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RESUMEN

Las proteinas denominadas de siress, tienen la funcién de ayudar a que los polipéptidos en las
lcélulos adquieran o recuperen su conformacién tridimensional nativa. Dentro de estas, ias Hspé0s
/ Cpné0 (chaperoninas), se caracterizan por formar grandes ofigomeros de 14 subunidades las
cuales forman estructuras cilindricas con una cavidad interior donde se ha propuesto que se
lleva a cabo el plegamiento de los polipéptidos substratos. Si bien estas chaperonas moleculares
pueden sobrexpresarse en respuesta a factores ambientales o biolégicos. nomalimente forman
parte del repertorio constitutivo de proteinas celulares. Ademds, durante procesos normales de
diferenciacién celular, las Hspé0s también pueden aumentar su concentracién infracelular,
particularmente cuando concomitantemente con los procesos de desarrollo, existe una elevada
tasa de sintesis de proteinas. ‘
Durante la interaccion simbidtica de las bacterias del genero Rhizobium ¢on las raices de las
leguminosas, ocuren procesos de diferenciacién y morfogénesis, que culminan con la formacién
de estructuras denominadas ndédulos. Eventualmente, la bacteria penetra al interior de fos células
de la raiz diferencidndose en los llamados bactercides. Este proceso requiere que tanto la
bacteriac como la planta expresen genes especificos., Los genes que expresa la planta son
denominados nodulings. La culminacién de esta interaccién llega en el momento en que se
inicia la fijacién del nitrégeno.
Ha sido demostradoe que en diferentes eventos de endosimbiosis, los chaperoninas juegan un
papel importante. Por ejemplo, cuando Saimonelia infecta macrdfagos se sobreexpresa su Hsp60.
Una bacteria no identificada que forma una endosimbicsis con Amoeba, manifiesta sefidles de
stress y particularmente mantiene un alto nivel de expresidén de Hspé0. Uno de los casos mas
dramaticos es el de las bacterias endosimbiontes del genero Buchnera, que se localizan en
células especializadas de insectos dfidos. Estas bacterias prdacticamente solo sintetizan una
proteina: la simbioninag, la cual es un homdlogo de Hspé0.
Denfro del género Rhizobia, también existen reportes similares. Cuando Bradyrhizobium
japonicum, establece la interaccidn simbidtica, esta bacteria sobrexpresa sus Hspéls. Ademds,
en Bradyrhizobium su Hspé0 estd codificada por una pequefia familia multigénica, Uno de los
miembros de esta familia presenta un patrén de regulacién dependiente de la activacién de la
fijacidén del nitrdgenc. Por su lado, uno de los genes de Hspé0 en Rhizobium meliloti, esta
involucrado en la capacidad funcional del activador transcripcional NodD. Dicho de oiro modo,

existe bastante evidencia que relaciona a las chaperoninas bacterianas con eventos




endosimbidticos dentro de células eucariontes, tante animales como vegetales. Sin embargo, no
existen reportes desde el punto de vista del citoplasma huésped.

Asi, nos hemos preguntado, si durante la morfogénesis del nédulo y la infeccién bacteriana, la
planta también requiere de estas chaperonas moleculares.

Usando una sonda homéloga de cpné0-8. de Arabidopsis thaliana, se efectud un tamizado de
una fibreria de cDNA de hoja de Phaseolus vulgaris, de la cual se aislaron varias clonas
homodlogas de esta chaperonina. Una de éstas, fue ufilizada a su vez como sonda para tamizar
ahora una libreria de cDNA de nédulos de esta misma planta. Nuevamente, se aislaron varias
clonas. Se escogi® la de mayor tamaino para secuenciarla, establecliéndose que comesponde
la cpné(-p. Por la similitud con diferentes secuencias de planta v de otras especies, el cDNA
aislado comresponde a la chaperonina que se localiza en el plastido de la célula vegetal. De
manera inesperada al efectuar los alineamientos, se observd que la secuencia de las clonas
disladas de hoja y de nédulo son idénticas. Asimismo, el palrén de restriccidén e hibridaciones de
tipo Southem utilizando la regién 3" no fraducida de la clona de nédulo (regién gen especifica),
indican que todas las cionas disladas son idénticas. Para ampliar este resultado, se efectuaron
Southemns gendmicos, los cuales son compatibles con la hipdtesis de que en el frijol esta proteina
estd codificada por un solo gen. Este resultado contrasta con el reporte de que en Arabidopsis
thaliana esta cpnb0-p, estd codificada por una familia multigénica de al menos cuatro miembros,
Adicionaimente, experimentos de tipo northem, sefialan que este gen se expresa a niveles
basales en la raiz pero se sobrexpresa a medida que avanza la formacién de los nédulos con un
maximo en el dia 12, decreciendo posteriormente. Durante estas etapas se sintetizan varias

proteinas importantes para el metabolismo del nédulo, cuya localizacion es plastidica.



INTRODUCCION

EL STRESS CALORICO (HEAT SHOCK)

Desde que fuera descrito por el genetista napolitano Ferruccio Ritossa en 1942 (Ritossa, 1962), la
respuesta al stress calérico (heat shock} ha fascinado a generaciones de bidlogos (Hightower,
1991). Originalmente se describié como el cambio dramdtico que sufrian los cromosomas
politénicos de las gldndulas salivales de Drosophila busckii cuando éstas eran sometidas a un
aumento de temperatura. Como respuesta a este fratamiento se podian observar en los
cromosomas hotables engrosamientos que se denominaron “puffs”". Eventualmente, se demostré
que estos puffs, eran RNA, lo cual claramente indicaba un incremento en la transcripeion de
estas regiones cromosémicas (Ashbumer & Bonner, 1979). Dicho de otro modo, los puffs
representan genes cuya expresién es inducida por un factor fisico como el calor. Las
posibilidades de estudiar la regulacién de la expresién génica en estos puffs abrieron muchos
caminos a la imaginacion (Llindquist, 19846).

Necesariamente, la franscripcién en los puffs, tendria que estar acompahada de la fraduccion
de los mRNA’s producidos. Asi, en 1973 Alfred Tissieres y Herschel K. Mitchell demostraron, que
como resultado del siress, ademds de los puffs, se producian selectivamente solo ciertos
polipéptidos suspendiéndose la sintesis de la mayor parte de los polipéptidos celulares (Tissiéres,
el al., 1974). Estas proteinas se presentan en una amplia gama de pesos moleculares y fueron
“denominadas como Heat Shock Proteins (Hsps); (proteinas de choque témico). Actuaimente han
sido clasificadas como de allo peso molecular (HMW-Hsps). (alrededor de los 100-90 kDay); Hsp70s
(alrededor de 70 kDa); HspéOs (alrededor de 60 kDa) y de bgjo peso molecular {(LMW-Hsps).
{alrededor de 15-30 kDa) (lindquist & Cralg, 1988). Esta respuesta ai stress caldrico no es exclusiva
de Drosophila, sino es universal. Ha sido observada en.todos los organismos en los que ha sido
buscada, de eubacterias a arqueckacterias y del ratén ai frijol. Se presenta en practicamente
todos los tejidos y‘ todos los fipos celulares de organismos pluricelulares, asi como en explantes de
tejidos y en células en cultivo {Lindquist, 1986). Sin embargoe, vale la pena sefialar dos aspectos.
Primero, dependiendo del organismo, las Hsps que especificamente se inducen pueden variar
(lindquist 1981). Segundo. las Hsps son inducidas a temperaturas muy diferentes dependiendo del
organismo, pero siempre la temperatura de induccién refleja las condiciones normales a ias que
vive el organismo (Huey & Benneft 1990). Por ejemplo, Escherichia coli induce sus Hsps al pasar de
37 °C a 50 °C; la levadura al pasar de 25 °C a 39 °C: Drosophila al pasar de 25°C a 36.5°C y en
general las plantas adoptadas a temperaturas ambientales incluyendo cultivares de soya,

chicharo, maiz y trigo comienzan a sintetizar Hsps cuando la femperatura excede 32-33 °C. Por su



lado, las bacterios hipertermofilicas inducen sus Hsps cuando pasan de 95 °C a 105 °C y los peces
articos cuando pasan de 0 °C a 5-10 °C (Parsell & Lindquist 1993). Dicho de ofro modo, los
organismos inducen sus Hsps cuando la temperatura se incrementa ariba de lo que es
considerado normal para ese organismo particular, de manera que no existe un umbral universal
de temperotura. Por ejemplo en vertebrados el desamollo de hipertermia, fiebre v la induccidn de
la sinfesis de Hsps, dependerd de si el organismo controla su temperatura o de si depende del
medic ambiente para regularda (Kluger 1990). Ofro aspecto importante, es que estas proteinas se
sobrexpresan por efecto del stress; lo cual significa que normalmente existe un nivel basal de
éstas, Dicho de ofro modo. forman parte del repertorio cotidiano de genes que se expresan de

manera constitutiva (house-keepping genes) (Ang et al., 1991),

TABLA 1.

ALGUNAS CONDICIONES QUE INDUCEN LA EXPRESION DE PROTEINAS DE STRESS (Welch, 1993)

FACTORES AMBIENTALES

o STRESS POR CALOR

e INHIBIDORES DEL METABOLISMO ENERGETICO
s METALES PESADOS DE TRANSICION
e  ANALOGOS DE AMINOQACIDOS

o AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS
ENFERMEDADES

o INFECCIONES VIRALES

e FIEBRE

e INFLAMACION

* ISQUEMIA

* HIPERTROFIA

o DANO OXIDATIVO

* MALIGNIDAD

FACTORES CELULARES NORMALES

¢ CICLOS DE DIVISION CELULAR
» FACTORES DE CRECIMIENTO
DESARROLLO Y DIFERENCIACION

Sin embargo. durante algin tiempo, la funcién especifica de estas proteinas fue un misterio. No
fue sinc hasta que se demosiré que estas Hsps se inducian por otfros factores, tanto bidticos como
fisicos, ademas del calor, que se comenzé a esbozar cual podria ser el papel de estas proteinas

(Welch, 1993}. Hoy sabemos que adermnds del calor, en diferentes organismos, la repuesta de siress
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puede ser disparada posteriormente a la anoxia (hipoxia) . 2.4 dinifrofenol, azida de sodio,
arsenito de sodio, etanol, peréxido de hidrégeno, intoxicacidn por metales pesados de fransicion
(cadmio, zinc, mercurio). andlogos de aminodcidos, neoplasia. fiebre, infecciones virales e
inclusive por salicilatos y prostagiandinas (Hightower, 1991; Lindquist, 1984). En lo Tabla 1, se listan
de manera genérica algunos de estos factores y ademds se destaca que [a sintesis de proteinas
de stress puede ser disparada por fenémenos de diferenciacion celular |, morfogénesjs y

desarrollo (Bond & Schlesinger, 1987).

En 1980, Lawrence E. Hightower noté que lo que tienen en comun algunos de los factores (listados
en la fabla 1). es que en potencia, son factores que podran actuar como agentes
desnaturaiizantes de proteinas (Hightower, 1980). Con una anficipacion visionaria, Hightower en
consecuencia propuso que la acumulacion de proteinas anormales o desnaturalizadas en una
célula seria el gatillo que dispararia la repuesta de stress. Algunos afos después, esta propuesta
de Hightower comenzd a ser confimada cuando se demostrd que la inyeccidén de proteinas
desnaturalizadas en células procariontes o eucariontes, efectivamente activaban a los genes de
heat-shock (Goff, & Goldberg, 1985; Ananthan, ef al., 1986). Por esas fechas Hugh R. B. Pelham de
manera independiente, llegd a conclusiones similores o las de Hightower, proponiendo en
particular que la Hsp70. la Hsp90 vy las Grps (Glucose-regulated proteins) podrian de alguna
manerq, reconocer proteinas infracelulares desncibrciizcdcs y reconvertidas a su estructura
bioldgica comecta (Pelham, 1988). Mas recientemente, se ha sugerido que no es la
desnaturalizacion per se lo que dispara la respuesta de stress, ya que no todas la proteinas
desnaturalizadas inyectadas la estimulan. Mas bien, se ha propuesto que es la posibilidad de
formar agregados lo que distingue a las proteinas desnaturalizadas que inducen fa respuesta y se
ha demostrado que la formacién de grandes agregados se cormrelaciona con la magnitud de la
respuesta {Miffiin & Cohen 1994). En este sentido. desde luego el calor ha sido uno de los factores
mas ulilizados para estudiar la desnaturalizacion y la renaturalizacion de proteinas. Asimismo, los
procesos de diferenciacion, habitualmente van acompafiados por un incremento en la sintesis
de nuevos polipéptidos, algunos de los cuales son sintetizados de manera masiva. Asi entonces,
se propuso que la funcion de las Hsps seria, por un lado ayudar a que si por alguna razén, los
polipéptidos celulares perdieran su conformacién nativa, estas Hsps participarian ayudando a
que ofras proteinas recuperen su conformacion tridimensional funcional, protegiendo asi las
funciones celulares. Por ofro lado, en etapas durante las cuales se incrementa la tasa de sintesis
de proteinas, las Hsps estarian presentes ayudando a que las proteinas recién sintetizadas
cdquieron_ su conformacién nativa correcta. Adicionalmente, hay ocasiones en las que algunos

polipéptidos deben de alravesar membranas de uno a ofro lado. Desde luego en este caso, el

s .



polipéptido al cruzar ia membrana pierde su conformacion nativa y debe recuperaria al llegar a

su destino (Viering, 1991).
SECUENCIA, ESTRUCTURA Y FUNCION DE PROTEINAS

Justificadamente, se puede decir que el plegamiento de una proteina es un evento de
importancia central en biologio (Ellis, 1994a; Maddox, 1994q). De hecho, la adquisicién de la
estructura fridimensional de una proteina, es una importante exiensién implicita en el Dogma
Central de la Biologia Molecular (Crick, 1958; s, 1994a). Formulada en su forma mas simple, la
traduccién de la secuencia de nucledtidos del gen, en la secuencia linear de residuos de
aminodcidos en la cadena polipeptidica, aporta la informacién necesaria para que al adoptar
su estructura fridimensional, el polipéptido adquiera su funcién bioldgica. El problema del
plegamiento de un polipépfido fue reconocido hace mas de medio siglo por Anson y Mirsky
quienes un 1925 observaron que la desnaturalizacién es un proceso reversible (Rose & Wolfenden,
1993). Posteriormente, en 1936, Mirsky y Linus Pauling hipotetizaron que las proteinas nativas tenian
una estructura caracteristica. la cual se pierde con la desnaturalizacién (Mirsky & Pavling, 19346).
Estas ideas cuiminaron finalmente con la demostracidon experimental de este paradigma central
de la biologia molecular por Christian Anfinsen en la década de los sesenta {Anfinsen, 1973). En
sus experimentos cldsicos, Anfinsen purificaba una proteina, la sometia a algin agente
desnaturalizante (con lo cual la proteina perdia su funcién). después removia el agente
desnaturalizanie y si ponia a la proteina en condiciones favorables de temperotura, pH vy fuerza
idnica, después de un tiempo, la proteina recuperaba su funcién, indicando desde luego que
habia reodquirido su conformacién tridimensional nativa de manera espontanea. A partir de esos
experimentos, decimos entonces, que la esfructura tridimensional nativa funcional de una |
proteina es aquella que adopta en condiciones estandar de temperatura, pH y fuerza idnica, v
que, en la secuencia de residuos de aminodcidos de esta proteina existe la informacién
bioldégica para que este plegamiento se logre (Rose & Wolfelden, 1993). Sin embargo, aun desde
las épocas de Anfinsen, habia algunos problemas. Por ejemplo: estos experimentos en general
funcionaban con polipéptidos pequefos - de alrededor de 100-150 residuos de aminodcidos
como la ribonucieasa, las globinas o la insulina- {Wang & Tsou, 1991). Cuando se trataba de
repetir estos experimentos con polipéptidos mayores, como la albimina o la ovoalbumina {mas
de 600 residuos de aminod@cidos). ésta nunca recuperaba ni su estructura, ni su funcion, sufriendo
lo que se denomind una desnaturalizacién ireversible [(Pace, 1990). Dicho de ofro modo, la
coagulacién de [o ovoalbumina, es ung desnaturalizacién irmeversible. Estos resultados

- planteaban un problema. ya que si se estaba proponiendo un paradigma, este debaeria de ser



de aplicacién universal y no limitado a algunos polipéptidos. Seria como proponer que una
proteina deberia tener un "estado de gracia®” para que la renaturdlizacién ocuriera. La solucién
a esta aparente paradoja, estd desde luego en la forma como un polipéptido es nomalmente
sintetizado en los ribosomas.

£n la estructura fridimensional de una proteing, se dan contactos e interacciones de regiones que
en la estructura primaria estén alejadas, (a veces mds y a veces menos). Estas son interacciones
esterecespecificas no covalentes que pueden ser idnicas, puentes de hidrégeno, interacciones
de van der Waals y desde luego interacciones hidrofébicas (Rose & Wolfenden, 1993). Estas desde
luego. se dan entre aminodcidos particulares, los cuales se pueden encontrar en otras regiones
del polipéptido. de tal manera, que en realidad existen un gran numero de interacciones posibles
entre los diferentes aminodcidos, y estas posibles asociaciones aumentan con el peso molecutar
del polipéptido. El 'blegcmienio de un polipéptido puede ser representade de manera
esquemdtica como una serie de estados intermediarios que la proteina va adoptando como si
fuera entrando en un tonel rugoso (Wolynes, ef al., 1995). Antfes de plegarse comrectamente, un
polipéptido puede adoptar un gran nUmero de estados intermedios, algunos de los cuales
pueden actuar como trampas de arena disminuyendo la velocidad vy las probabilidades de
llegar a la conformacién tridimensional cotrecta. Asi, cuando se trabgja con un polipéptido no
muy grande, las interacciones incorrectas pueden modificarse en un lapso razonable de tiempo,
hasta llegar a las interacciones gue definen el estado de menor energia, que es lo gue llamamos
la conformacién nativa. George Lorimer, acostumbra referie a estas interacciones, como
posibilidades termodindmicas alternativas de plegamiento gue puede adquirr un polipéptido en
determinadas condiciones y destaca que algunas de estas conformaciones pueden ser dificiles
de rescatar hasta llegar a la conformacion de menor energia {Lorimer, 1998a). Al aumentar la
longitud de la cadena polipeptidica eniohceé, el nUmero de conformaciones incorrectas es tan
grande que para fines practicos se llega a la desnaturalizacion ireversible, Nuevamente. sCémo
entonces los polipéptidos de clfo peso molecular adquieren en la célula su conformacion
fridimensional correcta?

La respuesta consiste en que las proteinas, grandes o pequenas, van adquiriendo su
conformacién tridimensional al ir siendo sintetizadas en los ribosomas. De esta manera, las
diferentes interacciones enire los aminodcidos se reducen, ya que por ejlemplo, un dominio en la
regién amino terminal, quedard plegado aun antes de que los aminodcidos comespondientes a
la regién carboxilo terminal sean incorporados en la cadena (Gething & Sambrook, 1992} . El
mismo tipo de argumento se podria aplicar a una proteina que va a cruzar de un compartimento
celular a ofro {Hendrick & Harll, 1993} . De igual manerq, en este caso la cadena polipeptidica. af

ir atravesando la membrana se va plegando paulatinamente.,



De cualquier manera, es curioso, que en téminos generales, tanto en sistemas procariontes como
eucariontes, el peso molecular de los polipéptidos individuales, se mantenga en lo que
considerariamos un intervalo de bajo peso molecular. Por ejemplo los proyectos de
secuenciacién de los genomas de Eschén'chid coli, Haemophilus influenzae, Mycoplasma
genitalium, Saccharomyces cerevisioe, Caenorhabditis elegans, Mus musculus, Arabidopsis
thaliana y Homo sapiens, muestran que el tamafo promedio de los comespondientes
polipépfidos se ubica alrededor de los 30 kDa. i.e. alrededor de 300 residuos de aminodcidos
{Koonin, et al.,1996; Fdedrich, 1996). Desde iluego que en estos sistemas se encuentran
polipépfidos de mayor tamaio, algunos incluso de mucho mas de 1,000 residuos de
aminodcidos. pero la tendencia general es que si una célula va a usar una proteina de gran
tamario, lo usual es que se integre por el ensamble de varios polipéptidos, iguales o diferentes de
menor tamafo. En este respecto, es notable que en E. coli, la distribucién mayoritaria de tamahos
de sus polipéptidos sea timodal con mdaximos en los 15, 30 y 45 de. Tal vez estos resultados
indican que e! casete esfructurakinformacional minimo, comresponde a alrededor de 150 residuos
de aminodcidos [Savageau, 1984). Tal vez este seria el tamafo “ideal” para lograr el menor
nomero de problemas durante el plegamiento de las cadenas polipeptidicas. Es notable, que al
observar el plegamiento tridimensional de polipéptidos de "alto peso molecular”, estos se
plieguen en dominios y subdominios estructurales que inclusive pueden tener independencia
funcional (por ejemplo, vide infra el caso particular de la estructura tridimensional de GroEL, una
Hsp#40).

