carecia de actividad RNasa P, probamos con un sustrato de E.
coli, pre-tRNA™, utilizando la reconstitucién con la proteina P de Synechocystis como
control. De nuevo, sélo apreciamos actividad RNasa P en la reconstitucién proteina P de
Synechocystis-RNA P del cianelo de C. paradoxa. El resultado se muestra en la figura 44.
Intentamos reconstituir también la actividad RNasa P con la subunidad RNA P del
cianelo mutante (U184G/A186G) y la proteina P de Synechocystis. El RNA P mutante
carecia de actividad con la proteina P de Synechocystis en todas las condiciones probadas

(no mostrado).
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Figura 44. Actividad de la enzima reconstituida a partir de la proteina P de
Synechocystis y el RNA P del cianelo de Cyanophora paradoxa. (A) Ensayo
RNasa P utilizando pre-tRNA" de Synechocystis como sustrato. (B) Ensayo RNasa P
utilizando pre-tRNAT"r de E. coli como sustrato. 1. Proteina P de E. coli (1 uM); 2.
Proteina P de Synechocystis (1 uM); 3. RNA P de Synechocystis (5 nM); 4. RNA P del
cianelo de Cyanophora paradoxa (200 nM); 5. RNA P14 del cianelo de Cyanophora
paradoxa (200 nM); 6. RNA P de Synechocystis (5 nM) y proteina P de E. coli (50 nM);
7. RNA P de Synechocystis (5 nM) y proteina P de Synechocystis (50 nM); 8. RNA P del
cianelo de Cyanophora paradoxa (200 nM) y proteina P de E. coli (1 uM); 9. RNA P del
cianelo de Cyanophora paradoxa (200 nM) y proteina P de Synechocystis (1 uM); 10.
RNA P14 del cianelo de Cyanophora paradoxa (200 nM) y proteina P de E. coli (1 uM);
11. RNA P14 del cianelo de Cyanophora paradoxa (200 nM) y proteina P de
Synechocystis (1 uM). El ensayo se realizé a 37 °C durante 2 h.
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3.3.4. Identificacién de una proteina de C. paradoxa con alta afinidad por el RNA P
de C. paradoxa mediante la técnica de Northwestern

Utilizando la técnica de Northwestern descrita en Materiales y Métodos (2.4.5.2.)
intentamos identificar alguna proteina en extractos crudos del cianelo de C. paradoxa.
RNA P de C. paradoxa marcado radiactivamente fue usado como sonda sobre
membranas que contenian extractos del cianelo asi como la proteina P purificada de
Synechocystis y un extracto crudo de E. coli. La hibridacién dié como resultado dos
bandas especificas de peso molecular entre 35 y 45 kDa pertenecientes al extracto crudo
del cianelo (figura 45). La hibridacién se perdia lavando la membrana con NaCl 0,4 M,
siendoeste hecho razonable con el comportamiento de la RNasa P del cianelo en
presencia de cantidades crecientes de KCl.

No existia hibridacién con el resto de las proteinas presentes en la membrana, ni
siquiera con la proteina P de Synechocystis. Sin embargo el RNA P del cianelo reconoce
esta proteina mediante esta misma técnica en condiciones de hibridacidén menos estrictas

(no mostrado).
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Figura 45. Northwestern utilizando como sonda RNA P del cianelo de C. paradoxa.
Hibridacién de tres membranas idénticas. 0,1 M; 0, 2 M y 0, 4 M indican las cantidades de NaCl
con la que se lavé cada membrana respectivamente. 1. Extracto crudo de E. coli (25 ng). 2.
Extracto crudo del cianelo de C. paradoxa (25 ng). 3. Proteina P purificada de Synechocystis (5
rg). Las flechas sefialan las bandas de hibridacién.
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4. DISCUSION