Una hipdtesis relevante en este senfido fiene que ver con la seleccién evolutiva de los
polipéptidos utilizados por los sistemas biclégicos desde su origen hasta el presente [un pericdo
aproximado de 3.5 x 10 * afos). Si consideramos 300 residuos de aminodcldos como el tamafo
promedio de los polipéptidos actuales y si asumimos que estas 300 posiciones van a ser ocupadas
por los 20 amino@cidos habituales en cualquier orden posible, tendriamos que el nUmero total de
secuencias diferentes de aminodcidos seria 20 30 o sea 2.03 x 10 3, que desde luego es un
nUmero muy grande. Este niUmero ha sido frecuentemente discutido en la literatura, para
ejempilificar la enome potencialidad informacional de los sistemas genéticos. Sin embargo, ofro
enfoque podria consistir en preguntamos cuantas de todas esas secuencias podrian tener un
significado biolégico. Esto es, para que una secuencia tenga un valor de seleccién debe de ser
capaz de tener un papel funcional o estructural que sea objelo de seleccién notural.
inmediatamente, nos podemos imaginar una serie de secuencias que no tendrian esta
capacidad, Por ejemplo 300 veces leucina, no pareceria tener mucho afractivo: 300 veces
aspdrtico-glutédmico tampoco. sDdnde comenzarian las secuencias que pudieran tener un papel

bioclégico? La respuesta la podemos obtener de los propios sistemas bioldégicos. Un procarionte

'8



tipico como E. coll fiene alrededor de 5,000 genes. Un eucarionte tipico como H. sapliens, tiene

alrededor de 80.000. Suponemos que hay variaciones en el numero de genes tanto en

procariontes como en eucationtes y desde luego, estos dos organismos son tipicos desde nuestro

punto de vista. Asi, podriamos decir que en procariontes el némere de genes promedio podria ser
de 2,500 y en eucarontes de 20,000 (Bird, 1995). La siguiente pregunta es cudntas especies
procariontes y eucariontes existen en la actualidad. Desde Iuego, nadie tiene una respuesta
definitiva. Sin embargo, podemos hacer una aproximacion (May & Nee, 1995). Primero,

tendriamos que suponer que existen mas especies procariontes que eucariontes, digamos 5 a 1.
Segundo, solo de insectos se asume que hay aproximadamente § x 10 ¢ especies. Estos
organismos son los animales mas abundantes y tal vez representan al menos a ia mitad de las
especies animales. Entonces, tendriamos que suponer que debe de haber el doble de especies
animales (May, 1992}. Si asumimos que ol menos debe de existir un nOmero similar de plantas,
finaimente tendriamos 20 x 10 ¢ especies eucarlontes. Si muitiplicamos este nGmero por cinco
obtenemos 100 x 10 ¢ especies de procariontes, para un fotal de 120 x 10 ¢ especies presentes
hoy en dia en este planeta. Si ahora multiplicamos estos valores por el nUmero de genes
promedio que se calculo antes, nos resulta que en eucariontes debe haber:

(20x103)x (20x 10¢) =400 x 10* genes y en procariontes { 2.5x 103 ) x (100x10¢ ) =250x 10"
genes. La suma total seria de 650 x 10 *, que desde luego es un nUmero muy pequefio {por
grande que parezca). Ahora, habria que considerar cuantas especies ha habido desde el origen

de la vida hasta el presente, lo cual desde luege nos lleva a caicular otro nimero imaginario. Sin

embargo, en general se asume que el 99.9 % de las especies estén extintas (Crchton, 1995).
Desde luego nadie sabe si el nUmero de especies prasentes en un momento dado se mantiene
constante. Es probable que no. Pero podemos asumir lo contrario para fines de este cdlculo. De
cualquier manera nadie sabe cual es Ia tasa de extincién de las especies, si bien se ha diche que ‘
cada dia se extingue una especie, y que en generdl el tiempo promedic de permanencia de

una especie en el planeta és de solo 4 milones de afos (Crichton, 1995). Asi. si multiplicamos

cualquiera de estos nomeros para‘caicular el valor total de genes (polipéptidos), tendriamos

a) Considerando 9.9 % de especies extintas (650 x 10 %) x 1, 000 = 6.5 x 10 4, b) Considerando

una especie extinguida por dia, asumiendo desde luego la aparicién de una nueva especie que

substituye a la extinta, de tal manera que la poblacién total se mantiene constante tendriamos:

(nOmero promedio de genes x nUmero de dl;cs totales en toda la historia de la vida en este

planeta) = (5416 x 103 } x (1.2775 x 10 12) = 6.92 x 10 5. ¢) Considerando 4 millones de afos para

que se recambien totalmente las especies del planeta (650 x 107) x {3.5x 109/ 4 x10¢) = (650 x

10?) x (875) = 5.6875 x 10 14, Como se ve, estos valores [(a. b. y ). Ico'lnciden aproximadamente en

el orden de magnitud. Pero aunque asumiéramos que tenemos un emor de sels ordenes de
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magnitud, que es poco probable, e hiciéramos una prediccién de que en toda la vida del
planeta, en los sistemas biolégicos ha habido del orden de T x 10 ® diferentes genes; cuando
contrastamos este valor con 2.03 x 10 3%, que asumimos como el numero total de polipéptidos
de 300 residuos de aminodcidos, vemos que en el mejor de los casos los sistemas bioldgicos
apenas y han utilizado una pequefiisima fraccion (10 -¥0), del supuesto potencial genético.
Podriamos en este momento repetir la pregunta, sque caracteristicas tienen estas secuencias
que las hacen tan especiales, de tal manera que han sido seleccionadas para ser usadas por los
sistemas biolégicos? Nuev_cmenfe, parte de la respuesta la dan los mismos sistemas bioidgicos.

En los cdlculos anteriores, hemos obtenido nimeros totales, haciendo la suposicion de que cada
una de estas secuencias es diferente de las demds. Dicho de otro modo, al fomar una pequefa
muestra (10 ®) del gran conjunto de secuencias posibles (2.03 x 10 3% ), lo probabilidod de que
dos secuencias se parezcan es exiraordinariamente baja (2.03 x 10-¥9), de manera que al
comparar estas secuencias, que éupuestcmenie representarian una muestra al azar, no
deberiamos de encontrar siquiera dos que se parecieran entre si.  Esto en realidad no es tan
cierto. Cuarenta afios de biologia molecular que incluyen dos décadas de secuencia intensiva
de genes a lo largo de la escala filogenética, que de hecho hoy en dia incluye muestras de
organismos (especies) exfintas, nos han mostrado que los sistemas bicldgicos operamos bajo un
fuerte principio de conservacién. .

A nivel de genes y sus polipéplidos codificados, lo que vemos es que evolutivamente son pocos
los genes radicalmente nuevos que aparecen. Si consideramos los genes del repertorio bésico de
esfructura y metabolismo, estos se encuentron desde los mycoplasmas. hasta el hombre (por
tomar dos exiremos), (Fraser, et al., 1995, Adams, ef al., 1995). Desde luego existen genes
especificos de grupos faxondmicos, pere lo mds comun es que encontremos genes equivdlenfes
(homdlogos) a todo lo largo de la escala filogenética. Desde luego, sabemos que ha habido
momentos en la evolucién en que ocuren incrementos notables en el nimero de genes. Los dos
eventos mas notables ocumieron poceo después de la aparicion de los eucariontes y después de
la aparicién de los vertebradoes (Bird, 1995}). Sin embargo, gun en estos casos sabemos que la
evolucidn a nivel molecular fiene mas gque ver con la duplicacién de genes que con el
surgimiento de secuencias totalmente nuevas. _

Se ha dicho gue la mutacién es la materia prima de la evolucién. Sin embargo, ésta no actua
sobre secuencias virgenes, sino sobre secuencias ya probadas de los mismos genes. Cuando un
gen se duplica y la mutacién actia scbre una de las copias. es posible que aparezea un cambio
que pueda modificar levemente la estructura v la funcidn, aunque desde luego el resto de ia
secuencia se mantiene muy parecida. Hablamos entonces de genes pardlogos. Este proceso ha

derivado en la aparicidon en los genomas de lo que se denominan familias mulfigénicas de Ias
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cuales hay muchisimos casos bien evidenciados como el de las globinas (mioglobina y
hemoglobina), en vertebrados. Pero aun en organismos mds sencillos aparecen estas
reiteraciones. Por ejemplo en el nemdatodo Caenorhabditis elegans, que fiene un pequefio
genoma de 100 mega bases {100 millones de pares de bases) y donde se calcula que debe
haber no mas de 13-14 mil genes el niUmere de familias multigénicas es elevado (Hodgkin, et al.,
1995). Aun en el caso de la arquea Methanococcus jannaschii, cuyo genoma de 1.66 mega
bases acaba de ser secuenciado completamente, se han encontrado 100 familias multigénicas
de los cuales la mayor confiene 16 miembros (Bult, et al., 1996) . Este panorama de genes o
secuencias que son ulilizadas y vueltas a ulilizar con pequefias variaciones ha sido
conceptudlizado por Susumu Ohno baje lo que el ha llamado el prevalente princlpio de la
recurencia repetitiva, (Ohno & Ohno, 1986), qué no es ofra cosa mas que puntualizar gue
posiblemente el nimero total de genes [polipéptidos} que se han utilizado en la biosfera en este
planeta durante mas de 3,500 millones de afios, no importa en cuantas especies, es
pavorosamente pequeno, cuando se compara con los nUmeros presentados anteriormente. Es
dificll decir cual es este nUmero. Pero estos resultados nos sugieren entonces que este valor seria
mucho menor que 10 '+ o 10 2, Algunos cdleculos de Wally Gilbert, sugieren que este nOmero
podria ser tan pequefio como 104 o 10 5 {Dotlt, of al., 1990).

Esto nos regresa de nuevo entonces a la pregunta inicial respecto a qué caracteristicas tienen las
secuencias de los polipéptidos que las han hecho tan especiales. Desde luego no lo sabemos. Sin
embargo, hay algunas sugerencias, que por cierto tendrian que ver precisamente con las
potencialidades de plegamiento fridimensional de las proteinas.

Cuando se sintetizan oligopéptidos con secuencias similares, o derivadas de genes reales, estos
oligos en general tienden a adoptar estructuras termodinédmicamente estables y a veces inclusive
con algo de estructura secundaria. Por el contrario, cuando estos oligopéptidos son sintetizados
usando secuencias lo.mas al azar posible, que no tengan similitud con ninguna secuencia real
conocida, estos péptidos presentan una gron inestabilidad termodindmica v desde luego, no
forman ninguna clase de esh‘uc-iuro secundaria (U, et al., 1996; Kardar, .1994). Recientemente
entonces. ha sidoe nuevamente propuesto, que la caracteristica mas bdsica que Hevéla la
seleccidn de los polipéptidos actuales {y por extension de los pasados). es simple y sencillamente,
su capacidad de -plegamiento, que resulta en estructuras compactas termodingmicamente
estables (Sall, ef al., 1994; Baldwin, 1994). Estos postulados desde luego enfatizan él hecho de que
el plegamiento de las proteinas es un evento central enla biclogia.

Ahora bien, regresando a los experimentos de Anfinsen, estos tienen un segundo problema
ademas de la limitacion del tamafio. Este problema, tiene que ver con una complicacién que ha

plagado a la bicquimica desde sus inicios (Ellls, 1998). Para descubrir caracteristicas particulares
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del comportamiento molecular, se acostumbra llevar a caboe la purificacién de los componentes
del sistema y montar lo que llamamos un ensayo in vilro, que erd exactamente lo que hacia
Anfinsen, montar un ensayo para demostrar el replegamiento de las proteinas, bajo condiciones
experimentalmente confroladas. Este es el problema. Las condiciones de tubo de ensayo, estan
notablemente alejadas de lo que ocurre en realidad en el interior de la célula. En particular,
sabemos que en el citoplasma la concentracién de proteina es de alrededor de 5 mM {Hendrick
& Hattl, 1993). Esta es una alfisima concentracién de proteina con la que ningin bioguimico se
atreveria a ensayar. De hecho los experimentos de Anfinsen se llevaban a cabo, con proteinas
purificadas y notoriamente diluidas (en el rango nM o pM a lo mas). Cuando Anfinsen aumentaba
la concentracion de proteina, aunque ésta fuera pequeina, después de desnaturalizar (esto si se
podia), la renaturalizaciéon se hacia imposible ya que se formaban grumos y codgulos (Anfinsen,
1973). Esto se ha interpretado como que al intentar replegarse, en concentraciones elevadas la
proteina, parciaimente plegada puede tener un gran nUmero de contactos e interacciones
incomectas ya no infromoleculares sino intermoleculares con un gran nUmerc de proteinas
vecinas. En este segundo problema, es mdés dificll invocar las caracteristicas de plegamiento
paulatino del polipéptido en el ribosoma. Hasta donde sabemos, durante la fraduccion el
ribosoma, los polipéptidos que estdn siendo sintetizados tienen contactos y estan abiertos con el
medio, donde desde luego ademas del solvente y iones hay gran cantidad de proteinas. En
realidad, durante la sintesis del polipéptido, cuande aun no se ha sinfetizado completamente y
no se ha plegado, habria una gran cantidad de posibilidades de asociaciones equivocadas.

Se llega asi, a la justificacion de la funcidn de las proteinas de Heat Shock como componentes
esenciales del repertoric cotidiano de polipépfidos celulares. Si bien es cierfo que la secuencia
de aminodcidos, posee en potencia la informacién para determinar la estructura nativa de la
proteina, en la céluia el plegamiento de los polipéplidos requiere de la ayuda adicioncl‘ de
proteinas cuyo papel es colaborar a que esta estructura se logre {Hendrck & Harll, 1993). Desde
luego, ademds, estén las circunstancias en las que diversos factores pueden inducir una pérdida
¢ inestabilidad de la conformacion tridimensional. Pero cabe destacar de manera cenfral el
papel cotidiano de las Hsps, las cuales justificadamente entonces son denominodas chaperonas
moleculares (vide infra).

sComo logran desempenar su funcidn las diferentes clases de chaperonas moleculares? Este es
uno de los problemas centrales que aln no han sido resueltos. Ademds., cada clase de Hsps
difiere de ia otra y en redlidad hoy no sabemos cuantas clases en total podria habker. Pero cada
una desempena su papel de manera diferente. Tal vez esta divérsidod de mecanismos y
estrategias para mantener la conformacién nativa de los polipéptidos tiene que ver con lo que

quedd sefalado anteriormente. La conformacidén tidimensional nativa es una de tantas
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conformaciones que puede adquirr la proteina. Ademds, ésta es notablemente sensible a
pequefios cambios de temperatura pH y fuerza iénica. S por alguna razén la proteina altera su

conformacién requiere ayuda pard recuperaria.
PATOLOGIAS MOLECULARES RESULTANTES DE PLEGAMIENTOS ERRONEOS

El Dogma Ceniral de la Biologia Molecular, es en su esencia un postulado de tipo negative que
establece que una vez que la informaciéon ha llegado a la proteina ya no puede salir de ahi
{Crick, 1958). En mas detalle, los flujos de informacién 4cido nucleico-&cido nucleico vy dcido
nucleico-proteina son posibles, mientras que los flujos de informacién proteina-Geido nucleico vy
proteina-proteina son imposibles.

Estos principios fueron enunciados por primera vez por Francis Crick en 1958 y se convirtieron en
una piedra angular de la biclogia molecular desde entonces. Sin embargo, el Dogmc Central,
frecuentemente ha sido mal interpretado en el sentido de DNA hace RNA, RNA, hace proteina. En
1970, con motivo del descubrimiento simultdneo en lds laboratorics de Howard Temin y David
Baltimore, de ia transcriptasa reversq, se dijo .que el Dogma central habia sido violado vy que en
vista del descubrimiento de que el flujo de informacion RNA a DNA era posible, el Dogma se
podria considerar como una sobre-simplificacién. Desde luego, que el Dogma no es viclado por
dicho fiujo de informacion utilizado por los refrovirus ya que cae dentro de los flujos dcido
nucleico-acido nucleico. Sin embargo. en aguel entonces, el descubrimiento de ese fivjo de
informacién mediade por la transcriptasa reversa, motivéd, que Francis Crick, escribiera un nuevo
articulo en Nature donde expuso de manera mds extensa las caracteristicas y postulados del
Dogma (Crck, 1970). En aquel artficulo, como en el primero, Crick establece que el Dogma es un
postulado de fipo negativo. Adicionalmente, en el nuevo articulo, clasifica a los flujos de
informacion posibles en generales {repiicaciéon, franscripcion y fraduccién) vy especiales
{retrofranscripcién, replicacién de RNA vy el flujo no descrito hasta la fecha DNA a proteing).
Desde luego enfatiza que si alguno de los flujos prohibides por el Dogma llegara a descubrirse,
cuestionaria hasta Ia raiz los conceptos derivados de éste. _Es curioso, que en aquel articulo de
1970, Crick mencione como un problema el hecho de que se desconociera ain la naturaleza
fisica del agente infeccioso de Ila enfermedad denominada “scrapie” (que se podria traducir
como “rasquina”). Esta, es una enfermedad neurodegenerativa, que afecta a las ovejas. Tiene
una evolucién muy lenta. (el periodo de incubacién desde la infeccién hasta que aparecen los
sintfomas puede ser de afos}; por lo que se decia que era producida por un virus lento, si bien los
intentos de determinar el tamafo de ia particula infecciosa, indicaban que tenia un peso

molecular menor que el de cualquier ofro virus que hubiera sido descritc (Mestel, 1996). La
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enfermedad es ihcurable y una vez que se manifiestan los sintomas de la enfermedad ésta
progresa con relativa rapidez, causando la muerte del animal en pocos meses. Un problema
asociado, y que es de donde ia enfermedad toma su nombre, es que las ovejas desarroiian una
gran comezén que las impulsa a rascarse compulsivamente. tsta conducta anormail trae como
consecuencia el dano ireparable a los veliones. Desde el punto de vista comercial esto es una
tragedia, ya que los criadores de ovejas para producir lana, saben que cuando aparecen en los
rebanos algunas ovejas infectadas, se tiene que sacrificar al resto, ya que farde o temprano todo
el rebafo va a presentar la enfermedad. Otra caracteristica de esta enfermedad es que se
fransmite principalmente por via oral. tn el caso de las ovejas, cuando éstas estan infectadas y
paren en el campo, los restos de ia placenta quedan dispersos en las hierbas que les sirven como
adlimento, io cual ileva a que la infeccion se propague (prion home page). Mas recientemente, a
partir de mediados de los afos ochenta, ha aparecido, principaimente en 'Ing!oferrc y Europa
otra enfermedad, el llamado “mad cow disease” isi’ndrome de las vacas locas). ksta encefalitis
espongiforme de los bovinos, también ha alcanzado niveles epidém-icos causando enormes
pérdidas econdmica (?mslnet, 1995). Para evitar 'lc propagacién de la infeccién, enomes
cantidades de vacas irifecfcdcs son cremadas. En este caso, ia prensa, ha coninbuido a que se
desate el pdnico, por ia posibilidad de que la enfermedad se propague al humanoe. kstas ideas
han cpcrecido en parte porque aunque no se sabe éiencic cieria, aparentemente en su inicio
esta enfermedad en los bovinos se generd porque el ganado fue alimenfado con un
complemento alimenticio que en parte cons.isﬁa de came y hueso provenientes de dvidos
infectados de scrapie (Nota: Bovido: Miembro de Ia familia Bovidae, incluye al ganado vacuno,
borregos y cabras. Bovino: por ejemplo el buey y la vaca, Ovido: mamifero bévido del genero
Ovis; Ovis aries el bomrego). tsto significa, que las parﬁculas Infecciosas, pueden atravesar las
barreras especificas. Sin embargo. a ia fedhc no se ha demaostrado ninguna asociacion entre ia
aparicién y propagacion de la enfermedad en los bovinos y una mayer incidencia de este tipo
de enfermedades en los humanos. 1al vez la mejor razén para suponer que esta enfermedad no
pasara faciimente al hombre, as que éste, los évidos y los bovidos compartimos el Ultimo ancestro
comuin hace aproximadamente /0 millones de artos, mientras gue las ovejas y el ganado vacuno
se separarcn apenas hace menos de 20 miliones de afios. Esta clase de enfermedades
neurodegenerativas, parece ser particular de los vertebrados, y si bien son poco comunes.'
también en el humano han sido descritas. Deniro de Ias patologias de este tipo en el humano, se
conocen el Kuru, el sindrome de Creutzfeldt-Jakob {CJD), ei sindrome de Gerstmann-Stréusster-
Scheinker (GS$) v el Insomnio Famifiar Fatal {FFI) {Bessen, 1994). bl Kuru, lamd mucho la atencién
de investigadores como Vincent Zigas v D. Carieton Gajdusek. El Kuru soio se ha descrito entre la

inbu Fore en Papua, Nueva Guinea, donde se le llama “la muerie sonriente”. Esta exirafia
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enfermedad se caracteriza por una falta de coordinacion (ataxial, que a menudo es seguida por
demencia y siempre es fatal. En este caso, la infeccidén ocumia después del canibalismo ritual de
despojos de miembros de la fribu que habian fallecido de esta enfermedad neurodegenerativa.
La incidencia de ésta era mayor entra las mujeres y los nifios, ya que estos consumian el cerebro,
mieniras que los hombres, que consumian el misculo, presentaban una mencr incidencia de este
sindrome (Mestel, 1998). Actualimente, gracias a medidas profildcticas obvias, implantadas en
parte por Gajdusek y los que le siguieron, esta enfermedad practicamente ha desaparecido. En
el caso del CID, GSS y otfras enfermedades similares en humanos, parece que el principal
componente es genético y sclo ocasionalmente se puede desarroliar la infeccién en el humano
por contagio. Una de las pocas posibles fuentes de infeccidn es el fransplante de comea,
impiantes de dura madre o elecirodos en el cerebro, uso de instrumental quirlrgico
'contaminado o inyeccidéh de hormona del crecimiento derivada de la glandula pituitaria de
humanos enfermos. Este Ultimo problema se ha reducido por el uso de esta homona
recombinante (Prusiner, 1995). Como seq, el principal interés en el aisikamiento y caracterizaciéon
del agente infeccioso, no se derivd de las enfermedades en el humano, ya que como problemd
de salud son enfermedades menores, circunscritas, por lo general, ¢ pequefios grupos,
poblaciones y familias. Por el contrario, como quedd indicade mas amriba, en los paises como
Nueva Zelanda, Australia y el Reino Unido, donde la cria de ovejas para la produccion de lana es
una de las principales empresas nacionales, la investigacion de la efiologia. la caracterizacion
del agente infeccioso, ia prevencién y la posible cura del scrapie adquieren carécter de
prioridad nacional. Es por esta razén que los grupos de investigacion en esta drea han podido
tener un gran apoyo econémico. El primer avance importante ocumié a inicios de la década de
los ochenta, cuando Stanley Prusiner logré aislar al elusivo agente infeccioso (Prusiner, 1982). La
purificacion del agenie infeccioso, recuerda mucho los experimentos redlizados en 1944 cuando
Oswald Avery, Colin Mcleod y Mclin McCarty, reportaron la purificacion del agente
fransformante. Los experimentos clasicos de Avery et al., llevaron a la demosiracion de que la
molécula de DNA, era lo portadora de las caracteristicas hereditarias (Avery, Macleod &
McCarly, 1944). Utilizando una serie de métodos y estrategias experimentales, en 1982, Prusiner
logré purificar al agente infeccioso. El resultado mas inespérado fue que dicho agente consistia
exclusivamente de una proteina de un peso molecular aproximado de alrededor de 27-30 kDa.
Por las caracteristicas de ser proteinaceo e infeccioso, Prusiner bautizé a esta proteina como
prién (Prusiner, 1982). Desde luego el problema mds critico que planteaba el descubrimiento de
los pricnes, era el de su multiplicacion. Se postularon varias hipétesis para explicara. De estas la
que destacaba por sus implicaciones, era la herética posibilidad de que la proteina del prién

tuviera la capacidad para codificar ya fuera a otra proteina igual o a un segmento de acido
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nucleico {DNA o RNA), que fuera posteriormente descodificado por una de las vias tradicionales
(Prusiner, 1982). Dicho de ofro modo estas dos posibilidades de ser demostradas en definitiva
violarian e! Dogma Central de la Biologia Molecular. Esta posibilidad desencadend una gran
cantidad de especulacion y desde luego hize que los priones [y Prusiner), saltaran a la fama
infemacional. Sin embargo, por mucha publicidad que fuviera el asunto, juiciosamente, Prusiner
decidié explorar posibilidades experimentales mds concretas. Asi, en 1985, Prusiner y su grupo, en
asociacion con Leroy Hood y con Charly Weissmann, publicé el aislamiento del gen del pridn
(Oesch, et al., 1985). Previamente, Prusiner habia logrado reproducir un modelo experimental del
scrapie en el hdmster, que tenia ventajas en particular en cuanto al tiempo que tarda en
desamollarse la enfermedad. A parfir de cerebros de hdamsters infectados, Prusiner y sus
colaboradores, construyeron una libreria de cDNA. Esta fue tamizada con oligonucledtidos
derivados de las secuencias parciales que habian sido obtenidas de la proteina del prién. Lo
clona positiva, aunque truncada, de 1918 nucledtidos de largo presentaba un marco de lectura
abierto suficiente para codificar un polipéptido de 240 residuos de aminodcidos. La secuencia
derivada de aminodcidos correspondia perfectamente con varios péptidos derivados
directamente del pridn. Hibridaciones de tipo Southern, mostraron que éste era un gen celutar
presente tanto en el genoma de los hdmsters infectados como en los hdmsters sanos. Esto es, el
gen del pridén no llega con la infeccién sino esta presente en el genoma del huésped potencial.
Adicionalmente estas hibridaciones realizadas con DNA gendmico de ratén y de humano,
demostraron la presencia de secuencias homdlogas al prién en estos genomas. Posteriormente,
ha sido demostrado que este gen se encuentra presente en practicamente todos los vertebrados
(Basler, et al., 1984). El siguiente paso, fue andlizar el patrén de expresién de este gen utilizando
hibridaciones de tipo northem. Estos experimentos dieron resultados sorprendentes. Si se sigue la
presencia de pricnes {proteing} desde animales recién infectados a lo Iargo de la incubacion y
del desamollo de la enfermedad, el fitulo de pricnes aumenta entre fres y ‘cuatro ordenes de
magnitud. Era de esperarse que la cantidad de mRNA que codifica al pridn tuviera un aumento
similar. Cuando se determiné la cantidad de este mRNA, se enconiraron con que este franscrito
yva tiene una expresidn basal antes de que los animales sean inoculados. Mas extraRamente, [os
niveles del mRNA no aumentan al progresar la infeccién sino se mantienen constantes,
invariantes, a pesar de que la proteina se estd acumulando. Ain mas; northems reglizados con
otfros tejidos. demostraron que el gen del prién bdsicamente es un gen constitutive ya que se
detecta su expresién no sclo en el cerebro (donde se manifiesta la enfermedad]), sine que se
expresa en corazén, pulmén, pancreas, bazo, testiculos y rifién. Solo en el higado, parece no
expresarse este gen. Estos resulfados paradéjicos, comenzaron a ser explicados cuando se‘

aonalizé la proteina sintetizado por este mRNA tanto en animales sanos como en animales
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inffectados. Usando cniicuerpos.poff-clonales anti-prién, pudieron detectar proleinas equivclen"tes
en ambos tipos de animales. Sin embargo, después de un fratamiento moderado con proteinasa
K. los anticuerpos detectaron la proteina solo en los exiractos de cerebros de animales
inféctados. La interpretacion de estos resultados es que existen dos formas de esta proteina
{Oesch, et al., 1985). La primera, la normal, que se expresa de manera constitutiva y que no es
infecciosa, la denominaron proteina scrapie celular (PrPC ). La segunda, la que aparece y se
acumuta en los cerebros infectados la denominaron proteina scrapie-scrapie {PrPse ). Esta Gltima,
es capaz de formar agregades que precI;Sifcn. son resistentes a proteasas y van formando las
placas amiloides que son caracterisficas de este grupo de enfermedades neurodegenerativas y
que en Ultima instancia son las dErectamenfe responsables de la vccuo_lizccién del cerebro y
evenfu'almenie de la muerte. ¢Cial es la relacidn de estas dos formas de la profeina? Se ha
demosirado, que ambas fienen la misma estructura primaria. En redlidad el gen codifica
nomalmente a la . proteina PP, Sin embargo., de acuerdo a las reglas del plegamiento
fridimensional- de las proteinas, lka PP, puede sufrir -un piegdhiehto ligeramente emdneo
- (Koclsko, et a)‘., 1994; Beyreuther & Masters, 1994). Esta forma equivocada de la proteing, tiende
entonces a ascciarse con ofros polipéptidos similares eméneamente plegados, modificando la
cinética normal de sintesis y degradacidon cofidiana de este proteina. De hecho ha sido
demostrado, que durante la infeccién la tasa de sintesis dé la broteinc normal ho se altera {lo
cual es consistente con el hecho de que la franscripciéon del gen no se modiifica (Prusiner, 1991).
Una prediccion de este modelo, seria que la aparicidon de priones se lleva a cabo de manera
constante durante toda la vidc; de un individuo. Sin embargo, nomalmente la acumulaciéon de
estos polipéptidos eréneamente plegados no alcanza el umbral critico para que se manifieste la
enfermedad. En caso de que el individuo fuera expuesto a cantidades considerables de priones,
estos rebasarian la conceniracién critica y su acumulacién se aceleraria. Dicho de otfro modo,
cuando se define la conformacién nativa de un polipéptido de acuerdo a los experimentos de
Anfinsen, se considera que para adquirr esta conformacién un polipéptido, pasa por varios
estados intermediarios y que a veces desde el punto de vista termodindmico, algunos de estos
infermediarios son mds estables que ofros. En el caso de los priones esta conformecion altemativa
es notablemente estable y resistente ya que tiene lo propledad de formar agregados
macromoleculares. Es notable que estas conformaciones alternativas de la proteina del prién,
aunque tienen estructuras primarias idénticas. difieren en sus estructuras secundarias. La PrP< fiene
uh dito contenide de o hélice (42 %) y muy poca B conformacion. Por el contrario, la PrPse fiene
43% de p conformacién y solo 30 % de o hélice (Pan, ef al., 1993). Recientemente, se ha reportado
la estructura tidimensional de la proteina del prion (Rlek, ef al., 1994). En el caso de laos

enfermedades hereditarias en humanos (CID y GSS}. se han identificado muiqciéﬁés en el gen
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del prién que favorecen o predisponen a que la proteina adquiera ia conformacién eronea
(Hslao, ef al., 1989). Asi, en estos casos el umbral de concentracién én”rico se alcanza mucho
antes que en la versién silvestre de este gen. Experimentos con ratones fransgénicos que expresan
una versién mutante del prién {tomando como modelo la mutacién del humano), llevan a una
neurodegeneracién espontdnea en estos animales, lo cual apoya la hipdtesis anterior (Hslao, et
al., 1990). Notablemente, aun no se ha logrado establecer con certeza cual es la funcién normal
de esta proteina ni en el cerebro, ni en los ofros érganos donde se expresa. Por ejemplo, ratones
en los gue se ha introducido una dismupcién en el gen del prién y que por lo tanto no expresan la
proteing, no parecen presentar un fenctipo particulaormente alterado (Bieler, et al., 1992). Es de
interés mencionar que de acuerde a las hipdtesis de multiplicacién de los priones, estos ratones
sin el gen del prién no desarrollan la enfermedad cuando son inoculados con priones infecciosos
(Prusiner, et al., 1993). Estos resultados son explicados por la razén de gque si no hay una sintesis
celuiar continua de PrPc, no existe el substrato para que se acumule PrPse, Tal vez solo hasta que
estos ratones envejecen, manifiestan algunos problemas motores v la pérdida de células de
Purkinje en el cerebelo {desde luego en ausencia de infeccidn), (Sakaguchl, ef al., 1994).
También, se ha reportado que la proteina del pribn podria estar implicada en la transmisidn
sindptica, la regulacion de los ntmos circadianos y el suefic, pero adn no estd claro su papel
especifico (Collinge, el ol., 1994; Tober, et al., 1998). A nivel de secuencia de aminodacidos no
tiene ninguna similitud con ninguna otra secuencia reportada, o cual hace dificil inferir su
funcién. A nivel de secuencia. este gen solo se ha ubicado eh vertebrados. Se ha descrite que en
fevadura ocumren unas patologias moleculares transmisibles, muy sémejonfes a la que ocure con
los priones. En el primer ejemplo, una proteina de la levadura llamada Ure2p, ia cual estd
involucrada en el metabolismo de compuestos nitrogenados, puede ocasionalmente converfirse
a una forma inactiva que promueve la conversidon de foda la proteina Ure2p a la forma inactiva
(Wickner, 1994). Sorprendentemente, este fenotipo (URE3), puede ser “curado” temporalmente,
cultivando a los fevaduras en presencia de 1-5 mM de hidrocloruro de Guanidina (GndHCi, un
conocide agente desnaturalizante}. También, como se podria esperar, la Sobre-produccién de
Ure2p aumenta la frecuencia de la conversién a la forma “patolégica” (Masison & Wickner,
1995). El ofro ejemplo en levadura es el del fenotipo denominado (PSI*). En este caso, la proteing
identificada, Sup35p. estd involucrada en el témino de la traduccién. Su regidn carboxiio
terminal tiene homologia con el factor de elongaciéon EF-1a. La pérdida de su funcién normal por
conversion a la forma erréneamente plegada,. causa una gama de problemas en la célula yva
que afecta la actividad de varios tRNAs supresores que actuan a nivel de los codones de término
de todos los mRNAs. De hecho se ha propuesto que Sup35p es un factor de término de la
fraduccién {Cox, 1994).
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Estas proteinas han sido consideradas como andlogos de la proteina del prién y comienzan a ser
conocidas como priones de levadura, en el sentido de que también son proteinas infeccioscs.
Estos descubrimientos sugieren que el fendémeno de los priones podria ser Qn fendmeno mas
general, que no estaria restingido a proteinas particulares que pueden causar problemas
neurolégicos en mamiferos.

Desde luego, Ure2p vy Sup35p, no tienen homologia a nivel de secuencia ni con la PrP ni entre
ellas. De hecho, ni siquiera tienen el mismo peso molecular. PrP fiene 254 residuos de aminodcido,
Sup35p, 685 y Ure2p, 354. PrP y Sup35, poseen ambas en la regién amino terminal, una repeticion
en tandem (5 veces) de un octapéptido o un nonapéptide de secuencia similar {consenso
PHGGGWGQ / PQGGYQQYN} respectivamente. Por el ofro lado Ure2p, no posee estas
secuencias repetidas (Cox, 1994). _
No obstante algunas similitudes de estos fenémenos son interesantes. Al igual que en el caso del
prién, la sobrexpresion de cualquiera de estas proteinas en la levadura, aumenta la frecuencia
con la que se manifiesta la patologia. (PSI*), puede ser “curada" por concentraciones
relativamente altas de hidrocloruro de guanidina, alta concenfracién de sal, alcoholes, azucares
dcidos grasos, dimetil sulféxido y dietil-etano-sulfonato (Tulte, 1994). Una diferencia importante es
que ni de Ure2p ni de Sup35p se han descrito mutaciones que aumenten la propensién al cambio
conformacional, andlogas a CJD o GSS. De hecho, la delecidén de Sup35p o la mutacién PNM (psi
no more, que cambia glicina a aspdrtico en el coddn 58), hace que el fenotipo (PSI¥) ya no se
pueda manifestar. Asimismo, no se ha iogrado la infeccién con las proteinas de levadura puras.
La infeccién solo se logra si la célula receptora, recibe a la proteina infecciosa con citoplasma
de la célula infectante (citoduccion) {Weissmann, 1994}, Por otre lado, recientemente el grupo de
Susan Lindquist ha mostrado que cuando Sup3sp manifiesta el fenotipo (PSI* ) forma agregados e
inclusiones celulares, mientras que esta proteing tiene una distribucién uniforme en las levaduras
no infectadas (Patino, et al., 1994). Esta caracteristica es fipica de PrP que también forma
inclusiones que derivan en las placas amiloides del cerebro con la patologia. Es interesante el
que este fendmeno estudiado por Lindquist, pudiera tener implicaciones mds amplias, ya que
este grupo demostré que el estado de agregacién de Sup3Sp depende de Hspl(Q4, una
. chaperona molecular inducida por stress medioambiental [Parsell, ef al., 1994). Curicsamente, el
fenotipo (PSI* } solo se manifiesta a concentraciones moderadas, digamos fisiolégicas de Hsp104.
De manera notable, cuando Hsp104 se sobreexpresa o cuando estd ausente, el fenotipo [PSI* )
no se manifiesta (Chemoll, ef al., 1995). Este fenémenc podria ser la base de la herencia de una
caracteristica adquirida. Andlogamente a la participacién de Hsp104, se ha demostrado que la
sobrexpresion de otra “heat shock protein”, Ia Hsp70. temporalmente también elimina al fenotipo

(PSI* }. De hecho, se ha propuesto que la razén Ipor la cual diversos agentes desnaturalizantes,
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mencionados mas armiba, “curan” a los fenotipos (PSI* ) y {URE3) de la levadura, es precisamente
porque inducen la sobrexpresidn de proteinas de stress. Hsp104 se incrementa de tre.s a cinco
veces en presencia de 5-10 mM de GmdHC! (Chemoff, e al., 1995). En este sentido, es curioso que
la eficiencia de la conversion in vifro de PrP¢ a PrPSe, se aumente en presencia de 3 M GndHCI,
pero no ocurra cuando GndHCl se aumenta a 6 M (Kocisko, ef al., 1994). Recientemente se ha
reportado que la proteina del prién PrPe, interactia con la proféinc de stress Hspé0 (Edenhofer el
al., 1994}. En conjunto, estos resultados sugieren que tanie en levadura como en el scrapie, el
asunto de los priones estd infimamente relacionado con el problema central del plegamiento
tidimensional de los polipéptidos (Patino, ef al., 1994). De hecho, retomando las ideas bdsicas de
los experimentos de Anfinsen, uno puede facilmente imaginarse una serie de circunstancias
donde el plegamiento de un polipéptido a su estructura nativa puede salir mal y casi se podria
predecir que con alguna frecuencia algo puede salir mal (Taubes, 1996). En este sentido, se ha
comenzado a considerar que varias enfermedades podrian estar causadas por plegamiento
incomecto de proteinas especificas. Cada caso podria implicar procesos v fendmenos no
idénticos ¥ no en todos los casos se producen proteinas infecciosas. No obstante, parece claro
que la enfermedad de Aizheimer se produce por agregacidén de proteinas de tipo g-amiloide. La
fibrosis cistica ocumre por plegamiento erdneo del regulador de conductancia transmembranal
{CFTR}, (en este caso, ademds se dan interacciones inadecuadas con la Hsp70). El sindrome de
Marfan es provocado por plegomiento erdneo de la fibriling. En las cataratas hay ogregccién
de cristalinas. Inclusive, en el escorbuto, la falta de vitamina C evita la formacién de hidroxi-
prolinas y la colagena se pliega incorectamente [Thomas, ef al., 1995).

Asi, de o anterior nuevamente se recupera la idea de que el plegamiento tridimensional, para
que una proteing adquiera su conformacién nafiva, es un evento central en los sistemas
bioldgicos. Este proceso es tan delicado que puede requerir de pequefios qjustes para que
ocurra de manera satisfactoria en las células, lo cual remarca la importancia de las proteinas

gue han sido denominadas de manera general chaperonas moleculares (vide infra).
HEAT-SHOCK, FOLDING AND THE CHAPERONIN CONNECTION

Como quedd seialade anteriormente, una de las caracteristicas desconcertantes del fendmeno
de siress caldrico es la gran variedad de proteinas de heat-shock, que son sintetizadas (Morimoto
et al., 1990). Ademds de las proteinas clasicas de stress i.e. (las familias de Hsp?0, Hsp70, Hspél v
las de bajo peso molecular sHsps), existen otras como las Hsp104, la Hsp47, la ubiquitina y ofras
proteinas reguladas por glucosa (Grp), que pueden inducirse por factores particulares como

anoxia o azida de sodio y que pueden o no estar presentes en determinado organismo (Weich,
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1990). En algunos casos, la posible funcién de algunas de éstas es muy especifica. Por ejemplo, se
ha sugerido que la Hsp47 estd asociada a la sintesls, ensamblaje y exporte de la colagena {Sauk
et al., 1994; Nagata, 1998). Actualmente se sabe que varias de estas proteinas pueden actuar
como chaperonas moleculares, - si bien no todas las Hsps son chaperonas moleculares. ni todas
las chaperonas moleculares se comportan como Hsps- (Kelley & Georgopovlos, 1992). De hecho,
ofros factores ﬁledioambientcies como el frio 6 la salinidad estimulan la expresion de proteinas
no relacionadas con el stress caldrico vy que no se comportan como chaperonas moleculares

(VanBogelen & Neldhardt, 1990).

El concepto general de chaperonas moleculares, fue planteado inicialmente de manera formal
por John Ellis quien integrando una serie de ideas y datos dispersos, las definié como un Qrupo de
proteinas no relacionadas que son capaces de promover el plegamiento y el ensamblaje
comrectos de ofras proteinas, pero que no forman parte ellas mismas de [as estrudurcs funcionales
finales [Elils, 1987}. Esta idea ya habia sido esbozada por Hugh Pelham, quien un afio antes, en un
articulo especulativo, habia argumentado que las Hsp70. las Hsp?0 y las Grps, podran estar
invol'uc:rc:das en el ensambie y desensamble de proteinas (Pelham, 1986). Si bien nunca manej6 el
térrﬁino de chaperona, en ese articulo fundamental, Pelham proponia que durante el heat shock
las proteinas se desnaturalizaban parciaimente, exponiendo regiones hidrofdbicas que inducian
la formacién de agregados insolubles. Postulaba entonces, que las Hsp70, Hsp90 asi como las
proteinas reguladas por glucosa {Grps). se unian a las regiones hidrofébicas expuestas limitando
las interacciones entre éstas y promoviendo la resolubilizacion de agregados. Asimismo,
especulaba con la posibilidad de que las Hsps reconocieran igualmente .cz los polipéptidos
nacientes los cuales, en su opinidn, por definicién estan “"desnaturalizados”, de tat manera que se
comprendia el porque las Hsps se requieren no solo en el stress calérico, sino durante todas las
etapas de la vida de una célula [Pelham, 1984).

Las cHoperonas moleculares se encuentran a todo lo largo de la escaila filogenética y muchas de
ellas son clasificadas como proteinas de siress (Lindqulst, 1986), si bien como quedé sefalado
anteriormente. también se ha demostrado que tienen una funcién esencial bgjo condiciones
nomales {Ang ef al., 1991). o

Mas recientemente las chaperonas moleculares han sido definidas como proteinas que se uneny
estabilizan conférmeros inestables de ofros polipéptidos, de tal manera que faclilitan in vive ya
sea su plegamiento, su ensambiaje en oligbmeros, su fransporfe a compartimentos subcelulares
especificos e inclusive su degradacién (Hendﬁck & Hartl, 1993). Las chaperonas moleculares no
contienen informacién estérica para especificar el plegamiento comrecto. Mds bien. ha sido

propuesto que su mecanismo de accidén consiste en prevenir interacciones incomectas dentro y
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entre polipéptidos en estado no-nativo, de manera que se incrementa el rendimiento (cantidad
final de polipéptidos plegados). pero no la tasa [velocidad) de la reaccion de plegamiento
(Hartl, 1994). Esta coracteristica distingue a las chaperonas moleculares de ofra clase de
proteinas llamadas catalizadoras de plegamiento como las proteina disulfuro isomerasas y las
peplidil-prolil isomerasas, que aceleran pasos lentos én la ruta de plegamiento de algunas
proteinas i.e. el reamreglo de los puentes disulfuro de proteinas de secrecién y la isomerizacién cis-
trans de los enlaces peptidicos que preceden a los residuos de prolina respectivamente (Gething
8. Samhrook, 1992).

La nucleoplasmina.

Curiosamente, el término de chaperona moelecular habia sido acufado originalmente muchos
afios antes, para describir la funcidén especidlizada de la proteing nuclear llamada
nucleoplasming, la cual permite el ensambilaje de los nucleosomas en la cromatina de extractos
de oocites de Xenopus Igevis (Laskey, ef al., 1978). Se puede lograr la reconstitucién in vilro de
nuclecsomas a partir de histonas y DNA sometiendo a estos a una didlisis prolongada con una
concentracion arba de 1M de NaCl y alrededor de 5M de urea. Sin embargo si el experimento
se regliza usando condiciones fisiolégicas de fuerza idnica, lo que resulta es una rdapida aparicién
de agregados inespecificos en vez de nuclegsomas. Sin embargo, en los experimeantos de Laskey,
si las histonas eran primero incubadas con una pequeia confidad de homogenado de huevos
de Xenopus antes de la adicién del DNA, el resultado era la formacidon de nucieosomcs. lo cual
sugeria la participacion de un factor adicional requerido para el ensamblaje de nucleosomas in
vivo. El grupo de Laskey purificd y caracterizd a este factor que resulto ser una proteina acida de.
cproximodarﬁenfe 29 kDa, la cual denominaron originaimente proteina ensambladora de
nucleosomas y posteriormente se le dio el hombre de nucleoplasmina. La nucleop!cxsrﬁinc es
requerida exclusivamente parag el ensamble de los nucleosomas pero no forma parte de él. Esto
es, la informacién. esterecespecifica reside en las histonas y no en la nucleoplasmina. Por lo tanto
el papel de la nucleoplasmina no consiste en aportar informacion para el ensamble de
nucleosomas, sino reducir las cargas positivas de los mondmeros de las histonas de manera que
predominen interacciones comectas entre estas y el DNA. En las palabras de Laskey y sus
colaboradores, "Sugerimos que el papel de la proteina que hemos purficado es el de una
‘chaperona molecular' la cual previene interacciones idnicas incorrectas entre ias histonas y el
DNA" (Laskey, ef al., 1978). Es notable la similitud de estas ideas originales con el concepto actual
de las chaperonas moleculares. Resulta sin embargo paradéjico, que actualimente g
nucleoplasmina no sea considerada frecuentemente como una chaperona molecular. Esto es

debido a las notables diferencias entre el mecanismo de accidn relativamente sencillo de la
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nucleoplasmina y las ofras profeinas que son considerados verdaderas asistentes del

plegamiento.

Rublsco Subunit Binding Protein (RuSBP).
Lo mayor parte del conocimiento que tenemos de las chaperonas moleculares, ha provenido

principalmente de la investigacion de las Hsp70 y las Hspé0 (vide infra). Sin embargo, en este
punto vale la pena una aclaracién de nomenclatura. Asi comeo el témino de chaperona
molecular fue originalmente aplicado a la nucleoplasmina, y posteriormente c:mpli_cdo a otras
proteinas por John Ellis; el término chaperenina, fue originalmente aplicado para designar a la
“Rubisco Subunit Binding Protein" (RUuSBP, actudimente designada cpnél), v a las proteinas
GroEL/GroES de E. coli {Hemmingsen, ef al., 1988). En ese trabajo presentado por varios de los
autores mas eminentes del campo. se mencionda que basados en la similitud de sus secuencias
derivadas de aminodcidos el producto polipeptidico del gen groEl y la RuSBP, son homdlogos. Un
poco antes en ese mismo afio, se habia descrito que a su vez GroEL estaba relacionada
inmumolégica y estructuraimente con una abundante proteina mitocondrial que se inducia por
stress caldrico, de peso molecular de aproximadamente 58 kDa aislada del protozoario
Tetrohymena thermophila (McMullin & Hallberg, 1988). En el mismo frabajo. se describia que los
anticuerpos dirigidos contra esta proteina, cruzaban contra proteinas mitocondriales similares de.
Saccharomyces, Xenopus, Zea mays y humanos y se sugeric;.l que esta clase de proteinas podrian
tener algin papel de profeccidn del dafo inducido por el siress calérico, ayudando a estabilizar
los procesos de ensamblaje macromolecuiar (McMuliin & Hallberg, 1988). Al siguiente afio se
clonaron y "caracterizaron los genes de la HspéD mitocondral de levadura y humano,
demostrdndose que eran homdélogos de GroEL y RuSBP (Reading ef al., 1989; Jindal, ef al., 1989).

Es claro que el escenario estaba puesto para fa aparicién formal de las chaperonas moleculares.

LA CONEXION

Bl locus groE de E. coli, fue criginalmente identificado porque mutaciones en este sitio
blogqueaban la morfogénesis del ensamblaje de la cabeza de los fagos A y T4 (Georgopoulos, et
al. 1972, 1973; Takano & Kakefuda, 1972; Coppo ef al., 1973; Stemberg 1973a, 1973b).
Posteriormente, se demostré que el locus groE consiste de dos genes que codifican productos
polipeptidicos de pesos moleculares de aproximadamente 65 vy 15 kDa, en el orden: promotor-
groEl-groEsS (Tilly et al.. 1981).