Las clanobacterias son un amplio grupo de eubacterias, caracterizado por realizar
fotosintesis oxigénica, que presenta una diversidad morfolégica y fisiolégica grande
(Rippka et al., 1979). Se habian descrito, antes del comienzo de esta tesis, cuatro RNAs P
procedentes de cianobacterias (Banta ez al., 1992 y Vioque, 1992), encuadradas en tres
diferentes ramas evolutivas de este grupo y con caracteristicas morfolégicas diferentes.
La caracterizacién del RNA P de Pseudanabaena, una cianobacteria filamentosa no
formadora de heterocistos y representativa de una de las ramas mds antiguas en la
evolucién de este grupo, segiin se establecié en funcién de el analisis de la secuencia de
rRNA (Giovannoni et al., 1988), aumentd nuestro conocimiento sobre la diversidad de los
RNAs P cianobacterianos. La estructura secundaria propuesta para este RNA P (apéndice
1) es muy similar a la descrita para otros RNAs P bacterianos, pero presenta sin embargo
algunas peculiaridades. La hélice P1, comprendida entre los nucleétidos 22 y 71, es mas
larga en Pseudanabaena que otras cianobacterias. La hélice P12 (posiciénes 156-179) es
corta en comparaciéon con Synechocystis (apéndice 1), Anabaena y Calothrix. En estas
estirpes esta hélice es muy larga y en Anabaena y Calothrix contiene secuencias repetidas
(Vioque, 1992). En este aspecto, Pseudanabaena y Anacystis son mds parecidas al
consenso eubacteriano. Una de las caracteristicas diferenciales es la presencia de la hélice
300-345, que no tenfa homdloga en las bacterias analizadas hasta ese momento. Esta
hélice se encuentra en una zona considerada critica para el reconocimiento de sustrato en
E. coli.

Andlisis de la secuencia de los RNAs P de otras cianobacterias han confirmado los
datos de estos estudios preliminares (Vioque, 1997). Asi, la hélice P12 (en
Pseudanabaena situada entre los nucleétidos 156 y 179) presenta secuencias repetidas en
las cianobacterias formadoras de heterocistos y se ha demostrado que su delecion
(respetando una secuencia conservada previa a las repeticiones) no afecta a la actividad
del RNA P ni de la holoenzima (Vioque, 1997). Ademas, por estudios presentados en esta
tesis sabemos que la hélice P12 no est4 implicada en el reconocimiento de la proteina P,
no pudiéndose descartar que las repeticiones posean un papel en el reconocimiento de un

hipotético sustrato de la RNasa P especifico de cianobacterias formadoras de heterocistos.
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La hélice P19 (posiciones 300-345) de Pseudanabaena se presenta también en otras
dos cianobacterias, Oscillatoria sp. PCC 7515 (Vioque, 1997) y Prochlorothrix
hollandica (Fingerhut y Schon, 1998). Ademés s6lo en tres de los RNAs P de
cianobacterias analizados hasta la fecha se encuentra una secuencia 5’-GGU-3’ en el lazo
J15/16. Ademds en los casos en los que se presenta el lazo que la contiene posee una
estructura diferente al de E. coli. Los resultados de esta Tesis indican que, a diferencia de
E. coli, la secuencia 5’GGU3’ no funciona en la interaccién con RCCA en el caso de que
esta se presente como se describira a continuacién.

En esta Tesis describimos también la clonacién del gen codificante de la proteina P de
una cianobacteria. El gen codificante de la proteina P de Synechocystis sp. PCC 6803 fue
aislado desde una genoteca en plismido por su capacidad para complementar una
mutacidn en la proteina P de E. coli. Este resultado indica claramente que las proteinas P
de E. coli y Synechocystis son intercambiables funcionalmente in vivo. Esto ha sido
confirmado por ensayos enzimaticos in vitro.