La Rubisco.
Resulta curioso que fue en parlicular el andlisis del ensamblaje de la ribulosa bisfosfato

carboxilaso-oxigenasa (Rubisco) lo que aclaré el significado de los descubrimientos anteriores
23



(Eliis, 1990a). La Rubisco, directa o indirectamente juega un papel vitat en el metabolismo de la
célula vegetal, ya que es el principal catalizador que incorpora al carbédn dentro de compuestos
orgénicos a partir del biéxido de carbono atmosférico durante la fotosintesis (Gatenby & Eliis,
1990}. La biogénesis de la Rubisco es inusualmente compleja e involucra a la luz como el factor
que dispara a dos sistemas genéticos, uno localizado en el cloroplasto y el ofro en el nucleo
(Kuhlemeler, ef al., 1987). A pesar de su papel fundamental. la Rubisco es un mal catalizador ya
que tiene tanto una baja ofinidad por el biéxido de carbono, asi como un nimero de recambio
bajo; de tal manera que los organismos autotréficos dedican una considerable cantidad de
energia biosintética a producir muchas moléculas de esta enzima (Eflls, 1990a}. De hecho se ha
dicho que este accidente metabdlico estructural, ha llevado a que la Rubisco sea la proteina
mds abundante en la biosfera (Ellis, 1979). Ademds, como si fuera poco; aparentemente como
una consecuencia inevitable de su _mecanisme de accidn como carboxilasa, esta enzima
cataliza una reaccién de oxigenacion {Gatenby & Ellls, 1990). Esta reaccién de oxigenacion es el
primer paso de la fotorespiracion, un proceso especifico de las plantas, que salva los produc’rbs
de la reaccién de oxigenacién. Esta via de salvamento no es tolalmente eficiente; algo de
carbén se pierde como bidxido de carbono durante su operacién, de manera que esta pérdida
es el principal factor limitante de la productividad fotosintética en las plantas (Ellls, 1990a). Asi,
este proceso “éclcmitoso", que parece ser una consecuencia de la imperfeccién de la Rublsco,
ha llevado a profundizar el estudio de esta enzima y a conﬁiderar o posibilidad de disefar una
carboxilasa vegetal con menos actividad de oxigenasa utilizando métodos de ingenieria
genética (Mizlorko & Lorimer, 1983). Utifizando métodos de clonacién molecular se ha logrado la
expresion en E, coli de enzima {Rubisco)., activa a partir de los genes clonados de diversos
microorganismos procariontes {Gatenby & Ellis, 1990).- Sin embargo, todos los métodos para
ensamblar una Rubisco actfiva de plantas en E. coli han fracasado de manera que la
mutagénesis sitio dirigida no ha podido ser aplicada (Eilis, 1990a}. Asi, esta problemética ha
impulsadoe el estudic del mecanismo de la sintesis vy el ensamble de la Rubisco (Ellis, 1990a).

En la bacteria purpUreq, no-suifurosa, fotosintética Rhodospirillum rubrum, la Rubisco es un dimero
(L2} de dos subunidades idénticas de peso molecular de 50.5 kDa {Schneider, et al., 1986). Por el -
otro lado, en la mayoria de los organismos fotosintéticos ya sean procariontes y desde luego en
los cloroplastos, la Rubisco es una proteing oligoméﬁcc (LsSs). que cenfiene ocho subunidades™
grandes (52 kDa} y ocho subunidades pequefias (-14 kDa), (Mizlorko & Lorimer, 1983}. Cada
subunidad mayor confiene un sitio actlivo, pero cada uno de éstos incluye residuos de las
subunidad adyacente de manera que un requisito para su actividad es el ensamblaje minimo de
dimerocs. En este sentido entonces el oligbmero Ls. se consideraria un tetrdmero de estos dimeros

(Schnelder, et al., 1984). En organismos procariontes los genes que codifican a las subunidades
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mayor y menor se localizan en el mismo operdn y se ensamblan en oligémeros funcionales en el
citosol bacteriano (Tabita, 1988). Por el ofro lado. en organismos eucariontes, la Rubisco se
localiza exclusivamente dentro de los pléastidos de las células vegetales (Gatenby & Eliis, 1990). La
subunidad menor estd codificada en el genoma nuclear y es importada al pldstide después de
su sintesis en loS ribosomas citoplasmdticos, mienfras que la subunidad mayor, esta codificada por

el genoma del pldastido y es sintetizada por los ribosomas def mismo plastido, (Dean ef al., 1987).

Fue justamente el estudio del ensamblaje de las subunidades mayores de la Rubisco usando
cloroplastos aislados, o que llevé al descubrimiento de la que seria conocida -como la
chaperonina plastidica {Bamraclough & Eflis, 1980}. El andlisis del producto de la sintesis de
proteinas del cloroplasto del chicharo, en geles de poliacriomida en condiciones no-
desnaturalizantes, reveld que la mayoria de las subunidades mayores ne migran con los
oligémeros preexistentes de la Rubisco. Experimentalmente se demostré que la causa de este
refraso electroforético, se debe a que se encuentran asociadas no-covalentemente a ofra
abundante proteina de alto peso molecular compuesta de monémeros de 60 kDa. Esta groteinc
fue bautizada como la proteina unidora de la subunidad mayor y estd codificada por genes
nucleares (Elits, 1990a). Estas observaciones llevaron a la propuesta de que la unidn transitoria de
la subunidad mayor a esta proteina podria ser un paso obligatorio en ensamblaje de a Rubisco
{Barraclough & Elils, 1980). Dicho de otfro modo, los resultados anteriores implicaban que las
subunidades mayores de la Rubisco, tendian a tener interacciones incomectas entre si, y que
estas asociaciones producian estructuras que no eran funcionales (Ellls, 1990a). Es interesante
hacer notar que después de ser somefidas a un agente desnaturalizante, las subunidades
mayores de Rubisco vegetal, tienden a formar agregados insolubles, aun en presencia de
subunidades menores nativas (Gatenby & Ellis, 1990). Como fuera, la proposicién de que el
ensamblaje de una proteina oligomeérica requiriera de la ayuda de ofra protfeina, carecia de
antecedentes en 1980, de manera esfa propuesta atrajo mas escepficismo que entusiasmo, y asi,
estas ideas fueron abordadas en lo referente a la Rubisco, casi exclusivamente por solo dos
laboratorios durante la siguiente década, e.g. Roy, ef al., 1982; Hemmlngseh & Ellls, 1984. Durante
la mayor parte de aquel periodo la ofra proteina fue conocida como la proteina unidora de la
subunidad mayor de lg Rubisco, hasta el descubrimiento en 1988 de que las subunidades
pequefias, cuando son importadas al éloroplcsto, también se unen a esta proteina (Gaienby, ef
al., 1988). El nombre fue recortado entonces, retirando el sustantivo "grande” ; pero el nuevo
apelativo no duraria mas de un afio cuando, como se sefiald antes, nacié el nombre de

chaperonina (Hemmingsen, ef af, 1988).
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CLASES Y CARACTERISTICAS DE LAS CHAPERONAS MOLECULARES

En la tabla 2, se listan a las familias de chaperonas moleculares.

TABLA 2
FAMILIAS DE CHAPERONAS MOLECULARES

e Hsp 100

‘s Hsp %0

¢ Hsp70

e Hsp 60

s LMW Hsp's

La familio de las Hsp100, parecen ser exclusivas de eucariontes, si bien se ha reportado cierta
identidad con ClpB. una proteasa de E. coli (Willing & Plickthun, 1994). Como fue discutido
antes, Hsp104 de levadura es la proteina mas estudiada de esta familia, esté implicada en
fendmenos de termotolerancia promoviendo la solubilizacién de agregados de proteinas vy forma

oligbmeros de seis subunidades {Parsell, ef al., 1994) .

Las Hsp?0. se encuentran tanto en procariontes como en eucarontes donde se localizan tanto
en el citoplasma como en el reficulo endoplasmdatico, pero no han sido descritas en organelos
(Becker & Cralg, 1994). Se ha descrite que su estructura nativa es dimérica [Lindquist & Craig,
1988}. Hsp%0 es una de las proteinas mas abundantes en condiciones fisiolégicas vy su sintesis se
incrementa notablemente por heat-shock (Buchner, 1994). En la levadura existen dos copias de
este gen y se ha demosirado que mutaciones individuales en cualquiera de elios (HSP83/HSC83),
son viables (aunque presentan alteraciones de crecimiento y no crecen amba de 37 °C, sin
embargo las dobles mutantes son letales (Lindquist & Cralg, 1988). En contraste, la delecién del
gen hipG, que codifica al Unico miembro de esta familia en E. cofi, no es letal {Bardwell & Craig,
1988}. Existen dos explicaciones para estos resultades. Podia ser que existiera otra proteina en E.
coli que cubriera la pérdida de su Hsp90. Por el ofro lado podria ser que la funcién de esta
proteina fuera esenclal en levadura pero no en E. coli (lindquist & Cralg, 1988). Funcionalmente

Hsp%0 ha sido mas estudiada en eucariontes donde se le ha involucrado en la activacién de
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receptores estercides y la activacién y maduracién de ciertas kinasas. En este contexto, se ha
demostrado que la Hsp90 se asocia a varios ofros factores proteicos. y a proteinas que han
perdido su conformacién nativa (Buchner, 1996). La sobreexpesién de Hsp?0 de eucariontes bajo
condiciones de heat-shock sugiere una funcién._general de proteccidn o la desnaturalizacion,
como ha sido demosirado para la Hsp?0 de E. coli (Bardwell & Cralg, 1987). Recientemente,
utilizando sistemas de piegamiento in vitro, ha sido. demostrade que la Hsp%0 purificada,
reconoce y une proteinas no nativas y en consecuencia previene agregacién no especifica
durante el plegamiento (Wiech ef al., 1992; Jakob & Buchner, 1994). Sin embargo, a diferencio de
otras chaperonas moleculares, la funcion de Hsp90 parece ser independiente de ATP (Buchner,
1994). Durante su funcidén de plegamiento, Hsp?0 parece interactuar con intermediarios
conformacionales que ya poseen una cantidad significativa de estructura secundaria, sin
embargo, se desconocen las caractetisticas conforrmacionales especificas reconocidas por
Hsp?0 (Jakob ef al., 1995).

Las Hsps de bajo peso molecular [small heat shock proteins (sHsp) / Low Molecular Weight Heat
Shock Proteins / (LMW Hsp's), MW 15-30 kDa), son particularmente conspicuas en piantas donde
se les puede locadlizar tanto en el ciibplcsmo como en organelos (mitocondrias y cloroplastos).
{lindqulst, 1988). Por el otro lado, también se encuentran en el citoplasma de ofros organismos
como Droso;;hila. mamiferos vy levadura, asi como en E. coli (Buchner, 1996). Las sHsps, son un
grupo heterogéneo de proteinas y diferentes organismos poseen un niUmero diverso de éstas que
van desde una en levadura hasta mas de treinta en plantas superiores (Lindquist & Cralg, 1988). A
pesar de esta heterogeneidad, se les puede considerar un grupo de proteinas homdlogas con
base a una similitud relativa a nivel de estructura primaria, asi como similitud estructural v
funcional (Undquist, 1988). En plantas se han descrito seis familias de estas proteinas que
constituyen la superfamilia de las small Hsps. Estas Hsps, pueden formar-oligémeros de 200 a 350
kDo {Lee ef al., 1994). Se ha demostrado que Hsp25 y Hsp27 de ratén y humano pueden influir en
el proceso de plegamiento de subsiratos modelo y que se unen a proteinas desnaturalizadas por
condiciones de siress caldrico (Jakob et al., 1993}, Asimismo, las sHsps de momifell'o confieren
termotolerancia v los homdlogos de E. coli se asocian especificamente con cuerpos de inclusién
que contienen proteinas sobreexpresadas, sugirendo que estas Hsps podrion fener funciones de
chaperonas moleculares (Buchner, 1996).- Evidencia directa de esta funcidn ha sido obtenida de
experimentos in vilfro, que demuestran que las sHsps se unen selectivamente a proteinas
desnaturalizadas {Jakob, ef al.. 1994). En el ojo. la a—cristalina (MW 20 kDa}, constituye hasta el
30% de la proteina del cristalino del ojo. Esta proteina estd formada por dos subunidades (A y B)

que fienen una similitud de aproximadaomente 58% entre si. pero ademdas, fienen una
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considerable simifitud (40%), con sHsps de Ofros organismos {Rao et al., 1994). Habituaimente se
sugiere que la funcién de esta proteina es contribuir a las propiedades refractivas de este
érgano. Sin embc}go. se ha demosirado que para mantener ia transparencia del ojo, las
a~—cristalinas también tienen funciones de chaperonas moleculares previniendo el agregamiento
imreversible e inespecifico de ofras proteinas del cristalino del ojo (Horwitz, 1992; Rao ef al., 1994].
Con la notable excepcién de las a~cristalinas del cjo, todos los demds miembros de la familia de
las Hsps pequefias no son indispensables. Asimismo, parece ser que la funcién de las sﬂsps no es

regulada por ATP (Buchner, 1994).

Las Hsp70s han sido de las proteinas de stress mas caracterizadas {Pelham, 1990}. Curiosomente,
el gen de E. coli, dnak, fue identificado originalmente como un gen del huésped que se requeria
para la replicaciéon del bacteriofago i (Georgopovios, 1977; Sunshine et al. 1977).
Posteriormente se ha demostrado que homdlogos de DnaK se localizan a todo lo largo de la
escala filogenética incluyendo procariontes. el citoplasma y el reficulo endoblc’:smico de los
eucariontes, mitocondrias y cloroplastos (Boorstein, et al., 1994, I!ensing & Maler, 1994). Sus
funcicnes incluyen plegamiento de polipéptidos, su fransloé;aciéﬁ a través de mérﬁbrcncs e
inclusive juegan un papel en la degradacién de proteinas {Pelham, 1990). Esta versatilidad de las
" Hsp70 proviene de su funcién bdsica que es la unién reversible dependiente de ATP, de
segmentos hidrofébicos expuestos en una proteina desnaturalizada. Mientras que la unidn resulta
en la estabilizacion de la conformacién desplegada. la liberacién controlada podria permitir a la
proteina entrar en la via de plegamiento (Flynn, et al, 1989}, Esﬁos ciclos de unidn vy liberacion
estdn medulados per ofras proteinas asociadas que g su vez son consideradas Hsps, Dnal (Hsp40)
Y GpE (MW 21.7 kDa), (Georgopoulos et al., 1990). A nivel estructural, las Hsp70 podrian no tener
estructura cuatemaria, i. e. funcionan como mondmeros {Buchney, i?%). A nivel de estructura
‘tridimensioncl, éstos proteinas se pliegan en dos grandes dominios. El dominio en el extremo
amino terminal (44 kDa} es responsable de una actividad de ATPasa asociada con la funcién de
estas proteinas. Este dominio es seguido de una regién (18 kDa) que contiene el sitio de unién del
péptido v un segmerﬁo mds variable de alrededor de 10 kDa (Wang et al., 1993). El dominio
dmino terminal ha sido cristalizado y se ha reportado su estructura tridimensional (Flaherty ef al.,
1990). Curicsamente ol hacerse un dlineamiento estructural se observd que su plegamiento
tridimensional es notablemente parecido a la estructura fridimensional la actina G\./ a un dominio
equivalente de la hexoquinasa (Flaherlty ef al., 1991). Esta similitud estructural y funcional (hidrolisis
de ATP), ha llevado inclusive a sugerir homologia entre estas proteinas, postulandose que éstas,
ademds de las ciclinas chterioncs, comparten un origen evolutivo comin (Bork et al., 1992). Sin

embargo, hay que hacer notar que a nivel de estructura primaria, estas proteinas practicamente
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no tienen similitud, lo cual indica un fenémeno de convergencia evolutiva mas gue homologia.
De hecho. si se considera la tasa de cambio evolutivo a nivel de aminodcidos (reloj molecular)
de la actina {1.55%/100 millones de aios), (McDowell ef al., 1996) y de las Hsp70 en el dominio de
hidrolisis de ATP, {2.5%/100 miiiones de afios), (Hughes, 1993; Boorstein ef al., 1994), se lega a.la
conclusidn de que estos dos genes habrian compartido el Ultimo ancestro comun hace més de 4
mil miflones de afios {antes del origen de la vida). lo cual es desde luego absurdo. Por ofro lado, '
se llegé a reportar que el dominio en el extremo carboxilo tenia una ligera similitud con moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad {MHC), por lo cual se propuso que este dominio
estaba implicado en el reconocimiento de los polipéptidos subsirato (Rippman et al., 1991). Si
bien esto Glitimo ha sido confimado I e. que el dominio carboxilo interactia con la proteina
substrato; reclentemente utilizando un andiisis multidimensional de NMR, se ha demostrado que Ia
topologia de este dominio no se parece a la de las profeinas del MHC (Morshauser et al., 1995).

El ciclo de unién v liberacién, dependiente de ATP ha sido elucidado de manera general para el
homéloge bacteriano DnaK y sus cofactores Dnal y GrpE (Palleros ef af., 1993). Cuando DnaK se
une a ATP, la unidn vy liberacién del péptido ocurre rdpidamente. En contraste cuando fiene ADP
el ciclo se lleva a cabo lentamente. Dnal) v GrpE. aceleran ia interconversién entre estos dos
estados (Fynn et al., 1989). En cada evento de liberacién una fraccién del polipéptido alcanza
sy estructura nativa. El restante, que se encuentra como un intemediario inestable de
plegamienic, se une nuevamente y se repife el ciclo [{Schmid et al., 1994). De manera
significativa, se ha demostrado que DnaK/Dnal, liberan a su substrato proteico en una
conforhqccién desplegada (Hatfl, 1998). Respecto a las caracteristicas gue reconocen las Hsp70
en sus substratos, se ha demostrado que estas chaperonas moleculares se unen a péptidos en
una conformacién extendida (Landry et al., 1992). En particular, se ha comprobado que Bip {un
miembro de las Hsp70), se une preferencialmente a péptidos de 4-7 residuos ae longitud, que

tienen un relativamente alto contenido de residuos alifaticos, hidrofébicos (Fiynn ef al., 199i).
THE LORD OF THE RINGS (HSP40)

Dentro de las chaperonas moleculares, [as Hspél (GroEL/chaperoninasé0/cpné/TRIC) constituyen
el grupo mds complejo. Han side descritas a todo Io-largo de la escala filogenética localizédndose
en eubacterias, cianobacterias, arqued. y eucariontes. En estos Glfimos, inicialmente fueron
reportadas en organelos celulares {pldstidos y mitocondrias), pero hoy sabemos que también se
encuentfran en el citosol [Gupta, 1995). Si bien todas estas proteinas comparten notables
similitudes estructurales y funclonales; la similitud a nivel de secuencia entre lgs choperoninds

citoplasmdticas y las de arquea por un ladeo contra las chaperoninas bacterianas, mitocondriales
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y plastidicas por el otro, es tan baja que resulta dificil decidir si constituyen un grupo homdloge o
no (Gupta, 1990a; North, 1991; Ellis, 1992; Gupta, 1995). Por este motivo y como estas Ultimas (las
clasicas), son las mejor caracterizadas; en lo que sigue me referiré principolmente a éstas y
posteriormente se discutird la familia TRIC.

En E. coli, groEL, la chaperonina mejor caracterizada, forma un operén con grots, localizado a
los 93.5 minutos del genoma de esta bacteria (Tilly ef al., 1981; Guest & Nice, 1978}. GroEL y sus
homdlogos poseen una capacidad débil de hidrélisis de ATP, cuya actividad es modulcdq por
GroEL - (Chandrasekhar ef al., 1984; Bochkareva ef al., 1988; Ostermann ef al., 1989; Goloubinoff,
1989). Mas recientemente, se ha reportado que tanto GroEL como GroES son capaces de unir
ATP; aunque aparentemente solo GroEL posee capacidad de hidrélisis de gsie nucledtido (Martin
ef al., 1993b). Se ha propuesto que el significado de la capacidad de unién de ATP de GroEsS es
el de facilitar la unién de ATP por GroEL (Ellls 1993). Homdlogos de groEl han sido locdlizados en
todos los organismos en los que se ha buscado (Gupla, 1995). Inciusive, los nuevos proyectos de
macro-secuenciacion de genomas invariablemente detectan este gen [Adams el al., 1995 Fraser
et al., 1995; Bult ef al., 1998). Curiosamente en estos genomas no siempre se detectan homalogos
de las ofras Hsps. Por ejemplo, en la arquea metanogénica Methanococcus jannaschii, los genes
de DnakK, no aparecen, pero de chc:perqninc si (Bulf et al., 1998).

Como se indicd antes, las ci‘moperoninos fieﬁen la funcidn der promover el plegamiento
dependiente de ATP de proteinas tanto en condiciones de siress como bajo condiciones
normales. En general, estas proteinas son inducibles por siress, aunque habitualmente existen
genes duplicados -homodlogos (“cognates”/ cognados, parientes ¢ vinculados). que fienen un
patrdén de expresién constitutivo (Hemmingsen, ef ol., 1988). Poradéjicqmgnfe. se ha reportado
que el homélogo del cloroplasto, no es inducible por calor {Vieding, 1991; Zabaleta, ef al., I994aj.
Recientemente se ha reportado que GroEL podria fener un papel adicional, regulando ia vida
media def RNA mensgjero (Georgellls, et al., 1995). Se ha especulado que esto, podria tener

implicaciones que vincularan a las chaperoninas con'el mundo ancestral de RNA {Harll, 1996).

Estructura.

Las chaperoninas de tipo GroEL, estdn constituidas dé dos anillos, cada uno de los cuales estd
formado por siete subunidades, cada una de alrededor de 60 kDa. Estos, cooperan con un
cofactor, GroES en E. coli, que estd constituido por un solo anilio heptamérico de subunidades de
dirededor de 10 kDa (Saibll & Wood, 1993). La estructura de GroEl ha sido ampliamente
estudiada por microscopia electrénica (McMulin & Hallberg, 1988; Langer, ef al., 1992a; Salbl &
Wood, 1973) vy recientemente se ha reportado la estructura tridimensional de este gran complejo

(Bralg, ef al., 1994). El complejo cilindrico fiene 150 A de altura y 140 A de ancho. que enciera
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una cavidad ceniral donde se ubica el sitio de unién del polipéptido. Cada subunidad de 57
kDa, estd conformada por fres dominios: el apical, el intermedio vy el ecuatoerial. El extremo amino
terminal se localiza en el dominio ecuatorial, De ahi, la cadena polipeptidica pasa al dominio
intermedio, luego a! apical; regresa al intermedio vy finalmente retorna al dominio ecuatorial
(Brdg, ef al., 1994). El dominio ecuatorial, contiene el sifio de unidn al ATP y aporta la mayor parte
de los residuos que determinan la interaccién enfre las subunidades (Bralg, ef al., 1994; Fenton, ef
al., 1994). El dominic més pequeno, el intermedio, tiene regiones potenciales que podrian actuar
como bisagras en los sitios de unién con los otros dominios y que permitirian el movimiento de
estos {(Harll 1994). Por su lado, la estructura tridimensional del heptdmero de GroES revela una
forma similar a un doemo & cOpula, con un orificio central, que se acoplaria faciimente sobre el
orificio central de GroEL {Hunt, et al., 1996; Mande, et al., 1994},

Unién del substrato.