En todas las eubacterias analizadas hasta ahora, el gen mpA se encuentra corriente
abajo y ligado muy cerca al gen rpmH, que codifica la proteina ribosémica L34. En este
sentido, la organizacién génica estd conservada en Synechocystis. El gen rnpA comienza
con un codén GTG nueve nucledtidos después del codén de parada del gen rmpH. El gen
rnpA carece de sitio de unién al ribosoma, por lo que problamente la proteina P es
sintetizada por acoplamiento traduccional con la proteina L34. la carencia de un sitio de
unién al ribosoma y el codén de inicio GTG sugieren una traduccién ineficiente. En E.
coli, que posee una organizacién genética similar, la cantidad de protefna P es muy baja,
mientras la proteina L34 se acumula en grandes cantidades, como se esperaria para una
proteina ribosémica. Algo similar podria ocurrir en Synechocystis. Para detectar la
proteina en extractos crudos de Syncehocystis con el anticuerpo correspondiente, es
necesario cargar grandes cantidades de proteina y usar el anticuerpo a una dilucién baja
(figura 22E).

La regién rpmH-rnpA se transcribe divergentemente del gen dnaA en muchas
eubacterias. Excepto en Enterobacteriaceae, el origen de replicacién del cromosoma
(oriC), es cercano al gen dnaA (Ogasawara y Yoshikawa, 1992). Sin embargo, en

Synechocystis el gen dnaA mapea en una regién diferente del cromosoma (Richter y
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Messer, 1995) y el oriC no se encuentra en esa regién dnaA. Tres secuencias similares a
cajas dnaA se localizan aguas arriba de rpmH y podrian ser parte del oriC de
Synechocystis. Recientemente, se ha mutado el gen dnaA de Synechocystis, no
observdndose ningdn efecto sobre la replicacién (Messer et al., 1998) por lo que el
significado de las cajas dnaA es dudoso.

La proteina P de Synechocystis es muy rica en amino4cidos basicos (23,5 %) y tiene
también regiones altamente hidrofébicas, como la secuencia FQPQIKPGFDV VIIVLPQG
IG entre las posiciones 74 y 95. La presencia de estas regiones hidrofébicas podria
explicar su baja solubilidad en condiciones no desnaturalizantes y la dificultad encontrada
en solubilizar la proteina una vez precipitada. Las interacciones hidrofébicas son
importantes en las interacciones RNA-proteina en la RNasa P de E. coli (Talbot y
Altman, 1994), lo mismo podria ser cierto en Synechocystis.

Se ha determinado la estructura tridimensional de la proteina P de B. subtilis (Stams et
al., 1998). La estructura presenta una topologia afffBoafo y tres regiones de unién a
RNA son evidentes, dos de las cuales son consistentes con los datos previos de
mutagénesis y bioquimicos. La primera zona de unién al RNA posee un rasgo topoldgico
inusual, una unién girada a la izquierda entre B;-ap-B4. La secuencia consenso de la
proteina P de bacterias, RNRLKR, est4 contenida dentro de esta a hélice y del lazo de
unién. Una segunda zona de interaccién con RNA es adjacente a la hélice B y forma una
hendidura entre la o hélice A y parte de la hoja plegada B central. Dentro de esta
hendidura se encuentran tres residuos arométicos (dos Phe y una Tyr), que han sido
implicados en la unién al RNA P en la RNasa P de E. coli (Gopalan er al., 1997). La
proteina P de Synechocystis presenta una secuencia que puede ser plegada de en una
estructura secundaria similar a la determinada para la proteina P de B. subtilis, segin el
algoritmo de prediccién de estructura secundaria de Rost et al., 1993.

La equivalencia funcional entre las proteinas P de E. coli y Synechocystis y el parecido
en los perfiles de hidrofobicidad sugiere que ambas proteinas pueden contener estructuras
similares e interaccionar con la subunidad RNA de forma similar. Sin embargo, los
detalles de la interaccién de la proteina P de Synechocystis con los RNAs P de E. coli y

Synechocystis deben ser diferentes como se sugiere por la diferente sensibilidad a la
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inmunoprecipitacién con anticuerpos contra la proteina P de Synechocystis de la RNasa P
reconstituida con los RNAs P de E. coli o Synechocystis.