En ausencia de GroES, GroEL, puede unir hasta dos moléculas de polipéptidos en el centro de
cada uno de los anillos a nivel del dominio apical (Harll, ‘1996). Sin embargo durante el ciclo
normal de plegamiento, solo una de las cavidades es ocupada, lo cudl sugiere cooperatividad
enfre los dos heptameros (Langer, ef al.. 1992a; Chen, ef al.,, 1994). No obstante, el requisito de
que la chaperonina funcione como dos anillos toroidales, podria no ser obslolufo. ya que se ha
descrito que en mitocondrias humanas la cpnél funciona como un solo anillo heptamérico
(Viltanen, ef al., 1992a). Como seq, la formacién de un complejo estable, probablemente
requiere que el polipéptido haga contacto con varias de las subunidades en el heptémero, Se
ha demostrado que la proteina unida se encuentra en una conformacién colapsada similar a lo
que se ha descrito come el “glébulo fundido” (Martin, ef al., 1991; Landry, et al., 1992; Robinson, ef
al., 1994: Zahn, et al., 1994). Este estiado de glébulo'fundido fue propuesto desde los inicios de los
setenfas como un intermediario de plegamiento que ya contiene estructura secundaria similar a
la proteina nativa, pero que aun no adopta su estructura tridimensional definitiva (Pilsyn 1994).
De hecho se ha propuesto, que las proteinas solo son capaces de existir en fres estados
termodindmicos: el nativo, el glébulo fundido y el desnaturalizado, que recordarian a los tres
estados de lo materia; sélido, liquido y gasecso (Plitsyn 1995). Sin embargo, otro reporte sefiala
que ia chaperonina reconoce a su substrato en un estado mas desnaturalizado que el gldbulo
fundido cldsico (Okazakl, ef al., 1994). Estos resultados contradictorios se podrian deber a
discrepancias en. el significado preciso del término glébulo fundido empleado por diferentes
grupos aunque se apliquen a ia misma proteina (Kuwajfima 1994). Sin embargo, es claro que las
chaperoninas reconocen a su substrato cuando ya tiene bastantes caracteristicas nativas ya sea

estructura o o p (Landry & Glerasch, 1991; Schmidt & Buchner, 1992), perc aun expone algunas
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regiones hidrofébicas hacia el solvente; dicho de otro modo la interaccidn de GroEl con su
substrato es de naturaleza hidrofébica (Martin e al., 1991; Un, ef al., 1995; Horowilz, ‘ef ol., 1995;
Gibbons & Hofowﬂz. 1995). De hecho, en la estructura cristalina de GroEL, se pueden observar en
el dominio apical, un cierto nimero de residuos hidrofébicos expuestos hacia la cavidad central.
Mutaciones en estos residuos bioquec:n la capacidad de vnidn de polipéptidos (Fenton, et al.,
'1994). Inclusive se sabe que estos dominios apicales pueden sufrir un movimiento en bloc, con
respecto al dominio intermedio, lo que permitiia que en la cavidad central se acomodaran
subsiratos polipepfidicos de tamahos diversos en el range de 15-60 kDa: los cuales tendrian
oportunidad de interactuar con los mencionados residuos hidrofébicos de lc_ chaperonina
{Martin, ef al., 1992; Saibll & Wood, 1993). La idea de que cpnél interactla y protege regiones
hidrofébicas expuestas en sus polipéptidos subsirato, es Ireforzcdc por el reporte de que micelas
de lipidos y detergentes anfipdticos pueden imitar la ac;cién de la chaperonina en el
plegamiento de polipéptidos desnaturalizados (Zardeneta & Horowitz, 1992). Asi, fuera de estas
caracteristicas de las proteinas substrato: estar parcialmente desnaturalizadas en la forma de
“glébulo fundido”, exponiende algunas regiones hidrofébicas; las cpnéd no muestran ninguna
predileccién por regiones espéciﬁccs o secuencias de residuos de aminodcidos particulares. Es
por esta razén que se dice que las chaperoninas son paraddjicamente promiscuas (Llandry &
Glerasch 1994). '

El ciclo de plegamiento.

£En téminos generales hay tres niveles funcionales que contribuyen a la alta eficiencia del
plegamiento de polipéptidos por las chaperoninas. 1) Prevencion de la formacion de agregados
debido a la unidn de poiipéptidos' parcialmente desnaturalizados. 2} Localizacién de
polipéptlidos desnaturalizados en un compartimento de plegamiento aislado. 3) Re-unién vy
rearreglo estructural de los polipéptidos que no han dlcanzado su estructura nativa (Hall &
Martin, 1992). Si bien la unién del polipéptido no-nativo es independiente de cualquier factor, ia
capacidad de GroEL para proveer un compartimento de plegamiento depende generalmente
de cambilos conformacionales que son inducidos por la lamada co-chaperonina GroES/cpnl0
(Chandrasekhar, ef al., 1984; Martin, et al., 1993a; Chen ef al., 1994). La liberacién del péplide o su
re-unién requiere de |a altemancia de ciclos de unidn desunidn GroES-GroEL que son regulados
por la capacidad de hidrdlisis de ATP que posee GroEL (Bloom, et al., 1983; Hemmingsen & Eliis,
1986: Bochkareva ef al., 1988; Goloubinoff, ef al., 1989, Martin ef al., 19_931:). Estudios de
microscopia electronica han revelado que GroES se une solo a uno de los extremos de GroEL, en
el dominic apical (Langet et al,, 1992a; Chen ef al., 1994). Otfros autores sin embargo, han

reportado la formacién de complejos simétricos donde GroES es visualizada en los dos extremos
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de GroEL argumentando ademds la importancia funcional de: este complejo (Azem et al., 1994;
Schmidt et al., 1994 Todd, et al., 1994). Mds recientemente se ha cuestionado la relevancio de
dichos complejos y se ha sugerido que en dichos reportes se utilizaron conceniraciones elevadas
no fisiolégicas de magnesio asi como un pH alto (Engel ef al., 1995). En apoyo a los complejos
asimétricos, cabe considerar que desde hace fiempo que las cinéticas de reaccidn bioquimicas
han indicado que la capacidad éptima de plegamiento e inhibicion de la actividad de ATPasa
se logra con una estequiometria 1:1 de tetradecdameros de GroEL a heptdmeros de GroESs
(Chadrasekhar ef al., 1986; Goloubinoff et al., 198%; Langer ef al., 1992a; Marlin et al., 1993a;
Hayer-Hal ef al., 1'995). Estos puntos de discrepancia sirven para enfatizar que ain son muchos
los aspectos obscuros en la funcidn y mecanismo de accién de las chaperoninas (Buchner, 1994).
Como sea, en complejos simétricos © asimétricos, se ha reportado que la unidén de GroEs
conduce al desplazamiento de la proteina unida en ta regién del dominio apical de GroEL,
forzdndola a que penetre mas profundamente a una regidén  hidrofilica pemisiva del
plegamiento (Martin et al., 1993a; Harli 1994; Mayhew ef al., 1996; Weissman et al., 1996). Ademds,
la aseciacién de GroES bloqueandoe el orificio ceniral de GroEL. fambién tendria la funcién de
prevenir la difusién del substrato al medio externo, ya que el paso de un anillo al otro del deca-
tetra-cligémero no estd libre (Braig et al., 1994; Mayhew & Harl, 1994). Todos estos pasos de unién
del substrato, unidn de GroES, hidrdlisis de ATP, liberacién del substrato, re-unién del mismo,
involucran una compleja red de interacciones alostéricas caracterizadas por una cooperatividad
positiva en la unidn e hidrdlisis del nucledtido en cada anillo de Grofl y una cooperatividad
negativa para la unidn del substrato entre los anillos (Martin ef al., 1993a; Todd et al., 1994; Hayer-
" Hari ef al., 1995, Hall 1996). Una descripcién detallada de cada paso, queda fuera de la
intencién de esta infroduccion. Sin embargo. hay algunos puntos que seria interesante
mencionar. El costo energético de cada ciclo de plegamiento es alto. Se ha calculado que por
cada polipépfido plegado se gastan alrededor de 100-130 moléculas de ATP (Marlin ef al., 1991).

Este gasto probablemente se debe a que cada mondmero del tetra-deca-oligébmero hidroliza |
varias moléculas de ATP durante multiples ciclos de unidn de GroES antes de que el substrato
adquiera su conformacion nativa (Martin et al., 1993a). Aunque los detalles varian, en general se
acepta que durante el ciclo de plegamiento los dos aniflos de GroEL no son equivalentes. En el
anillo denominado cis se asocian. el substrato y posteriormente GroES. En este momento podrian
ocumr cambios conformacionales asociados a una rapida hidrélisis 'de ATP, pero no
necesariamente plegamiente del substrato. Casi simulténeamente el 'ofro anillo denominado
frans une ATP, pero su hidrdlisis no es inmediata {este anillo puede unir a GroES, pero no se asocia
al substrato). Somrendentemente esta unién de ATP dispara un “reloj" de tiz= 15-30 segundos.

Después de este fiempo se hidroliza el ATP con la subsecuente liberacion de GroES dando la
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oportunidad al substrato de salir al medio ya sea plegado o para unirse nuevamente al anilio ¢is
y repetir el ciclo. Se ha propuesto que el significado funcional de este “fimer” posiblemente estd
relacionado con un compromiso entre la velocidad de plegamiento y la facilidad de plegarse
de los diferentes substratos de GroEL. Un timer mds rdpido tal vez seria inadecuado para
polipéptidos lentos (some misfolders; slow folders; no folders) y un timer mas lento seria
desventajoso para proteinas que requieren menos asistencia de la chaperonina {fast folders;
some misfolders) (Weissman ef ol., 19%94). Asi, conceptualmente el plegamiento del substrato
ocumre en una serie de reacciones iterativas que comresponden a los ciclos de hidréiisis de ATP
(Todd ef al., 1996). |

La Jaula de Anfinsen.

Como quedé sefalado anteriormente. desde las épocas de Anfinsen, se ha pianteado una
especie de paradoja entre el plegamiento polipeptidico in vivb contra in vitro {Anfinsen 1973; Ellis
1996). Actuaimente se piensa que una de las diferencias fundémem‘oles_ entre estos procesos es lo
que se ha llamado conglomeracién macromolecular {Harl 1996). Este concepto se refiere al
hecho de que una fraccién considerable del volumen celular estd ocupado por proteinas y otras
macromoléculas que alcanzan una concentracién de alrededor de 340g por litro (immerman &
Milton 1993). Una consecuencia directa de esta conglomeracién macromolecular es la de
incrementar las constantes de asociacion por armiba de las prevalentes en soluciones diluidas por
varios ordenes de magnitud (Ellis & Harll 1994). Por esta razdén se enliende que el plegamiento
exitoso in viﬁ'o sea favorecido al usarse bajas concentraciones de proteina y bajas temperaturas
{Anfinsen, 1973). En este senlido es de notar que inclusive los expermentos de plegamiento in
vitro que utilizan chaperonas moleculares, ni siquiera se acercan a las condiciones prevalentes
en el interior de las células (Ellls & Harll 1998}, Se ha propueste que se podrian simular condiciénes
de alto nivel de congestionamiento incluyendo en los experimentos polimeros de alto peso
molecular como el Ficoll 70 y el Dextran 70 (Zimmerman & Milton, 1993). Sin embargo, es posible
que hi asi acabdaramos de tener una ide;:l clara del nivel de cdlomerqcién. ni de las miltiples
posibilidades de interacciones equivochos que pueden ocurmir denfro de una céluia (Goodseil
1991).

Asi, estas consideraciones sugleren que el simple hecho de confinar al polipéptido substrato
dentro de la cavidad de GroEL, seria equivalente a efectuar un procedimiento similar a los
protocolos de Anfinsen. Al enfrar la proteina g este medio aistado, la proteina alcanza una
dilvcién infinita. Dicho de ofro modo. en una primera aproximacién, el plegamiento dentro de ia”
cavidad de GroEL, sefia equivalente al plegamiento en el tubo de ensayo, resolviéndose el

problema de agregacion. Estas consideraciones fueron expuestas por primera vez por Nilsson y
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Anderson (Nfisson & Anderson 1991). Posteriormente, honrando los experimentos pioneros de
Christian Anfinsen en este campo, este modelo de plegomienio en aislamiento ha sido llamado
“Ia jaula de Anfinsen” (Saibll et al., 1993). La localizacion de la proteina en confinamiento en ia
jaula de GroEL, podria tener consecuencias fisicas adicionales. A la manera de un aguijén, al
pasar la proteina de interacciones iniciales de reconocimiento hidrofébicas con la chaperoning,
a una regién mas hidrofilica de la jaula (vide supra) (Martin ef al., 1993a; Harll 1994; Mayhew et
al., 1996: Welssman et al., 1998} . se podria promover lo intemalizacién de los residuos
. hidrofébicos expuestos mas efectivamente que en solucién {Hatl 1994). Llevando la analegia de
la jaula un poco mas alld, se ha mencionado que el papel de GroES es equivalente al del
carcelero (Ellls, 1994b). Es curioso como el uso de palabras del lenguaje comin, en el terreno
cientifico produce, a veces no intencionalmente, conceptos exirafios. La definicidn de
diccionario de chaperdn, se refiere a una persona, habitualmente una mujer madura, que
acompaia a una dama, habltualmente ne casada, para guiarla, protegeria y evitar que se den
relaciones incomectas {“dangereux liasons"/dangerous liaisons) (Ellis 1990b). Implicito en esta
definicién estd el hecho de que habltuaimente la chaperona tiene un comportamiento gentil,
bondadoso, e inclusive ocasionaimente puede actuar en el sentido opuesto a aquel que se
supone debe seguir {La Celestina era una chaperona). Ahora con el concepto de la jaula, esta
gentileza se plerde. Las proteinas “mal pertadas” son encarceladas, e inclusive hay un celador
(GroES). que no las deja salir hasta que han regresado al "buen camino”. Este enfoque,
implicitamente contiene un elemento de castigo. Las proteinas se portan mal y son enviadas a la
carcel. No serd sorprendente que préximamente se mencione en la literatura del campo, que el

costo energético del plegamiento es equivalente a pagar una fianza en moléculas de ATP.

Plegar o desplegar. _

Ademds de que el modelo de la caja de Anfinsen tiene atractivos conceptudles y mecanisticos
muy obvios, existe una buena cantfidad de evidencia experimental a faver de este modelo (e. g.
Ostermann et al., 1989; Marlin ef al., 1991; Martin et al,, 1992; Langer ef al., 1992a; Marfin ef al.,
1993a; Salbil ef al., 1993; Chen ef al., 1994; Hayer-Harll et al., 1995; Mayhew et al., 1996; Welssman
et al., 19%4) . Sin embargo. por ofro lado existen también numerosos trabajos que sugieren que las
chaperoninas mdas bien tienen un papel de desnaturalizar al polipéptido [Bochkareva ef al., 1988:
Zahn ef al., 1994; Todd e} al., 1994; Welssman ef al., 1994; Ranson ef al., 1995; Taguchl & Yoshida
1995; Zahn ef al., 1996). En general en dichos reportes si bien el producto final es la proteina
nativa, durante la fase ciclica de interaccién GroEl - substrato, se pueden detectar intermediarios
de plegamiento en solucidn después de‘que han entrado y salido de la jaula. La conclusion

razonada de estos resultados es que una proteina trataria de adquirr su conformacidn nativa en
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el cltosol, objetivo que en ocasiones no lograria, quedando “atrapada” en una conformacion
inadecuada. La parficipacion de la chaperonina -seriac entonces desnaturalizar a ese
intermediario y regresario al citosol, para que la molécula intfentara nuevamente plegarse
“espontdneamente” (Welssman el al., 1996; Todd et al., 1996). Asi, estos puntos de vista opuestos
acerca de lo que realmenie hace una chaperonina en Qu interior -(de lo que no hay duda es de
que el substrato tiene que enfror al ir-'uierior del anillo}- por el momento no estan resueltos (Ellis &
Harfl, 1994). A veces se argumenta que unos u otros protocolos experimentales no son correctos
(Hartl 1996). Otras veces, se concede que los resultados discrepantes se podrian deber a la
naturcleza del substrato i .e. algunas ptoteinas como la dihidrofolato reductasa se pliegan
dentro del gnillo, mienfras que ofros como la rodanasa salen de la jaula (s5e escapang),
desnaturalizadas ["como locas"}, pero eso si, en un estado de compromiso de plegamiento {“a la
préxima si la logro”) (Mayhew et al., 1996; Welssman ef al., 1996}. Recientemente un reporte,
propone que los subsiratos podrian salir a veces plegados y a veces desnaturalizados {Burston et
al., 1996). Una solucién a estos conflictos y contradicciones ha side esbozada recientemente. Al
analizar la “desnotu_rc:i'lzccién“ de Rnasa T1 por GroEL se determiné que la chaperonina tiene una
alta afinidad por este estado (desnaturalizado) de la proteina, de tal manera que el equilibrio
global de conf‘érmeros se inclina hacia este estado, pero no cataliza ia desnaturalizacién (Walter
et al., 1998). Dicho de oftro modo, desde el punio de vista concep?uql. la distincién entre si la
chaperonina pliega ¢ desnaturalizo a su substrato, podria ser trivial o semantica. Se podria decir
que GroEL puede desnaturalizar a un intermediario mal plegado por medio de un mecanismo
termodindmico céoplado. cuando la energia libre de Gibbs de la unién a GroEl es mayor qué la
establlidad conformacional del intermediario v cuando su tasa de desnaturalizacion es alta
{Walter ef al., 1996). Ideas similares habian sido propuestas por John Ellis desde 1990. En paricular
Ellis decia que era posible representar gréficamente el modelo de accién de una chaperoning,
visualizando la energia libre para el plegamiento polipepfidico en la célula contra dos posibles
resultados: la proteina adquiere répida y espontdneamente su conformacién nativa o se pliega
incomectamente y queda atrapada en un intermediario de plegamiento. Eliis especulaba que
para algunas proteinas la adquisicién de la estructura corecta podria estar favorecida tanto
cinética como termodindmicamente y por lo tanto no se requetirian chaperonas. En otros casos
las chaperonas podrian ser esenciales parg favorecer la adquisicion de la estructura nativa,
inhibiendo ya fueran las vias de plegamiento incomecto o ya fuera disminuyendoe la energia de
activacién de la via de plegamiento comecto (Ellis 1990b). Aparentemente en el caso de ia
chaperonina citoplasmatica TRIC, existe evidencia de que las proteinas substrato mantienen v
posiblemente adguieren su conformacién nativa en el interior de la chaperonina {Tian ef al.,
1995a). '
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Consideraciones adicionales

Si la funcién de las chaperoninas es promover el plegamiento y ensamble de otras proteinas
scémo se pliega y ensambla una chaperonina? La respuesta es ella misma. Ha sido demostrado
que GroEL se autochaperonea. Esto es, cuando se hacen experimentos de replegamiento in
vitro de GroEL, se requiere la hresencic de GroElL native para que se formen nuevos ofigbmeros
{Lissin ef al., 1990). AGn mas, la Hspé0 de mitocondria es sintetizada en el citoplasma y debe de
ofravesar la membrana de la misma para desempefar su funcion (Harll & Neupert 1990). En este
sentido la Hspé0 se comporta como cudlquier ofra proteina que sea importada al organeio y
requiere de la presencia de Hspé0 pre-ensamblada funcional para poder formar oligébmeros
{Cheng et al., 1990}. Sin embargo, es posible que los oligomeros se ensamblen a partir de
mondmeros nativos [Lissin 1995). Tambien, se ha reportado un protocole que requiere sulfato de
amonio y magnesio/ATP, mediante el cual es posible renaturalizar una pequefia canfidad de
GroEL in vitro (Ybama & Horo‘wliz 1995). Sin embargo, poreceria que in vivo, cpnél es de las
proteinas que obligadamente requieren ¢cpné0. Por el otro lado cpnl0 parece ser capaz de
plegarse y ensamblarse sin ayuda ni de otfra chaperoninga, ni de protocolos rebuscados de
plegamiento in vitro [Mascagni el al., 1991). Recientemente estos resultados han sido confimados
y ademds se ha demostrado que GroES es capaz de asistir al plegamiento asistido de GroEL por
elia misma (Searle ef dl., 1994). Dicho de otro modo GroES se puede plegar espontdneamente.
pero GroEL reqUiere GroEl y mejora su plegamiento si GroES asiste en la reaccién.

Si bien in vitro las diferentes Hsps pueden actuar solas, in vivo en general, cooperan unas con
otras en una complejo red de asociaciones (Buchner, 1998). En particular, en la mitocondria ia
Hsp70 vy la Hspé0 interaccionan secuencialmente con los mismos subsiratos (Manning-Krieg et dl.,
1991). De igual manera en E. colfi, las proteinas substrato primero se unen al complejo Dnak v
Dnal. para posteriormente con la participacién de GrpE, ser fransferidas a GroEL/GroES {Langer
et al., 1992b}. Adicionalimente a lo anterior, se ha demostrado que en sisternas eucariontes a
medida que la proteina va saliendo del ribosoma, interactia secuencialmente con Hsp70. Hsp40
fel homélogo de DnaK} y finalmente con la chaperonina del citoplasma eucarionte TRIC
{Frydman et al., 1994; Frydman & Harll 1996).

En el espacio interior de la chaperonina, parece que se puede acomodar una proteina giobular
de hasta 90 kDa [ Ellis, 1993). A este respecto, un problema no resuelto se refiere a la cuestion de
cémo una proteina de mayor peso molecular podria enfrar en esta cavidad central (Hardl 1996).
Recientemente un estudio de inmuno-microscopia electrénica indica que si bien el 80-85% de la
chaperonina mitocondrial de momiferos se localiza justamente en las mitocondrias: el 1520 %

restante se localiza en sitios discretos extra-mitocondriales. Estos sitios incluyen algunos proximos a
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la membrana exterﬁo de las - mitocondrias, perc también se localizan cerca del retficulo
endoplasmico, la superficie celular, vesiculas no identificadas y en peroxisomas. Experimentos de
inmunoprecipitacién muestran que.en condiciones nomales estos foci, no comesponden al
precursor sin procesar de Hspé0. De hecho cuando se bloquea e! importe a las mitocondrias con
el ionéforo nonacting, solo se puede detectar el precursor, sugiriendo que Hspé0 tendria que ser
importada a la mitocondria, ser procesada y después regresar a estos otros sitios. Estos estudios
plantean interesantes preguntas acerca del posible papel de Hspél en sitios extra-mitocondriales

{Soltys & Gupta 1994).

2Cudles son los substratos fisiolégicos de las chaperoninas?

Si bien el intervale de substratos que han sido ensayados in vitro es relativamente limitado, por el
otro lado hay mucha evidencia experimental que indica que el rango de proteinas que
intércccionon o requieren de chaperoninas es muy amplio. En primér lugar, se sabe que los
productos polipeptidicos codificados por groEL y groEs, son esenciales para la viabilidad celular y
son requeridos para el crecimiento a todas ias temperaturas. Mutantes en los que se han
suprimido esfds genes no son viables {Fayet et al., 1989). Asimismo se ha demostrado que ia
amplificacion y/o sobreexpesion de groEl/groES, suprime va seq el_ efecto de mutantes
termosensibles particulares ([dnaA46 / implicado en el irﬁcio de la replicacion en orC). asi como
de miHiples productos polipeptidicos, lo cual sugiere un papel general de esfos; chaperoninas en
las vias de plegamiento (Fayet et al., 1986; Van Dyk ef al., 1989). Por su lado. se ha demostrado
que la Hspéd mitocondrial es esencial parg el ensamblaje de proteinas qUe son importadas a las
mitocondrias de levadura (Cheng et al., 1989). También hay trabajos de que las proteinas que
son importadas al cloroplasto requieren cpné0 (Lubben ef al., 1989). Este tipo de evidencia ha
tevado ha considerar que las chaperoninas son promiscuds y que iﬁ vivo obligcforicménfe
muchas proteinas las requieren aun en circunstancias donde no hay siress ni sobreexpresién
[Viitanen et al., 1992b). No obstante lo anterior, no es totalmente claro gué significa "muchas
proteinas”, ni que tanto se deben generalizar este fipo de conceptos. Dicho de otro modo no
estd totalmente estabiecido qué proporcién de proteinas interactian necesariomente con las
chaperoninas {Harll 19%84). AUn mds, la rodanasa es uno de los substraios fradicionales en los
ensayos in vifro de plegamiento asistido por chaperoninas, sin embarge se han reportado
protocolos de plegamiento con una recuperacién mayor del 80% en ausencia de chaperonina
(Mendoza ef al., 1991). '

En la siguiente seccidn que sigue quisiera occ?for y delinear algunas ideas que me parecen

relevantes al respecto del plegamiento asistido por las chaperoninas.
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A veces en los expeﬁhentos de plegamiento in vifro, una chaperonina particular puede mostrar
diferencias con respecto a substratos diferentes (Marin et al.. 1993a; Mayhew ef al., 1994);
inclusive a veces no se logra plegar a una proteina desnaturalizada. Por ejemplo, ni GroEL, ni
cpné0 mitocondrial son capaces de asistir en el plegamiento de f-actina ni a-tubulina ([ambas
proteinas se localizan en el citoplasma de células eucariontes donde interactoan con la
chaperonina citoplasmatica, vide infra). Ambas proteinas son unidas v liberadas en ciclos por
GroEL/mepné0, pero no se produce proteina nativa como producto final (Tlan et al., 1995b}. Una
conclusidn obvia de estos resultados es que fa estructura de las proteinas y la r;noquinoric de
plegamiento han co-evolucionado de tal manera que las chaperoninas muestran preferencias y
parficularidades dependiendo del organismo o del compartimento celular (Hartl 1994).