En esta tesis se describe la sintesis de nuevos sustratos pre-tRNAs de Synechocystis
que nos permiten el estudio de la actividad RNasa P cianobacteriana en un sistema
completamente homélogo. Los datos indican que el origen de la proteina P afecta a la
eficiencia de maduracién del sustrato. En presencia de la proteina P de E. coli, el pre-
tRNA"™ de E. coli se madura mejor que en presencia de la proteina P de Synechocystis,
mientras que en presencia de la proteina P de Synechocystis, el sustrato pre-tRNA®" de
Synechocystis se madura mejor (figura 37). Este efecto diferencial de la proteina P en la
tasa de maduracién de diferentes sustratos habia sido sugerido por experimentos in vitro
(Guerrier-Takada et al., 1983) e in vivo en E. coli (Kirsebom et al., 1988). Estudios
recientes realizados en B. subtilis indican que la proteina P ayuda al reconocimiento de la
secuencia 5’ de los pre-tRNAs por parte de la RNasa P (Crary et al., 1998 y Kurz ez al.,
1988).

Debido a que posefamos los dos componentes de la RNasa P de Synechocystis
decidimos caracterizar la actividad RNasa P de este organismo. Mediante ensayos in vitro
con las dos subunidades purificadas y utilizando como sustrato pre-tRNA®" de
Synechocystis hemos podido determinar las condiciones 6ptimas para la actividad del
RNA P so6lo y de la holoenzima. La holoenzima presenta diferencias en cuanto a la
concentraciones 6ptimas de KCl y MgCl, con las encontradas en otras eubacterias. Sin
embargo, el andlisis de la actividad RNasa P del cianelo de Cyanophora paradoxa mostré
una inhibicién similar por KCl a la encontrada en la RNasa P de Synechocystis.

La RNasa P debe ser capaz de reconocer las caracteristicas comunes a todos los tipos
de pre-tRNAs. Los estudios realizados hasta el momento indican que la estructura
terciaria del tRNA maduro contiene los determinantes para el reconocimiento por la
RNasa P. Estudios con sustratos mds pequefios han demostrado que una mini-hélice
consistente en los brazos T y aceptor (incluyendo la secuencia 5’) es madurada por la
RNasa P, con un incremento en la K, de 100 veces (McClain et al., 1987; Schlegl et al.,
1994 y Hardt et al., 1993) respecto del sustrato normal.

En el RNA P de Synechocystis existe una secuencia 5’GGU3’ dentro del lazo de unién

J15 y 16, pero este lazo es mayor que lo encontrado habitualmente en bacterias (Vioque,
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1997). En la mayoria de los RNAs P de cianobacterias analizados hasta el momento no se
encuentra esta secuencia 5’-GGU-3’, localizandose incluso una hélice que interrumpe
esta secuencia en los RNAs P de Pseudanabaena y Oscillatoria (ver arriba). Este hecho y
la ausencia de la secuencia CCA-3’ en los genes que codifican los pre-tRNAs en
cianobacterias (el CCA-3’ se aflade posttranscripcionalmente), nos llevé a estudiar con
detalle el papel del CCA-3’ en los sustratos sobre la actividad RNasa P de la holoenzima
o del RNA P.

Los resultados obtenidos en condiciones de recambio simple (condiciones en las que
no hay que considerar la liberacién del producto) con los RNAs P de varias
cianobacterias (Synechocystis, Pseudanabaena y Anabaena), en comparacién con el RNA
P de E. coli como control, muestran que no existe una maduracién de pre-tRNA“"+CCA
mas ripida que de pre-tRNA®"-CCA, como ocurre en E. coli, apreciandose incluso una
preferencia por los sustratos sin CCA-3’.

Esto mismo se comprobé con otro sustrato procedente de Synechocystis, pre-tRNA®",
obteniéndose el mismo resultado. La inclusién de la proteina P en el ensayo no varié el
comportamiento de la enzima. Ensayos RNasa P realizados con extractos crudos de
Synechocystis mostraron el mismo comportamiento en cuanto a la maduracién de pre-
tRNA®"+CCA (no mostrado) lo que indica que la preferencia observada no es un artefacto
de la holoenzima reconstituida in vitro a partir de subunidades recombinantes.