Por ofro lado. un estudio reciente del grupo de Arthur L. Horwich, quien usé una mutacidén
termosensible para apagar la produccidn de GroEL in vivo, concluye que un minimo de 30% de
las proteinas solubles en E, coli requieren GroEl para plegarse comectamenté en condiciones de
heat-shock. En general, en estos experimentos al pasar las células a la terhperoturci no-permisiva,
la tasa global de sintesis de proteinas disminuye (como yo habia sido descrito], pero en pcrticul_c:r
usando geles bidimensionales, se observa que algunas proteinas si bien son traducidas no
alcanzan su conformacién nativa y forman agregados insolubles {Horwich ef al., 1993). Se puede
enfatizar entonces que un importante grupo de protfeinas necesitan de GroEL. En este sentido, los
resultados del grupo de Horwich a grosso modo, concuerdan con otras observaciones in vitro
que indican que aproximadamente el 50% de las proteinas solubles de E. coli se unen a GroEL
después de diluir el agente desnaturalizante {Viltanen et al., 1992). Pero la ofra cara de la
moneda estd en que ambos resultados también indican, que entre el 50 y el 70% de las proteinas
de E. coli, no requieren ia ayuda de Grokl. Un caso particular es el que la p-galactosidasa no se
ve afectada ni en su actividad especifica, ni en su solubilidad (Horwich ef al.,“|993). Asi una
inferpretobién colateral seria que muchos mds polipéptidos o bien utilizan asistencia de otras
chaperonas moleculares como Hsp90, Hsp70, sHsps; o bien logran adquirr su conformacién
nativa de una manera espontaneaq. Respecto al primer punto, efectivamente se sabe que las
chaperonas moleculares legan a ser hasta cierto punte intercambiables e inclusive dispensables
{Buchner 1996; Bardwell & Cralg 1988). Respecto al segundo punto, desde luego la posibilidad de
gue algunas proteinas no requieran de asistencia in vivo para plegarse ha sido considerada {Elis
1990b; Todd ef al., 1996; Walter ef al., 1994; Welssman ef al.,, 1994). Al respecto se ha reportado
que no todas las proteinas desnaturalizadas cuande son micro-inyectadas, son capaces de
disparar la respuesta de stress (Mifflin & Cohen 1994). Pero aun asi la pregunta subsiste zen
concreto cuéntas proteinas realmente requieren chcperoninos‘ pora plegarse in vivo®

Recientemente George H. Lorimer ha sugerido una respuesta concreta (Lorimer 19%94b). De
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manera independiente, supongo, John Ellis v Frdnz Ulrich Hartl han flegado a conclusiones
similares (Ellis & Harll 1994). El razonamiento es como sigue. En lo general tenemos una idea
razonable de la complejidad interior de una célula bacteriana como Escherichia coli {Goodsnell
1991). Considerando 1.56 x 1073 g de proteina por célula, y suponiendo un peso molecular
promedio de 40,000 daltones; entonces podemos considerar que en promedio en el inferior de E.
coli debe de haber alrededor de 2.35 x 104 cadenas polipeptidicas. Sabiendo el tiempo de
duplicacion (40 minutos), se puede calcular la tasa minima de sintesis de proteinas que
comresponderia a alrededor de 60,000 cadenas polipeptidicas por minuto por célula. Inclusive
podriagmos calcular con estas cifras que en promedio cada uno de los 35,000 ribosomas de E.
coli, sintetiza un polipéptido cada 35 segundos, que comesponde a aquellos reportes de Howard
Dintzis referentes a que en cada ribosoma se incorporan en lo cadena polipeptidica 10
aminodcidos por segundo. Pero el punto realmente relevante es que cada 35 segundos salen de
los ribosomas 35,000 nuevas cadenas polipeptidicas que deben plegarse comrectamente, vy este
proceso continGa durante la fase de crecimiento exponencial, para que al final de cada ciclo
celular deberdn haber sido sintetizadas v plegadas mas de dos millones de cadenas
polipeptidicas. La pregunta que se hace Lorimer es zexiste suficiente GroEL/GroES en ia célula
para contender con esta profusién de sintesis de proteinas? La respuesta concreta, directa es: no,
no hay chaperonina que alcance para esta tasa de plegamiento, Pero creo que vale la pena
abordar un poco sobre €l enfoque de Lorimer. | '

Para tener una respuesta a su pregunta; de hecho para que el plantear la pregunta sea posible:
Lorimer tuvo que reunir una cantidad de datos dispersos en la literatura, que han sido obtenidos
pacientemente por una gran cantidad de investigadores. Estos no son datos espectaculares
(como calcular el volumen celular o la concentracién de macromoléculas vy agua), pero son
resultados especificos que al irse juntando pueden dar una visién mucho mas amplia. Un pun’rb
de vista que a menudo pasa desapercibido, es que actualimente la biclogia molecular continda
siendo una disciplina principalmente descriptiva {(Maddox 1994b}. Por ejemplo es claro que los
varios proyectos de secuenciacion de genomas completos pretenden en esencia tener la lista de
genes y su secuencia de nucledtidos (Oslon, 1995). Claramente, por si mismo este catdlogo no
nos va a decir nada acerca de ia légica molecular de funcionamiento de un sistema biolégico.
Cada vez que se reporta la secuencia de un nuevo 'genoma la impresidén que le queda a uno es
de atibotramiento. Es claro que hoy por hay, cientos de miles o millones de pares de bases son
simplemente indigeribles {Short, 1995). Para tener una idea de la magnitud de los proyectos de
secuenciacion, el catdlogo de genes se ha comparado con la tabla periédica de los elementos
i. €. 100, 000 genes en el humano vs. 100 elementos en lo tabla {Lander, i996]. No obstante el

aparente estado de confusidn que actualmente nos pueda parecer que se deriva de estos
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proyectos, es claro que si queremos movemos hacia ia siguiente etapa del conocimiento, vamos
a tener que irtentar asimilar los datos y enconfrar nuevas formas de visualizar los genomas. El
momento actual, es el momento previo a una posible sintesis e integracién del conocimiento que
tenemos de los sistemas bioldgicos a nivel molecular, que va a cambiar radicalmente nuesira
forma de ver la vida. Desde luego el saber totalmente la secuencia de los 4,000 genes de E. coli o
de los 100, 000 genes del humano no nos va a decir qué es un hombre, ni siquiera queé es una
bacteria. Pero ya se anticipa que este conocimiento va a tener un impacto notable no solo en la
ciencia sino en nuestra vida cotidiana. Actuaimente estamos apenas comenzando q olfatear en
las listas de genes, ya se anficipa que no pasard mucho tiempo antes de que comencemos a
extraer conclusiones mas generales (Maddox, 1994b). Por ejemplo, aunque en realidad no esté
secuenciado ni el 5% de genoma humano, ya se anuncia que "alegremente" nos dirigimos a la
era postgendédmica (Nowak, 1995). Desde luego, no ha pasado desapercibido el hecho de que

las proteinas son los efeciores leleondmicos de la economia celular {Monod, 1971) vy que si
queremos entender a los genomas necesitamos entender al "proteoma”; queriendo este término
significar las relaciones estructurales, funcionales y regulatorias de las proteinas en las celulas
{Kahn, 1998, Lander, 1994). Es cunioso a este respecto, que si bien entendemaos en lo general el
cédigo genético, ain no comprendamos lo que se ha llamado la segunda mitad del cédigo
genético que son precisamente las reglas de plegamiento de los polipéptidos, esto es, cémo es
que la informacién adimensional del gen produce estructuras tridimensionales funcionales que
dan a las proteinas sus propiedades bioldgicas {Ellls & van der Vies, 1991). En concreto, antes de
la gran sintesis, viene la fase descriptiva y de recopilacion de datos. Una analogia podria ser
ilustrativa. Antes de que Darwin pudiera hacer esa gran sintesis conceptual que conocemos
como Ia Teoria General de Evolucidn por Seleccion Natural; Lineo tuvo que producir un sistema
de clasificacion coherente de los arganismos. Dicho de otro modo. El sistema de clasificacion de
Lineo de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas de los seres vivos, constituye un catdlogo
ordenade de la complejidad bioldgica que fue fundamental para que Darwin pudiera extraer
conclusiones mucho mas amplias v generales (Darwin 1872) . Linec demarcd las caracteristicas
de los individuos a nivel especifico, Darwin trascendio este nivel y percibié, gue io importante en
lo evolucidon es la poblacién {Jacob 1970). En esfe sentido, Darwin se anticipd inclusive a
Boltzman, Maxwell y Gibbs al incorporar conceptos que abarcan grandes nimeros. Cuando
pensamos que el bidlogo molecular modemo no puede dejar de considerar la ley de accidn de
masas, qungue a veces no sea sencilio hacerlo [Maddox 1994b). irmnplicitamente se estd rindiendo
un tibuto al raciocinio de Darwin. Si aislamos y caracterizamos moléculas sin considerar su
entomo fisico real estamos limitando nuestra perspectiva. Tanto a nivel evolutivo como a nivel

molecular, cantidades especificas de individuos o meléculas logran que eventos allamente
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improbables ocurran con certeza, o como elegantemente lo dijera el gran Jacques Monod: del
azar surge ia necesidad {Monod, 1971). Regresando al planteamiento inicial, Sydney Brenner ha
enfatizado que actualmente la biologia molecular ha regresado a la vieja tradicién cientifica de
observacion, medicién y cuantificacién; una ganancia en su opinién. Brenner opina que aquellos
que quieren saberlo todo acerca de una sola cosa, deben ser comprensivos con aquellos que
quieren aprender un poco de fendmenos més generales y cierftamente antes de los experimentos
cruciales, de las grandes integraciones, estén los catdlogos, los datos concretos, las medidas y
cuantificaciones (Brenner, 1992). No es necesaric ser demasiado rebuscado, un manejo sencillo
de los datos puede llegar a revelar mucho mds de o que se piensa. Ese es justamente el enfoque
de Lorimer.

Hablendo calculado la tasa de sintesis de proteinas, Lorimer ufilizando datos de la literatura,
calcula la cantidad de GroEL en la célula bacteriana. Se sabe a grosso modo que E. coli,
contiene 1,35 vy 0.24% de GroEL y GroES respectivamente respecto a la proteina total. Durante el
stress caldrico GroEL puede llegar a constituir hasta el 15% de |a proteina total [Lindquist, 1986).
Sabiendo el peso molecular de los mondomeros vy su ensamblaje en oligdmeros, se puede calcular
que en E. coli durante ia fase de crecimiento exponencial existen .1.580 parficuvias de GroElis y
3,072 de GroES». La razén de la presencia de aproximadamente el doble de oligdmeros de GroES
es posiblemente una consecuencia de que ambos genes se encueniran en un operdn
pclicisirénico (Tily et al., 1981). Por otfro lado. se ha sugerido que esta asimetria de
concentraciones podria dar apoyo a la propuesta de que el intermediario funcional de la
chaperonina es la estructura simétrica con dos moléculas de GroES asociadas a los extremos de
GroklL, vide supra (Lorimer 1994). Sin embargo. un punto de vista alternativo seria que, dado que
GroES se asocia y disocia de GroEL durante los ciclos de plegamiento, justomente se esperaria
que su concentracion fuera mayor para facilitar el encuentro por difusion del heptamero y del
decatetrdmero. Ahora, promediando las tasas de plegamiento asistido por chaperonings, Lorimer
calcula que a 37 °C éstas van de 0.07 min-', a 1.05 min-. Aun considerando la tasa mds rapida y
multiplicando por el nUmero de moléculas de GroEl. se concluye que a o sumo se podrian
plegar 1,660 cadenas polipeptidicas por minuto, por célula, o sea 36 veces menos que la tasa
minima de produccién de cadenas polipepfidicas. Dicho de otro modo, la chaperonina de E.
coli, solo es responsable del plegamiento de una pequefia proporcién (2-5%). del total de
proteinas en la célula {Lorimer, 1994b). Como se indicé anteriormente Ellis y Hartl, utilizando
cdlculos similares concluyen que GroEL. alcanza para asistir al plegamiento del 7.5% del total de
polipéptidos {Ellis & Hartl 1994). Estos resultados sugieren entonces que o bien muchas proteinas
alcanzan su conformacion nativa de manera espontdnea en ausencio de sfress o bien son

asistidas por otras chaperonas moleculares (Loimer 1994b; Elils & Harll 1994; Buchner, 1994).
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Entonces el hecho de que las chaperoninas puedan asistir al plegcmienfo'de substratos proteicos
in vitro, no necesoricmenie prueba que tal o cual proteina es su substrato in vivo, vy entonces
aparece kchorc: un punto de vista algo ceontrastante con la supuesta promiscuidad de las
chaperoninas: el 90-95% de las proteinas de E. coli normalmente no necesitan a GrokEL (Lorimer,
1994b). Por supuesto en condiciones de stress, donde se incrementa la tasa de sintesis de GroEL vy
disminuye la tasa global de sintesis de proteinas (Horwich et al., 1993). el papel de la chaperonina
debe ser mds relevante y de hecho esto explicaria su promiscuidad. Sin embargo. es curioso que
en Drosophila la Hspé0 no se comporte como una proteina clasica de siress calérico (Lakhotia &
Singh 1996). En apoyo a este rango de substratos mds limitade de las chaperoninas,
recientemente se ha reportado que el sistema de chaperonina no es esencial para el
plegamiento de todas las proteinas que son importadas a las mitocondrias de la levadura
(Rospert et al., 1994). Como seq, vemos que actualmente el péndulo estd oscilando de la
hipdtesis de que las chaperoninas interactian con una gran canfidad de substrates, a un
enfoque que circunscribe mas a los polipéptidos que in vivo requieren chaperoninas. Pero aun
asi, hay dos aspecios que no pueden ser minimizados: d) la presencia universal de homdlogos de
GroEl a lo largo de la escala filogenética que habla de su papel fundamental e indispensable
{Zeilstra-Ryalls, ef al., 1991; Gupta 1995) v b) el hecho de que groEl/groES sean indispensables a
. todas las temperaturas y gue mutaciones en estos genes no son viables (Fayet ef al., 1989). A este
respecto, Lorimer calcula que si E. coli contiene alrededor de 1,860 proteinas diferentes el 4% de
éstas equivalen a aproximadaomente 74 proteinas. Si todas éstas, son absolutamente
dependientes de Grofl poara alcanzar su conformclcic')n natfiva, entonces la delecion de
groEL/groES seria el equivalente de simultGneamente suprimir los genes de asas 74 proteinas. Si
solo uno de estos codificara un producto polipeptidico esenciatl para la sobrevivencia de la
célula, se enfenderia por que el efecto de deletar a groEL/groES es ietal (Lorimer 1996b). A este
respecto, utilizando una estrategia de mutagénesis por insercidon al azar, se ha estimado que la
frecuencio de productos génicos esenciales en Bacillus subtilis [cuyo genoma es de tamafo
similar al de E. cofi), es de aproximadamente 7-8% (6:79). Estos genes mapean a todo io largo del
genoma de esta bacteria y algunos como dnaA, dnaB y rpoD.  han sido identificados (taya
1995). Desde luego esta coincidencia de cifras, no implica que justamente esos genes esenciales
sean los mismos que requieren a GroEl para plegarse; pero refuerza la idea de gue al menos
algunos de los productos polipeptidicos que requieren a la chaperonina podrian ser esenciales
[lorimer 1994b). Una conclusidn de los experimentos amiba descritos es que el tamano minimo
para discriminar entre lo vive y lo no vivo se ubica entre 318-562 kpb de tamafo de genoma
{taya 1995). En este respecto, el mayor tamafio de genoma reportado para un virus es de 370

kbp (taya 1995} vy el de Mycoplasma genitalium, reportado como el genoma mdas pequeno para
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un organismo de vida libre es de 580 kbp (Fraser et al., 1995). Mycoplasma tiene homdlogos de

dnaK, dnal, greE y groEL/ES.
Aspectos particulares de las chaperoninas en plantas (vegetales).

Como se describié antes la chaperonina RuSBP (cpné0). fue la gue pemitid desarrcllar a
profundidad el concepto de chaperona molecular (Gatenby & Ellis, 1990). Cuando esta proteina
plastidica es purficada a homogeneidad vy cnclizc:dd en geles desngturalizantes de
poliacriiamida se pueden resolver dos polipéptidos de movilidad muy similar que han sido
denominados cpné0-a y cpné0-p (Hemmingsen & Eilis, 1984: Musgrove ef al., 1987). No hay
evidencia de que este tipo de "subunidades" se encuentren ni en eubacterias, ni en mitocondrias
{Gatenby & Eiis, 1990. En los pldstidos estas llamadas subunidades ay B se encueniran en
concentraciones equivalentes y fienen enfre si alrededor del 50% de identfidad a nivel de
aminodcidos: esto es no son mucho mds similares entre si, de lo que lo son a GreEL (Musgrove ef
al., 1987; Mariel, et al., 1990). Sorprendentemente no se sabe si 10s polipéptidos a vy B. se localizan
en el mismo o en diferentes tetradecdmeros i. e. no se sabe si la chaperonina del plastido forma
homo o hétero oligdmeros con estas subunidades, ni si cada uno de los péptlidos forma un
heptdmero, ni si existen oligbmeros que tuvieran diferente cantidad de o v  {Viitanen et al.,
1995). Los genes de las cpnél-w v la cpné0-f de Brassica napus, han sido clonadas y expresadas
en E. coli tanto juntos como de manerg individual. Desafortunadamente, los niveles de expresion
en estos estudios fueron bajos ademds de que las proteinas recombinantes formaron particulas
mixtas con la GfoEL enddgena. A pesar de lo anterior se pudo concluir que para que o pueda
incorporarse en tetradecdameros se requiere ia expresion de las subunidades p, mientras que esta
Ultima se ensambla en oligdémeros sin requerir de a. Interesaniemente en estos estudios, las
bacterias mostraron uﬁ crecimiento anormal, ademds de que ia sobre-expresion no regulada de
la chaperoning de B. napus fue letal para E. coli (Cloney, et al., 1992q; Cloney ef al.; 1992b; Wu et
al., 1993). Un efecto similar ha sido observado cuando se expresa la cpné0-p de Arabidopsis en E.
coli (Valdés-Lépez, observacién ne publicada). Se sabe que ocasionalmente la expresidon de
genes eucariontes en E. coli puede tener efectos toxicos para la bacteria (Herskowitz 1987). Sin
embargo. dada la similitud estructural v funcional de las chcpe(onincs éste es un resultado
inesperado. Como explicacion se ha propuesto que la expresidn de las chaperoninas vegetales
perturban las funciones normales de GroEL, o que interfieren con algun papel regulatorio sob_re el
regulén de heat shock (Wu et al., 1993). Asimismo, en lo que considero un intento desesperado, se
ha reportado la co-expresic’an.de los genes de cpnél o y/o B. la co-chaperoning del plastido (el

homdlogo de GroES) vy las subunidades | y § de la Rubisco de trigo. El resultade: nada se
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ensambla comectamente {Cloney ef al., 1993). Por el otro lado’ de lo moneda, plantas
transgénicas de tabaco que expresan e importan a GroElL recombinante al cloroplasto, no
muesiran diferencias ni de crecimiento ni de desarollo respecto a los coniroles y aparentemente
se ensambla alge de GroELis comectamente, ademdas de moléculas mixtas (Wu, ef al., 1993).
Asimismo, se han reportado efectos pleiotrépicos en plantas transgénicas que expréscn niveles
altos o bajos de cpné0-p (Zabaleta ef al., 1994b; Vitanen ef al., 1995). Curiosamente, se ha
reportado que la expresién en E. coli de la Hspé0 mitocondrial de Homo sapiens resulia en el
ensamblaje correcto del anillo homo-heptameérico funcional de esta chaperonina, sin que se
reporte toxicidad en la célula bacteriana (Singh & Gupta, 1992). Asi, posiblemente los resultados
anteriores pudieran reflejar aigo de la divergencia evolutiva de esta familia de proteinas. Hace
tiempo que utilizando secuencias de genes y proteinas, se ha propueste que tanto mitocondrias
como cloroplastos se derivaron de procariontes particulares (Schwatriz & Dayhoff, 1978). En este
sentido, claramente, las Hspé0 de mitocondria forman un grupe taxonémico que las agrupa con
las chaperoninas de las o-protecbacterias {subdivision o de las bacterias pOrpuras Gram-
negativas} . mientras que las cpné0 de cloroplastos de piantas y algas rojas se agrupan con
aquellas de cianobacterias, lo que éugiere un origen evolutivo comin en ambos casos (Viale &
Arakaki, 1994; Gupta 1995).

O’rrol caracteristica particular de las chaperoninas en plantas supericres, es que solo se inducen
moderadamente por calor (Zabaleta et al., 1994a; Viltanen ef al., 1995). Sin embargo. en el aiga
unicelular Chilamydomonas reinhordtii, tanto cpnél-a, como cpné0-f, se sobreinducen entre 10y
30 veces paor efecto del calor (Thomson ef al., 1995).

" A diferencia de bacterias y mitocondrias, en cloroplastos, la co-chaperonina cpnl0 (homdlogo
de GroEl), es del doble de famaio y consiste de dos moléculas cpnl10 que se han fusionado
"cola con cabeza", formandeo un Onico polipéplido de 21 kDa (Berish, et al., 1992). Se ha
propuesto, que esta organizacién binaria podria reflejar alguna adaptacién particular de las
plantas superiores en respuesta a las subunidades o/f de las cpné0 (Villanen el al., 1995). Esta
doble organizacion de la co-chaperonina estd conservada filogenéticamente y se ha
demostrado en hepdticas, musgos, helechos, gimnospermas, monocotiledéneas y dicotiledéneas
{(Baneyx, el al., 1995). Esta co-chaperonina {rebaufizada come cpn2l} expresada ya sed
completa o ambas “mitades” por separado, pueden funcionar correctamente in vivo, en
mutantes de E. coli deficientes de GroES e interactUan con GroEL (Baneyx, ef al., 1995).
Sorprendentemente tanto GroES. como el homébloge mitocondrial son a su vez compatibles con
cpnél de pidstido in vilro (Viitanen, ef al., 1995). Complicando un poco el panorama, se ha
descrito que Grokl funciona bien con cpnt0 mitocondrial ademds de cpn2l y desde luego con

GroES (Vitanen et al.,, 1995). Sin embargo. ofro reporte concluye que in vifro, usando a GroEL
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como chaperonina los dominios aislados de cpn2i sbn incapaces de ayudar como co-
chaperoninas (Bertsch & Soll 1995). Por su lado, la cpné0 de mitocondria de mamifero requiere
estrictamente a la co-chaperonina de origen mitocondrial (Vitanen et al., 1992a). pero la cpné0
de mitocondria de levadura no puede funcionar con GroES, pero es parcialmente compatible
con cpn?2! de plantas. Se ha propuesto que este efecto posiblemente seric mediado por la mitad
de cpn2| que se pareciera mas a ia cpnl0 mitocondrial {Vitanen et al., 1995). Recientemente,
usando anticuerpos contra cpné0 se ha encontrado que a diferencia del ésirorﬁc en los
cloroplastos, en el lumen de los filacoides se encuentra una sola isoforma de cpnél v que cpnl
es de tamafio “normal” {Schlicher & Soll 1994}. ..

Por Ultimo cabria mencionar que en las mitocondrias de plantas se localiza una chaperonina
similar a las encontradas en los mitocondrias de animales (Prasad & Hallberg 1989, Prasad &
Steward 1992; Cloney ef ai., 1994; Cole et al., 1994; Gupta, 1995)

TRiC (TCP-1 containing Ring Complex).

Para 1990, las chaperoninas habian sido descritas en bacterias, cianobacterias, mitocondrias v
cloroplastos y se habia establecido su papel fundamental para el plegamiento correcto de otros
polipéptidos [Morimoto ef al., 1990). Sin embargo, existia una paradoja. Ninguna de ias
chaperoninas descritas se localizaba en e! citoplasma de céluias eucariontes. Si la funcién de
asistir al plegamiento de otros polipéptidos era universal, el porque no ‘opcrecion en este
compartimento celular era un misterio. Considerando la hipdtesis endosimbidtica para el corigen
de mitlocondrias vy cloroplastos (Margulls, 1970) , parecia como si el fenédmeno fuera
exclusivamente de tipo procarionte. Dicho de otfro modo las chaperoninas citoplasméaticas
brllaban por su ausencia, Justamente en ese ano, Radhey §. Gupta, condujo una busqueda
amplia de similitud usando ios bancos de almacenamiento de secuencias v detectd que habia
algunas proteinas que mostraban alguna similitud con las chaperoninas. En particular reportd
que la mayor similitud era mostrada por una obscura proteina citoplasmdtica compuesta de
mondmeros de 62 kDa, denominada "f complex polypeptide 1" (TCP-1} y propuso que ésta
podria ser la versidn citoplasmatfica de la chaperonina (Gupta, 1990a). En este estudio. se
mostraba qUe si bien la idenfidad a nivel de aminodcidos era extraordinariomente baja {17-20%).
considerando criterios de similitud entre las substituciones, era posible inferir homologia. Utilizando
un enfogue similar John Ellis lego o las mismas conclusiones (Ellis 1990). Si bien estos dos frcbcijos
fueron los primeros que detectaron a las chaperoninas citoplasmaticas, todavia pasaria algin
tiempo antes de la confirmacién exberimenfal.

La proteina TCP-1, habia sido descrita como el producto de un gen codificado en el complejo

del ratén (Willlson et al., 1989). Los cromosemas | son variantes del cromosama 17 del ratén que
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existen de manera natural en las 'poblociones vy que se caracterizan por tener dos grandes
inversiones (Hemrmann ef al., 1987). Esta regién es lamada complejo { y se ha calculado que
incluye alrededor de 100 loci genéticos (lyon ef al., 1988). Ademds del ratén habia sido
demostrado que existian homdlogos de este gen en humanos, Drosophila, y levadura, si bien la
comparacién de las secuencias derivadas de aminodcidos no habian permitido asignar una
funcién a estas proteinas (Willison et al., 1989). Habia sido demostrado que TCP-1 estd asociada a
cambios en la espermatogénesis, expresindose de manera notable en los testiculos dei ratén
adulto y en menor grado en muchos ofros tejidos como la médula dseq, el timo, el cerebro y el
corazén (Willison et al., 1989: Kubota ef al., 1992). Usando anticuerpos monoclonales contra TCP-1
se habia demostrado la presencia de proteina en extractos solubles de chicharos pero no en
cloroplastos o mitocondrias (Ellls 1990a). Curiosamente se reportd también que utilizando sueros
anti-chaperonina (GroEL pero no RuSBP)., se podion visualizar por microscopio elecirénica
polipéptidos citoplasmdaticos en células de hojas y coleoptilos de avena {Grimm et al., 1991). '
Pero el momento clave, vino cuando se clond el gen de la proteina principal de heat-shock
(factor termofilico 55 f TF55), de la arquea termofilica Sulfolobus shibatae (Trent et al., 1991). B
razonamiento detrds de estos estudios fue que se ha sugerido que arquea estd evolutivamente
relacicnada al citosol eucarionte {Woese & Fox 1977; Woese, 1981: Woese ef al., 1990). En
particular, Sulfolobus shibatae habita a 75 °C, pero cuando es combicdc a 85 °C adquiere
termotolerancia y la sintesis de TF55 se sobreinduce notablemente (North 1991). TF55 fue enfonces
purificado, demostrandose por microscopia elecirénica de transmisién de barido que el
complejo nativo forma dos anillos de nueve subunidades cada une, notablemente similares a los
formados por ios chaperoninas clasicas. Asimismo TF5S hidroliza ATP v se asocia a polipéptidos
desnaturalizados. Por ofro lado, utilizando la secuencia parcial de aminodcidos de TF55, se logrd
aislar el gen comespondiente. Sorprendentemente, la secuencia derivada de aminodcidos
mostrd no estar claramente relacionada con las chaperoninas sino tener alta identidod 36-40%
con TCP-1, lo cuadl sugeria fuertemente que esta Ultima efectivamente podria ser la elusiva
chaperonina citoplasmatica (Trent ef al., 1991).

la comprobacion definitiva vino cuande se demostrd que efeclivamente una proteina
homdloga @ TCP-1 organizada en dos anillos toroidales y presente en el citoplasma de células
eucariontes, tenia la capocidad de asistir en el plegamiento de las pro.ieinos citoplasmdaticas
actina, tubulina y centracting, fddcs relacionadas con el citloesqueleto {Gao ef al., 1992; Yaffe et *
al., 1992; Melki ef al., 1993). En este senfido, utilizando microscopia electrénica se ha demostrado
que al igual que en GroEL la proteina substrato se localiza en la concavidad central de TRIC
(Marco el al., 1994). interesantemente, se reportd que TCP-1, formaba un compleje oligomérico

de B00-950 kDa que conlenia ademds, de cuatro a seis polipéptidos adicionales (con pesos
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moleculares individuales entre 53-72 kDa) y posiblemente dos molécuias de Hsp70, de tal manera
que a pesar de las similitudes con cpné0, este complejo tenia caracteristicas Unicas (Lewis ef al.,
1992). Este aspecto comenzdé a aclararse cuando se determind la secuencia parcial de
aminodcidos de algunas de estas otras proteinas. Todas mostraron una aita identidad (40-60%)
con la propia TCP-1, proponiéndose entonces que estaban codificadas por una nueva familia
multigénica (Frydman et al., 1992). Es en este frabajo cuando se acuia el término TRIC (TCP-1 Ring
Complex) (Frydman ef al., 1992). Posteriormente también se ha usado el término “Chaperonin
Containing TCP-1 / CCT" {Kubota et al., 1994). Aigunos autores para . distinguir a los grupos de
chaperoninas las han clasificado como chaperoninas de grupe | o clésicas (GroEL/Hspé0/cpnél)
y chaperoninas del grupo Il o citoplasmaticas (TCP-1/CCT/TRIC) (Hemmingsen 1992; Kubota et al.,
1995). Este mismo grupo (Kubota et al., 1994) . logrd la clonacidn y secuenciacion de seis de los
nueve genes del ratdn. Las secuencias tienen entre si de 25-36% de identidad, incluyendo a TCP-1
y 27-39% de identidad con TF55. Se propuso entonces, en base a esta divergencia, que CCT
llevaria a cabo funciones mas complejas requeridas para el ensamblaje de distintas proteinas del
citoplasma evucarionte (Kubota et al.,, 1994). Este optimista punto de vista se veia reforzado por
reportes de que TRIC pemitia el plegamiento de luciferasa y tubulina (Frydman et al., 1992): los
reportes dé que habia variacion tejido especifica en las subunidades  {Kubota ef 4., 1994}; ia
clonacién de genes homdlogos en Arabidopsis (Mol ef al.,, 1992} v la propuesta de que esta
chaperonina estaba involucrada en ia biogénesis del fitocromo en células vegetales (Mummen,
et al., 1993). Este Ultimo reporte fue posteriormente retirado (Mummert, ef al., 1994) al clonarse el
gen de la supuesta chaperonina y demostrarse que en redlidad correspondia a p-glucosidasa
(Gus-Mayer et al., 1994). Curiosamente se infformé que GroEL si es capaz de promover la
renaturalizacién y la formacion de oligébmeros funcionales del fitocromo in vifro (Gimm ef al.,
1993).

Sin embargo, si bien algunos reportes sugieren que TRIC pudiera estar involucrada en el
plegamiento de algunos polipéptidos adicionales, ia mayor parte de la evidencia sugiere
fuertemente que TRIC "chaperoneq" particularmente a actina y tubulina (Cralg ef al., 1994;
Kubota ef al., 1995; Tian ef ai., 1995b; Harll 1994). Estos resultados plantean varios problemas. En
primer lugar, si TRIC es una chaperonina especifica, apor qué requiere de tantas subunidades? De
‘hecho se ha especulado que estas moléculas hetero-cligoméricas son desventajosas desde el
punto de vista que la probabilidad de que una mutacién que afectara a alguno de los ocho ©
nueve genes es mayor que en el caso de moléculas homo-oligoméricas (Kubota ef al., 1995).
Inclusive en el caso de arquea ias chaperoninas homdiogas, no parecen tener mds de dos
subunidades (Phipps et dl., 1993; Knapp et al., 1994). Asi, la estructura hetero-oligomérica de TRIC

debe de tener importantes ventajas, aunque por el momento no estd clare cuales serian éstas; si
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bien la estructura de subunidades diferentes parece estar conservada desde ciliodos vy
protozoarios hasta mamiferos (Kubota et al., 1995). Podria ser que actina y tubulina fueran
proteinas especiales dado que constantemente se ensamblan y desensamblan dentro de ia
dindmica constante de combio del citcesqueleto {Solomon 1991). Dado gque mutantes
termosensibles en los genes que codifican las diferente subunidades de TRIC aofectan
fenotipicamente a actina y tubuling, se ha propuesto que evolutivamente TRiC se ha encargado
de contender con subsiratos problematicos como estas proteinas (Kubota et al., 1995). Una
explicaciéon altemativa podria ser que durante el ensamble y desensambie del citoesqueleto
existen multiples oportunidades de interacciones incomectas {dangerous liasons). De hecho se
sabe que actina puede interactuar con mds de 110 proteinas diferentes las cuales regulan vy
modulan su ensambiaje {Sheterdine & Spamow, 1994). De hecho utilizando las cantidades
estimadas de TCP-1 (Lewis ef al., 1992), se puede calcular que en céluias germinales © en células
en cultive hay aproximadamente 2-3 x 105 particulas de TRIC por célula. Esta alta concentracidon
se explicaria justamente en funcién de la dindmica del citoesqueleto. En este sentido una
paradoja seria el aparentemente largo tiempo que TRIC utiliza en su ciclo de plegamiento. Por
elermnplo el tiempo de plegamiento para la luciferasa es de aproximadamente 10 minutos
(Frydman et al., 1992); por su lado actina requiere de 2-3 minutos vy tubuling de 5-10 (Sternlicht ef
al., 1993). Asi, la perspectiva general parece regresar a una paradoja: 3Porqué en el citoplasma
eucarionte ias chaperoninas (TRIC), pcrecen' mostrar esta selectividad hacia proteiﬁas del
citoesqueleto? Ahora bien, por un lado TRIC parece estar invoiucrada en el plegamiento inicial
de actina y tubulina y posiblemente en el de algunas proteinas de los filamentos intermedios.
Pero por el ofro lado otfras chaperonas moleculares (Hsp70, Hsp90 ¥ Hspé?) estan involucradas en
el ensamble y desensamble v/o en la proteccién al heat shock de los centrosomas, microtdbulos,
microfilamentos y filamentos intermedios (llang & MacRae, 1997). Dicho de otro modo, los
requisitos particulares de asistentes del plegamiento de los proteinas del citoesqueleto son
notablemente complejos vy apenas comienzon o aparecer algunos resultados tendientes o
esclarecer estas complejas interacciones.

Curiosamente, la posibilidad de que las chcperohinc:s estuvieran involucradas en el ensamble de
citoesqueleto ya habia sido postulada. La diferencia, es que se habia pensado en un mecanismo
que implicaria a las chaperoninas mitocondriales y se proponia que tubuling vy acting entrarian a
la mitocondria interactuarian con la Hspé0 de este organelo y saldrian at citoplasma a formar los
microtCbulos y los microfiamentos (Gupta 1990b). Esta propuesta no ha tenido apoyos
experimentales posteriores.

Desde luego lo anterior, no excluye la posibilidad de que TRIC participe en el plegamiento de

otfros polipéptidos del citosol ya que ha sido demeostrado que a diferencia de GroEl, TRIC
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interactia vy asiste al plegamiento de polipéptidos a medida que estos van emergiendo del
ribosoma in vitro (Frydman et al., 1994). Es curioso que dentro de las pocas protfeinas para las que
se ha demostrade 1a porﬁcipoéién de TRIC, se encuentra la proteina de la capside del virys de @
hepatitis B ( i.lngappa et al., 1994}, A este respecto es interesante gue se ha reportado que el gen
de TCP-1. no es inducible por calor (Kubota ef al., 1995). mientras que TF55 {termosoma) de
arqueaq si o es (Trent ef al., 1991; Phipps ef al.. 1993). Asimismo, es posible que en arquea, ei
termosoma participe en el plegamiento de otros polipéptidos ya que se ha demostrado que el
homélogo de Sulfclobus solfataricus previene la inactivacién ireversible a 70-90 °C de varias
enzimas termofilicas y mesofilicas in vifro (Guagllardi et al., 1994). Sin embargo. es posible que en
arquea TF55 también participe en el plegamiento de posibles proteinas del “citoesqueleto”. En
este sentido FisZ, el supuestc homélogo procarionte de tubulina ha sido localizado en el genoma
de Methanococcus jannaschii (Bult ef al., 1994). AUn mdés, el homdlogo de Fis2, de la arquea
extremd&fila Halobacterium salinarium. muestra mayor similitud hacia las tubulinas eucariontes que
con los homdlogos eubacterinancs (Margolin et al., 1998). Por el otro lado, en arquea no se ha
localizado el gen que codificaria para FisA (Bult et al., 1998). Esta proteina, aungue tiene un bajo
nivel de expresién, es esencial para la division celular en E, coli y se ha hipotetizado que seria el
equivalente de actina en procariontes (Sanchez ef al., 1994)'. Como fue discutido mds amiba, la
supuesta relacién estructural entre esta p}oteino, Hsp70, hexoquinasas y actina [Bork ef al., 1992},
en el mejor de los casos representaria un caso de convergencia, no de divergencia y ademds
como se dijo no aparece en el genoma de M. jannaschii. Interesantemente, se ha propuesto que
en arquea el “citoesqueleto” podria estar constituido por su propia chaperoning, ya que ha sido
visualizado por microscopia efectrénica que tanto in vivo, como in vilro se forman filamentos de
chaperonina (Trent, et al., 1997).

Por Ultimo, parece que ni TRIC, ni el termosoma de arquea requieran co-chaperoninas similares a
GroES. A este respecto se ha reportado que dos factores [cofactores A y B, pueden estimuiar el
plegamiento de tubuling, pero no de actina in vitro (Gao ef al., 1993). €l cofactor A actia como
dimero, pero al igual que GroES, modula la actfividad de ATPasa de la chaperonina
citoplasmdatica. Sin embargo, la secuencia de aminodcidos derivada de la clona de cDNA,
define un polipéptido de 13 kDa. sin ninguna homologia discemible nt a GroES, ni a ninguna otra
secuencia reportada (Gc|6 ef di., 1994). Es interesante que la proteina Gp23 de la cdpside del
fago T4, que interactua con GroElL, no requiere de GroES. En vez de ésta, su ensamblgje comecto
requiere de la proteina Gp31, codificada por el genoma de T4. Esta proteina no tiene similitud
con GroES, pero puede substituirla en el ensamblaje de T5 y 4 in vivo, asi como participar en el
ensamblaje asisfido por GroEL, in vifro e in vivo de Rubisco de cianobacteria (iran der Vies et al.,

1994). En el caso del termosoma de Pyrodictivum occultum visuglizado por microscopia
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elecirénica, se ha observado que en el sitic donde deberia aparecer la apertura en los anillos se
observa una masa que parece ocultar dicha apertura. Se ha sugerido como una alternativa que
en este termosoma, los equivalentes de GroEL/GroES.. se encuenfran integrados en un solo
polipéptido (Phipps et al., 1993). A esie respecto, recientemente se ha reportado una cierta
similitud entre los -aminodcidos 314-431 de GroEl de E. coli y GroES de Bacillus sublilis (Gupta
1995). La regidn de sobrelape de 94 residuos muesira 31 identidades, mds 19 substituciones
conservativas. Anteriormente, otro reporte demostraba similitud entre cpn1Q y cpné0. Sin
embargo en este caso la zona de sobrelape comespondia a los aminodcidos 114-234 de cpné0
(Martell et al., 1990). Desde luego una posibilidad que explicaria estos resultados, seria que
efectivamente hubiera dos regiones en la chapercning 460 que tuvieran similifud con -
cpn10/GroES. Sin embargo, si esto fuera cierto, un alineamiento de cpné0/GroEL contra si misma,
deberia mostrar una duplicacién interna, cosa que no se detecta (Valdés-léperz resultados no
publicados). Ademds, si cualquiera de las dos regiones de GrokL que supuestamente muestran .
similitud de secuencia con GroES fueran realmente significativas, se esperaria poder detectar
similitud estructural. Justamente, al comparar de manera sencilla las estructuras secundarias y
tidimensionales de los mondmeros respectivos no se obse_rvo ninguna similitud, GroES
topolégicamente corresponde a un bamil de fipo B irreguiar i e. conliene exclusivamente
regiones en p-conformacién {Hunt ef al., 1994). Por el ofro lado. a nivel de esfructura secundaria,
las dos supuestas regiones de sobrelape de GroEL presentan: a-hélice seguida en el primer caso
(hacia el lado amino) y altemada en el segundo (hacia el lado del carboxilo) de f-conformacion
(Bralg et al 1994). Desde luego en ambos casos, es posible hacer un alineamiente que haga
coincidir algunas regiones de p-conformacién en los dos transectos e inclusive percibir aiguna
tendencia de similitud de tres o cuafro aminodcidos en un segmento particular. Pero en lo
- general, a nivel de estructura secundariaq, la coincidencia parece ser mas bien casual. A nivel de
estructura terciaria, la similitud es todavia menos probable. Curiosamente, en ambos casos, las
regiones de supuesto sobrelape se localizan principalmente en el dominio intermedio de GroEL.
En el primer caso (aminodcidos 114-234 de GroEL), la regidon de sobrelape se inicia al final del
dominio ecuatorial, pasa ol dominio intermedio y supuestamente terminaria al inicio del dominio
apical. En el segundo caso (314-431), la regién de sobrelape se iniciaria al final del dominio
apical, pasaria al intermedio y terminaria al inicio del dominio ecuatorial, Dicho de ofro médo, en
el caso de GroEl, ambos transectos estan localizados en dominios separados. mientras que la
cadena polipeptidica en GroES se organiza en una sola estructura globular. Asimismo, una
inspeccion visual de los pc:rés esterecscépicos de ambas proteinas en relaciéon c- la direccion gue
sigue la cadena polipeptidica, no indica ningun ‘parecido gue no sea incidental (Valdés-Lépez

observaciones no publicadas). Ain mas, si dichas similitudes existieran al menos serig légico
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esperar que funcionalmente las regiones fueran equivalentes. Como quedd indicado mds arriba,
se ha reportado que GroES también tiene capacidad de unidn de nucledtidos trifosfatados
(Martin et al., 1993b). Sin embargo. esta pequeria secuencia de aminodcides en GroksS (61-74), no
fiene comrespondencia estructural de ningin tipo con la regién reportada de unidn a ATP de
GroEL {aminodacidos 470-497, localizados en el dominio ecuatorial) (Martin et al., 1993b). ni con el
bolsillo de unidn a ATP visualizado en la estructura tridimensional que involucra principalmente a
los residuos 22-90, en el dominio ecuatorial de GroEL (Fenton et al., 1994).

En conclusién, dados ios problemas de relaciones estructurales, funcionales y evoluﬁvos que se
presentan al comparar diferentes polipéptidos, que no estdn claramente relacionados entre si,
veces |os criterios se hacen tan laxos que las conclusiones dificiimente se pueden validar con
ofros enfoques. Sin embargo. en el caso de la inferencia de homologia entre la familia TRIC v la
familia de GroEL, esta conclusién parece razonable por el momento. Sin embqrgq, realizando un
adlineamiento estructural entre miembros de tas dos familias, se ha reportade que existe un alto
nivel de idenfidad entre todas fas chaperoninas, particularmente en las regiones que
corresponden al sitio de unién de ATP de GroEL en el dominic ecuatorial. También se pueden
detectar homologias tanto en la parte ascendente;, como en la parte descendente del dominio
intermedio, pero en el dominic apical, el cual estd implicade en la unién del substrato, la
homologia entre las dos familias brilla por su ausencia (Kim el al, 1994). Las implicaciones
funcionales de estas diferencias no son claras. pero posiblemente tengan que ver con la clase de
substratos reconocidos por estos dos tipos de chaperoning, ya que por el ofro lado son

notablemente similares en estructura tnidimensional y funcién.
LA NODULACION

~ Todas las formas de vida dependen del nitrdgeno. Sin embargo, aungue |la atmédsfera temestre
contiene grandes cantidades de este elemento, pocos organismos lo pueden asimilar
directamente. De hecho este es el Unico mineral que no puede ser absorbidoe directamente del
suelo por las raices de las piantas. Para que pueda ser utilizado es necesario que el nitrdgeno se
reduzca a amonio {NH3) o a nitratos {NOs). Este tipo de compuestos se encuentran naturaimente
en el suelo en pequenas cantidades y se originaron principalmente en la atmoésfera reductora
de la tiera primitiva. En la actudiidad sélo se pueden producir por algunos fenédmenos naturales
como incendios. actividad volcanica o reldmpagos (Lehninger 1982). En su estado molecular (N2},
el nitrégeno atmosférico es un gas muy poco reaclive y para ser incorporado al material
orgdnico los tres enlaces covalentes que mantienen unidos a los dtomos en pares deben ser rotos

mediante un proceso denominado fijacién del nitrégeno que tiene un elevado costo energético
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{Losick & Kaiser 1997). En ta naturalezaq, ia fijacion del nitrégeno es efectuada por unas cuantas
especies de bacterias. Sin ellas, la vida habria desaparecido hace mucho fiempo vy el nitrdgeno
que fijan eventualmente regresa a la atmosfera gracias a ofros microorganismos que liberan este
gas cuando degradan desechos orgdnicos. Ademds de costoso, el proceso de fijacion del
nitrdbgeno es un proceso altamente sensible al oxigeno. Esto se debe a gue la enziima que
cataliza la fijacién del nitrégeno. la nitrogenasa. se inactiva por el oxigeno razén por la cual los
organismos fijadores de nifrdgeno han tenide que evolucionar mecanismos de proteccién de
este elemento. La nifrogenasa es una enzima compleja que catdliza la conversién del nitrégeno
atmosférico en amoniaco que posteriormente se convierte en glutamina, glutamato y finalmente
en todos fos demds aminodcidos (Kim & Rees 1992).