Para comprobar si la secuencia 5’-GGU-3’ en el lazo J15/16 de Synechocystis tenia
algtin papel en la interaccién con el sustrato decidimos generar un mutante que cambiara
esa secuencia por 5’-CCA-3’ (figura 32). Existen mutantes en el RNA P de E. coli en la
secuencia 5°-GGU-3’, con un efecto claro en el reconocimiento del sustrato. El cambio
5’-G292G293U294-3 por 5°-G292C293A294-3° provoca un incremento en la Ky, del
RNA P mutante en el reconocimiento de pre-tRNA™" de aproximadamente 200 veces
(Kirsebom y Svird, 1994). Cambios que implicaban la G292 (delecién de los nucledtidos
291 y 292) también afectaban severamente a la K, del RNA P (Kirsebom y Altman,
1989). Sobre algunos sustratos, estos cambios poseen también un efecto sobre el punto de
corte de la RNasa P (Kirsebom y Svird, 1993 y Kirsebom y Svird, 1994).

La mutacién produjo diferencias en el reconocimiento de sustratos con o sin CCA-3’.

Sin embargo la actividad encontrada era menor que la del RNA P silvestre
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(aproximadamente la mitad). Esto puede ser debido a un efecto en la estructura del RNA
P por la mutacién, debido a que esta secuencia se encuentra cerca del centro activo de la
enzima en los dos modelos tridimensionales generados hasta el momento (Chen et al,
1998 y Massire et al., 1998). Ademads en la reconstitucién de la holoenzima era necesario
afiadir 10 veces mas de la proteina P con el RNA P mutante (PJ15/16) que con el RNA P
silvestre para obtener las actividades alcanzadas con los RNAs P solos. Esto puede
reflejar un defecto estructural en el RNA PJ15/16 que impide el reconocimiento eficiente
de la proteina P.

El andlisis de los pardmetros cinéticos de los RNAs P de E. coli, Synechocystis y
Synechocystis J15/16 en condiciones de recambio miltiple mostré una afinidad mayor de
los RNAs P cianobacterianos por pre-tRNA®"-CCA, al contrario de lo que sucedia con el
RNA P de E. coli. Sin embargo, la k../Ky, fue similar para los dos sustratos, aunque algo
menor para pre-tRNA®"+CCA. En E. coli es a la inversa. Debido a que la estructura del
sustrato y el producto es similar y a que el 5’ no parece afectar al reconocimiento del
sustrato por la enzima, la lenta liberacién del producto limita la velocidad global de la
reaccién y provoca una disminucién en la k.,/K, en los casos donde la K, es menor.

La interaccién entre RNAs enzima y sustrato se ha estudiado de diferentes maneras,
una de ellas es la técnica de retardo en gel, mediante la cual se han medido las k4 de los
RNAs P de E. coli y T. termophilus por sustratos con y sin CCA en el extremo 3’. los
resultados obtenidos son los esperados, estos RNAs P presentan una afinidad mayor por
un sustrato con CCA-3’ que sin CCA-3’, siendo casi indetectable por este método la
interaccién con el sustrato sin CCA-3’ (Hardt ef al., 1995).

El RNA P de Synechocystis no retardé en nuestros experimentos ninguno de los
sustratos utilizados (figura 36), mientras que nuestro control, el RNA P de E. coli se
comportd como se ha descrito previamente, retardando sélo los sustratos con la secuencia
CCA-3’. Estos datos, en conjunto con los datos cinéticos obtenidos previamente, indican
que la afinidad del RNA P de Synechocystis por sustratos con o sin CCA-3" es menor que
la de los RNAs P de E. coli o de T. termophilus por un sustrato con CCA-3’.

Este problema de deteccién de la interaccién nos llevé a desarrollar una técnica nueva,
que permitiera el andlisis de la interaccion del RNA P de Synechocystis con pre-

tRNAG“‘iCCA. Mediante la técnica de interaccién en filtro, basada en la técnica de
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Northwestern descrita previamente (Sdgesser et al., 1997), pudimos ver interaccién entre
un RNA fijado a una membrana y un RNA marcado radioactivamente. Asi, se ha podido
comprobar que el RNA P de Synechocystis posee mayor afinidad por el pre-tRNA que
carece de la secuencia CCA-3’. El mutante J15/16 del RNA P de Synechocystis posee un
comportamiento parecido al silvestre en cuanto a la afinidad por los sustratos, por lo que
podemos afirmar que la secuencia 5’-GGU-3’ contenida en el lazo J15/16 del RNA P de
Synechocystis no tiene un papel relevante en el reconocimiento de la secuencia CCA-3’
de los pre-tRNAs.

Recientemente se han publicado estudios sobre los RNAs P de dos cianobacterias,
Prochloroccus marinus (Hess et al., 1998) y Prochlorothrix hollandica (Fingerhut y
Schoén, 1998), presentando este ultimo la secuencia 5’-GGU-3’ precedida de una hélice
similar a las encontradas en Pseudanabaena y Oscillatoria. En ambos casos se ha
descrito una ligera preferencia por sustratos con CCA-3’, en contradiccién con nuestros
datos. Esto puede ser debido a que el sustrato utilizado en estos experimentos fue pre-
tRNA®" de cloroplastos de cebada y no un sustrato procedente del mismo organismo.
Ademads este pre-tRNA presenta caracteristicas diferentes al consenso de los pre-tRNAs
en el brazo T. No se puede excluir que P. hollandica y P. marinus sean excepciones a
nuestra observacion.

El cianelo de C. paradoxa es un plastido con una serie de propiedades peculiares, como
por ejemplo estar rodeado de una pared de peptidoglicano, por lo que se considera un
superviviente de una etapa temprana de la evolucién de los plastidios desde
cianobacterias endosimbidticas. El cianelo se considera una rama evolutiva de los
plastidios con una divergencia muy temprana, habiendo perdido casi el 90 % de su
informacién genética, pero reteniendo la pared tipo procariota.

El RNA P del cianelo de C. paradoxa ha sido identificado por homologia a los RNAs P
bacterianos (Schevelev ez al., 1995) en la secuencia completa de su genomio (Stirewalt et
al., 1995). Posteriormente, este RNA ha sido copurificado con la actividad RNasa P del
cianelo (Baum y Schon, 1996), demostrandose su pertenencia a la RNasa P.

El RNA P del cianelo no posee actividad catalitica en las condiciones probadas, sin
embargo la RNasa P del cianelo es sensible a tratamiento con nucleasa micrococal (Baum

y Schon, 1996), lo que indica que la actividad necesita el RNA. La estructura del RNA P
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del cianelo es similar a la del RNA P consenso bacteriano, pero posee algunas diferencias
que en algunos casos pueden ser explicadas por el alto contenido en AT del genomio del
cianelo (Herdman y Stanier, 1977). Otra caracteristica estructural destacable es la
ausencia de interacciones terciarias, como la descrita entre la hélice P8 y el lazo L14
(Brown et al., 1996) (figura 43).

Nuestros resultados indican que la estructura del RNA P del cianelo es similar al RNA
P cianobacteriano, debido a que hemos reconstituido la actividad RNasa P con el RNA P
del cianelo y la proteina P de Synechocystis. La reconstitucién, sin embargo presenta
rasgos interesantes, por un lado no hemos conseguido reconstituir la actividad con la
proteina P de E. coli, en todas las condiciones probadas, a pesar de que las proteinas P de
E. coli y Synechocystis son intercambiables con los RNAs P de estos mismos organismos
en diferentes condiciones de ensayo (esta Tesis). Ademds la reconstitucién solo fue
funcional en las condiciones dptimas de ensayo de la RNasa P cianobacteriana (esta
Tesis) no en las descritas para la RNasa P de E. coli. Todo esto en conjunto indica que la
RNasa P cianobacteriana posee caracteristicas estructurales diferentes a la de E. coli, o
que al menos, la proteina P de Synechocystis posee rasgos diferenciales con respecto a la
proteina P de E. coli.

A pesar de lograr una reconstitucién funcional, no parece claro que el componente
proteico de la RNasa P del cianelo de C. paradoxa sea similar a la proteina P de
Synechocystis. Por un lado anticuerpos generados contra la proteina P de Synechocystis
no reconocen una banda especifica en extractos crudos del cianelo de C. paradoxa (no
mostrado). Por otro lado, la localizacién de una banda especifica mediante la técnica de
North-Western, usando como sonda el RNA P del cianelo marcado radioactivamente,
sefialé una banda de peso molecular 35-45 kDa, mayor al de las proteinas P bacterianas
(14 kDa aproximadamente).

En un intento de reconstituir la actividad RNasa P del RNA P del cianelo en ausencia
de proteinas, realizamos una mutagénesis que reconstituye tedricamente la interaccién
terciaria P14-L18 descrita para los RNAs P bacterianos y ausente en el RNA P del
cianelo. El resultado fue negativo en todas las condiciones probadas, e incluso, la

reconstitucion con la proteina P de Synechocystis fue no activa.
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. CONCLUSIONES

Se ha clonado y caracterizado el gen rnpB de la cianobacteria Pseudanabaena sp.
PCC 6903.

Se ha clonado el gen rnpA de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803, expresado
la proteina codificada por este gen en E. coli y purificado la proteina P desde este

organismo. Se han obtenido anticuerpos funcionales contra la proteina P purificada.

Se ha caracterizado la actividad RNasa P de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC
6803, obteniéndose las condiciones 6ptimas para la actividad del RNA P en ausencia

de proteinas y para la holoenzima completa.

La secuencia CCA-3’ del extremo de los pre-tRNAs no es requerida para el
reconocimiento del sustrato por la RNasa P de Synechocystis, siendo levemente

perjudicial.

El RNA P de Synechocystis posee mayor afinidad por sustratos que carecen de la
secuencia CCA en su extremo 3’. La secuencia 5’-GGU-3’ del lazo J15/16 del RNA
P de Synechocystis no es funcionalmente homdéloga a la secuencia 5’-GGU-3" del

mismo lazo en el RNA P de E. coli.

Se ha reconstituido una holoenzima funcional con el RNA P del cianelo de
Cyanophora paradoxa y la proteina de Synechocystis. Esta es la primera
demostracién de reconstitucién funcional de la actividad RNasa P a partir de

subunidades de una bacteria y un organulo eucariota.
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7. APENDICES

7.1. APENDICE 1. ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DE
UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO
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7.2. APENDICE 2. ESTRUCTURA SECUNDARIAS DE LOS SUSTRATOS DE LA
RNasa P UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO
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>CI|>>O
crCcco

:\ C
G G A
U-A RNasaP |C
C-G C
U-A ¥ A
pPPG-CUGCCUA'G-U
C-G
C-G
C-G
C-G
C-G
A-U uAa
UucccCcu
AGAU u Pt G
G cu AGGGA & ¢
G 1 Ca u
c AC G

pre-tRNA®" de Synechocystis (esta Tesis).
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Alberto Pascual

AGGCCAGUAAAAAGCAUUACCCCG-

RNasa P

QQQQCQ§C
I |
OO0O0OPOOPOO>»PCOP

—ccuuccY A
GA u 1111y G
cPA, u GAAGG C
G ccc Cy,, U
. 44l Cag
Cah A CG/’/C
C-G
A_U
G_-¢C
A_U
c A
U
C AA

pre-tRNA™"Su3+ de E. coli (Vioque ef al., 1988).

143



Apéndices

pppG G-CGCUCUCAAU—-ACCC

U-A
U-A
G-C

RNasa P WG ~C

G-—-C
G-C
G—-C
G—C
C—-G
U «G

G U
uyc

-G
-A

RNA pre-4.58 de E. coli (Peck-Miller y Altman, 1990).
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