Algunas bacterias pueden fijar nitrégeno en vida libre ya sea en el sueio o en el agua. Estos
organismos no simbidtficos fijan nifrégeno para su propic uso v son llamados diazdtrofos. Sin
embargo los fijadores mas eficientes establecen una simbicsis con plantas superiores en la cuai la
energia para la fijacién del nitrégeno y en general la proteccion al oxigeno es aportada por la
planta. En dos clases de interacciones simbidticas la parte procarionte son bacterias del suelo
{rhizobia en las simbiosis con leguminosas y Frankia en las simbiosis con actinorhizas). En Ia
simbiosis con Gunnera el nitrdgeno es fijado por la cianobacteria Nostoc (Myolna et al., 1995).
Con mucho, la simbicsis con leguminosas, es la fuente individual de nitrégeno organice mas
grande en el ciclo global del nitrégeno y es el proceso que ha sido mas estudiado. Desde la
roma antiguaq, las cudlidades enriquecedoras del suelo de las leguminosas fueron reconocidas v
se desarrollaron sistemas de rotacidn de cultives, usando leguminosas para abonar el suelo (Nap
& Bisseling 1990). Asimismo, en mesoameérica nuestros antepasados usaban el co-cuitive del maiz
y del frijol con el mismo propdsito (Sanchez, f. comunicacion personal)

Las leguminosas pueden formar interacciones simbidticas con bacterias de los géneros
Rhizobiurn, Bradyrhizobiun y Azorhizobium, denominadas colectivamente rhizobia. Cuondo estas
bacterias se encuentran en vida libre son incapaces de fijar nitrdgeno. Una especie particular de
rhizobia es capaz de interactuar con una © nimero limitado de plantas. Las bacterias se
adhieren a las roices de la pianta provocando el curvamiento caracteristico de los pelos
radiculares (dia 0). Posteriormente las bacterias invaden la planta por medio de un tubo
denominade hile de infeccién. Mientras tanto, las células intericres en el cortex de la raiz se
comienzan a dividir y forman el primordio del nédulo (dias 1-10). E! hilo de infeccién entra a estas
células y las bacterias se diferencian en las formas endosimbidticas llamadas bacteroides. En ese
momento se inicia la fijacion del nitrdgeno, (dia 10-14). Posteriormente en el caso de nddulos
deferminados comienza la senescencia (dia 20). Cada nédulo maduro confiene

aproximadamente la mitad de su peso en bacteroides infracelulares los cuales han perdide la
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mayor parte de su propia pared celular. La membrana plasmdatica de las bacterias se conserva, y
a su vez se rodea por una membrana formada por la céluia huésped. la lamada membrana
peribacteroidal (PBM) y al conjunto se le denomina simbiosoma. El nitrégeno fijado comoe amonio
es transportado de los bacteroides al citoplasma de Ia célula vegetal donde es asimilado vy
tfransportado finaimente al resto de la planta {Brewin 1991). Todo este proceso requiere de un
continuo intercambio de sefales por parte de la bacteria y de la planta asi como de la expresion

especifica de genes de ambos simbiontes.

Nodulinas.

Las proteinas expresadas por la pianta durante la morfogénesis del nddulo son llamadas
nédulinc:s (van Kammen 1984). Los genes de nodulinas han sido operacionalmente definidos
como tempranos y tardios de acverdo al momento de su expresion durante el desarrollo del
ndédulo. Las nodulinas tempranas se expresan antes de que se inicie la fijacién del nitrégeno
durante la fase de infeccién y esté@n involucradas en la formacién del nédulo. La expresién de las
nodulinas tardias comienza cerca del momento cuando se va a iniciar la filacidn del nitrégeno, v
estén involucrados en la interaccién con el endosimbionte v con la especiaiizacion metabdlica
del nodulo (Mylona et al., 1995). Se ha demostrado que algunas nodulinas se expresan en otros
drganos de la planta ademds del nédulo i. e, no son genes especificos del proceso de
nodulacién. De hecho es posible que las verdaderas nodulinas, en el sentido gue solo se
expresen en el nédulo, sean escasas. §in embargo el concepto de nodulina provee el marco
conceptual y molecular de desarrollo del proceso simbiético (Sdnchez ef al., 1991).

La mayor parte de las nodulinas tempranas tienen un alto contenido de residuos de prolina y se
ha propuesto que por lo tanto son componentes de la pared celular (Nap & Bisseling 1990).
Dentro de las nodulinas tempranas, ENOD40 y ENODI12 son de las primeras en detectarse durante
la etapa de la infeccién (Kouchl & Hata 1993). Sin embargo, la infeccidon por la bacteria tarda
uno o mas dias dependiendo del huésped y del hospedero. A esta fase se le lloma la etapa de
pre-infeccidn y practicamente no se han identificado genes especificos de este periodo. Sin
embargo. las peculiaridades bioquimicas y genéticas de los polos radiculares son determinantes
para que se establezca la infeccién. Durante el proceso de invasion debido a la accién de
cambios localizados en ia pared de los pelos radiculares, se desarrolla una nueva pared. celular
alrededor del sitio de penetracién, adelante de las bacterias. Se han identificado varias proteinas
especificas de los pelos radiculares (RH proteins), pero no se ha establecido su funcién (Sanchez
etal, 1991).

Recientemente sin embargo se ha reportade la induccién transitoria de un gen de peroxidasa

{Ripi} en la etapa de pre-infeccién en aliclfa {Medicago truncatula). Se ha especulado que el
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papel de esta peroxidasa es el de restringir la infeccidn por Rhizobium, de una manera andlega a
ofros mecanismos que ocurren en las interacciones planta-patégeno, permitiendo que la planta
se prepare para el momento de la infeccién (Cook et dl., 1995). En este sentido, a pesar de que
eventualmente la simbiosis entre la bacteria y la planta serd benéfica para esta ultma, la
infeccion es altamente regulada por la planta. Un mecanismoe de control de la infeccion es la
llamada inhibicién por retroalimentacion que se evidencia como una susceplibilidad transitoria
de las células de los pelos radiculares a la infeccion por las bacterias (Bhuvaneswarl et al., 1981).
Mutantes en esta funcién contintan produciendo nédules. Un segundo posible mecanismo para
conirolar la infeccién involucra la supresidn temprana de la infeccién en la zona de nodulacidn.
De hecho. solo la minotia de las infecciones iniciales persisten y solo algunas llegan a colonizar el
tejido del nddulo. En los sitios donde se detienen las infecciones que abortan se presentan
caracteristicas clasicas de induccién de mecanismos de defensa de la planta. denominadas
reaccion hipersensible (Vasse et al., 1993). Se ha reportado que el fitoregulador efileno estd
implicade en la respuesta de las plantas a ataques por patégenos (Ecker 1995). Recientemente
se ha presentado evidencia de que el mecanismo fisiclégico de supresidn de la infecciéon por
rhizobia involucra justamente al etilenc {Penmetsa & Cook 1997). En particular, se ha reportado
que la inhibicidn de la sintesis de efileno cousa un notable incremento de infecciones
bacterianas persistentes con un aumento notable en el nUmero de nddulos. Por el otro lado, ia
aplicacidon exdégena de este gas reduce [a nodulacion. Estos dos hechos se comreiacionan con los
resultados de que mutantes de Medicago fruncatula insensibles a ese gas sean hiper-infectadas
por la bacteria simbicnte. Todavia no se ha determinado ni el mecanismo de accion del etileno
para detener la infeccién, ni como es que algunas células no ‘responden al fitoregulader de tal
manera que la infeccidn por rhizobia ocurra (Penmetsa & Cook 1997). Como sea, es claro que el
proceso de simbiosis estad infimaomente relacionade con los procesos mds habituales de
patogénia, de tal manera que tanto la plantia como los rhizobia controlan sus respectivos
arsenales moleculares de defensa y alaque para que finaimente se de la interaccion
mutuamente benefica.

Por su parte, las nodulinas tardias constituyen un grupo mas amplio y mejor caracterizado de
proteinas que se expresan dlrededor del dia 12 cuando comienza la fijacién del nifrégeno. Las
nodulinas tardias ayudan a crear las condiciones para la fijacidn y asimilacién del nitrégeno,
participan en el meic:bdlismo de carbohidratos vy en la biocgénesis de amidas y ureidos {Sanchez
ef al., 1991). Dentro de las enzimas de asimilaciéon del amonio estan lg glutamino sintetasa {GS) Y
la glutamato sintasa (GOGAT), las cuales incrementan su actividad junto con la actividad de
nitrogenasa (Sanchez et al., 1991). De la GS existen dos isoformas de la enzima: la citoplasmdatica

(GS1) y la del cloropiasto/pléstido {GS2). codificadas en ambos casos, por una pequena familia
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multigénica. En los néduios radiculares la forma GS$i predomina, aungue tambien se ha
observado la expresién de GS:z en nédulos de frijol (Bennet et al., 1989). En algunas plantas se ha
reportado la expresion nédulo especifica de. GSi, mientras que en ofras plantas lo que ocurre es
un significative incremento transcripcional de los genes de GS. En este caso se habla de
expresion nddulo incrementada (Temple et al., 1995}, lo cual significa que un gen que
nomalmente se expresa en ofros téjidos es reclutado durante la simbiosis. Como se vera mas
adelante, ésta podria ser la reglo, mas que la excepcién. Dentro de las enzimas que participan
en el metabolismo del carbén se encuentran la fosfoenolpiruvato [PEP) carboxilaso vy desde
luego la sacarosa sintasa. En ambos casos se han descrito isoformas nédulo especificas {Sanchez
et al., 1991). Dependiendo del tipo dé nédulos que formcn (indeterminados o determinados). Ias
leguminosas transportan ef nitrégeno asimilado como amidas o como ureidos. Como ejemplo de
enzimas involucradas en estas vias metabdlicos estdn la aspartato aminotransferasa {AAT) de
alfalfa y la uricasa de frijol. La AAT estd codificada por una pequena familia multigénica y se han
documentado isoformas citosdlicas, mitocondriales y plastidicas. En alfalfa la isoforma AAT-2 se
localiza en los plastidos y su expresidn en nddulos es vanas veces mayor que en hojas v raices
{Gantt et al., 1992). Se ha descrito una uricasa nédulo especifica de soya y de frijol. Esta enzima se
localiza en los peroxisomas de células no-infectadas (Sénchexr et al., 1987). En nddulos
determinados se ha reportado una familia de nodulinas tardias en el rango de 30 kDa. cuya
funcion no se ha esclarecido {Sanchez et al., 1991). En el frijol el representante de esta familia, la
noduling 30, tiene un nivel de transcripcidn aun Mmas alto que el de leghemoglobina. El franscrito
correspondiente se acumula abundantemente en las células infectadas en la regidn central de
nddulos maduros. Sorprendentemente, el producto polipeptidico correspbndienie es apenas
detecidble (Campos et al., 1995).

La nodulina tardia mds cbundcnfe; esla leghemoglobino {Lbs). Esta proteing, fue detectada por
primera vez e leguminosas en 1947 (Keilln & Smith 1947}, vy justamente es la responsable del color
rojo que se ve al cortar un nédulo. Por su similitud estructural v funcional con las hemoglobinas
animales se ha propuesto que la Lbs tiene en los nédulos la funcidn de acamear oxigeno y
facilitar su difusién a los bacteroides [Appleby 1984). Ciertomente el andlisis de la similitud de Ias
hemoglobinas enfre plantas y animales sugiere que los genes respectivos se derivan de un
ancesiro comdn (Lesk & Chothia 1980). A nivel gendmico, sin embargo, en los genes de plantas se
encuentran cuatro exones a diferencia de los genes de animales donde solo se localizan fres
{Holland & Blake 1987). Los excones comespondientes a la regidn del amino y del carboxilo. son
completamente equivailentes en plantas y animales. La diferencia se locdliza en el exén central
de animales que es justamente donde en plantas, este exén se divide en dos por la presencia de

un intrén adicional. Es interesante que este infrén fue predicho antes de ser descubierto. Por las
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caracteristicas del péptido codificado por el exdn central en las globinas animales (micglobina y
hemoglobina), se derivé la posibilidad de que c:ncestrclmente los genes de globinas de
vertebrados. hubieran tenido este intron y que posteriormente se hubiera perdido, dando como
resultado la fusion de dos exones en uno solo [Go 1981; Blake 1993). El descubrimiento de este
infrén en los genes de leghemoglobina, apoyan aquella propuesta y sugieren que este intrén se
conservo en la linea evoIQtivc que se derivo hacia las plantas (Ostergaard Jensen et al., 1981). £s
interesante que los genes homélogos de insectos no tengan ningun intrén {Antoine & Niessing
1984), lo cual descarta cuaiquier posibilidad de que el gen de plantas hubiera sido adquirido por
transferencia horizontal a partir del de animales (insectos) por un vector de tipo viral (Lewin 1984).
Este no parece ser el Unico case en que los genomas vegetales son mas conservadores respecfo
a la pérdida de infrones. Por ejemplo, en el caso de los genes de actina se presenta una
situacion similar: en plantas la posicién de los intrones estd muy conservada y en animates es muy
variable (Shelerine & Spamow 1994). Sin embargo, dado que se han secuenciado
comparativamente menos genes de plantas que de animales, es dificil por el momento
generalizar esta caracteristica de los genomas vegetales (Bird 1995). Se ha sefalado que la
leghemoglobina podria ser una “verdadera proteina simbidtica” ya que la sintesis del grupo
heme es aportada por el bacteroide, mienfras que ia globinga est@ codificada por el genoma de
la planta (Nap & Bisseling 1990). Esta situacién es de alguna manera similar o la sintesis de la
hemoglobina en las células erifroides, donde la sintesis del grupo heme es llevada a cabo de
manera parcial por las mitocondrias {Sano & Granick 1961). En este sentido es interesante notar
gue la simbiosis entre los rhizobia v las leguminosas, particularmente en el momento en que las
bacterias penetran al citoplasma de la célula vegetal, podria ser un modelo de los eventos
iniciales que derivaron en el establecimiento definitive de la endosimbiosis que culmind con la
aparicion de mitocondrias vy cicroplastos. En el caso de la fijacion del nifrégéno pareceria que el
siguiente paso tbgico evolutivo seria efecﬁvdmen're la colonizacion definitiva del citoplasma
vegetal por los rhizobia. Desde luego habria que considerar que existen muchos otros casos de
parasitismos intracelulares y que hasta donde sabemos solo algunos pocos han derivado en una
endosimbiosis permanente i. e. mitocondrias v pléstidos. Sin embarge, recientemente se han
descrito los llamados endosimbiontes secundarios, en parficular un "organelo" . el apicoplasto,
presente en protozoarios pardsitos del phylum Apicomplexea como Toxoplasma y Plasmodium, el
cual aparentemente se ha derivado de la endosimbiosis a partir de un alga verde completa
(Kohler et al., 1997). Asimismo, se ha sugerido que los eventos que han derivado en endosimbiosis
definitivas ocurrieron al menos media docena de veces duranie las etapas relativamente
tempranas de la evolucidon celular (Vogel 1997). En este sentido patogenia y simbiosis podrian

estar intfimamente relacionadas. Por el ofro lado, los eucariontes mas divergentes como Giardio v

57



Trichomonas. parecian no tener mitocondrias, y se habia sugerido que tal vez las perdieron
posteriormente a su adquisicion (Pace 1997): sin émbargo aparentemente la pérdida no fue total.
En Trichomonas vaginalis se ha descrito un organelo, el hidrogenosoma, que es en realidad una
mitocondria altamente modificada. Tan modificada que de hecho ha perdido su genoma v la
funcién de respiracion. La evidencia a favor de esta hipdtesis proviene del andlisis que muestra
que en el nucleo de Trichomonas existen genes de origen mitocondrial. Curiosamente estos son
los geﬁes de las proteinas de heat shock Hspl0, Hspé0 y Hsp70 (Palmer 1997). El andlisis
flogenético de la secuencia de estas proteinas, muestra que se asocian con el grupo
monofilético compuesto exclusivamente por homodlogos mitocondriales. Estos datos establecen
entonces que las mitocondrias y los hidrogenosomas tienen un ancestro eubacteriano comun e
implican que estos eucariontes (ficomonados). que parecen surgir muy temprano en la
evolucién celular, ya contenian al ancestro endosimbionte (Bul et al, 1996). Un enfoque
altemative podria ser que en redlidad que los eventos de endosimbiosis son altamente
improbables ya que solo ocumieron algunas pocas veces en los origenes de las células
eucariontes y actualmente, aunque aparentemente existen oportunidades para su
establecimiento, en realidad no se desamrolian mas alld del caso de la interaccién simbidtica que
pemite la fijacion del nitrégeno e. g.‘rhizobic!leguminosc: Frankia/actinorhizas; Nostoc/Gunnera
(Mylona ef aol., 1995).

Regresando a la simbiosis y a la leghemoglobina; la funcidn de esta proteina es fundamental. La
tb constituye hasta el 25% de la proteing tofal soluble en nédulos maduros, y controla o
concentracién de oxigeno en este drgano. Su presencia permite un fiujo controlado de oxigeno
a los bactercides que debido a su alta actividad metabdlica, requieren del oxigeno y al mismo
tiempo proporciona proteccidn al dafo que podria sufrir la nitrogenasa (Nap & Bisseling 1990). En
el chicharo, se ha demostrado que mutaciones que reduzcan la expresion ya sea de la globina o
de la sintesis del grupo heme producen un fenotipo donde ocure la infeccidn pero los
bacteroides carecen de actividad de nitrogenasa (Suganuma ef al., 1995). Las Lbs son
codificadas por una pequena familia multigénica. En Ia soya se han identificado cuairo
isoformas, cuya expresién se activa un poco antes de la fijacion del nitrégeno (@stergaard Jensen
el al., 1981). Los diferentes isoformas poseen ligeras diferencias en su afinidad por el oxigeno, y su
expresion se induce de manera ligeramente desfasada durante la maduracion del nédulo
(Sanchez et al., 1991). Al respecto de si Lb es verdaderamente una autentica neduling, se ha
reportado que existen genes homdlogos a ésta en ofras plantas que no forman nédulos
simbidticos, incluida la monocotieddnea centeno (Anderson ef al., 1994) . Por ejemplo, en Trema
formentosa (Uimaceae). el patrén de expresidon de su Lb es tejido especifico, detectandose en la

raiz pero no en las hojas de esta planta. En Parasponia andersonii {relacionada con Trema). que
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si forma nodulos, se ha demostrado que Lb no se detecta en hojas, pero si en raices no
infectadas. Cuando Parasponia es nodulada, el nivel de expresién de su Lb se incrementa
alrededor de mil veces {Bogusz et al., 1988). En soya. se ha descrito un gen que codifica para una
hemoglobina adicional a la simbiética que se expresa en cofiledones, tallos de plantulas, raices,
hojas jovenes y en algunas células en nédulos, si bien en estos Ultimos el nivel de expresion muy
bajo. Este gen tiene solo 58% de simiiitud con el gen de la leghemoglobina simbidfica de la
propia soyaq, pero tiene 8587% de similitud con las hemoglobinas de las plantas no-leguminosas
Parasponia, Casuarina y cebada {Anderson ef al., 1996). En Casuarina glauca, (gue forma
nédulos simbidticos con Frankia), también se han descrito hemoglobinas simbidticas y no-
simbidticas. Ademds, ambos genes mantienen sus patrones de expresion especificos cuando son
intfroducidos en la leguminosa Lotus comiculatus, sugiriendo que los mecanismos de conirol de la
expresién de las leghemoglobinas se ha conservado evolutivamente (Jacobsen-lyon et al., 1995).
Otro aspecto interesante es la estructura de [as globinas. Por ejemplo, en Trema al igual que en la
leguminosa soya y la no-leguminosa Casuarina (Frankia), el producto nafivo de Lb es
monomérico; en Parasponia, la Lb nativa es dimérica v en el insecto Chironomus, existen
isoformas monoméricas y homodiméricas [(Bogusz, et al., 1988; Ostergaard Jensen et al., 1981;
Antoine & Nlessing 1984). En este sentido, se podria decir que las formas monoméricas de Lb se
parecen mdés a la miogiobina, mientras que las formas diméricas podrian representar un estado
de transicién hacia la forma tetramérica de la hemoglobina de ios vertebrados. Una situaciéon
similar parece haber ocumido en etapas posteriores a la sépcrqc'tén de los genes de miogiobina v
de globina en vertebrados, ya que se ha reportado que |la hemoglobina de las lampreas
(Agnatal, es monomérica {lanfranchi ef al., 1994). Sin embargo, se ha reportado que la
hemoglobina de la bacteria Vilreoscilla, es dimérica (Wakabayashl et al., 1984}, mientras que en
gusanos como la de la lombriz de fierra, o gusanos que vive en pozas hidrotermaies, su
_ hemoglobina forma agregados de cien‘tos de miles a millones de Daltons (Thu ef al., 1996; Zal ef
al., 1998}. Recientemente. ufilizando fragmentos de proteing aislados de trabéculas éseas de
Tyrannosaurus rex, se han inmunizado ratas y los anticuerpos producidos reaccionan
positivamente con hemoglobinas purificadas de aves y mamiferos. Lo explicacién mdas
parsimoniosa, es que los dinosaurios tenian hemoglobing; si bien con dicha evidencia, no es
posible asegurar si éstas eran tetraméricas (Schwellzer ef al., 1997). Dicho de ofra manera. el
criterio de si una globina forma mondmeros, dimeros ¢ tetr@meros no implica una clara reiacién
evolutiva, Por el ofro lado, la ofinidad de la globina por el oxigeno tampoco parece ser un
criterio, ya que por ejempio, la constante de asociacion por el O: de las leghemoglobinas
{monoméricas) es de 120 mM-1 57!, mientras que ia de la mioglobina de baliena es de solo 19 mMmM:-?

s' (Harvtyunan et al., 1995}. sugirendo que dicha afinidad se comrelaciona con las condiciones de
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aerobiosis © microaerobiosis y no con la distancia filogenética. A pesar de las deficiencias de los
métodos de comparacién de secuencias, ésta parece ser ia allemativa mdés razonable para
decidir que en efecto, la Lb debe ser considerada una ‘hemoglobina y no una mioglobina
(Arredondo-Peter & Escamilla 1991). En este sentido es interesante que la leghemoglobing de
lupin ({leguminosa). muestre una mayor similitud con la hemoglobina de la bacteria Vitreoscilla
(34% de identidad). que con globinas de vertebrados (23% de identidad). En este sentido aun es
prematurc especular si estas hemoglobinas comparten un ancestro o si son el producto de
evolucién convergente (Wakabayashi et al., 1986).

Finalmente, las nodulinas en general llevan a cabo tareds que individuaimente no son exclusivas
de los nadulos, sino que se encuentran en otras partes de la planta e inclusive en ofras plantas
que no forman nédulos. Asi se ha propuesto que Ia formacion de los nédulos evoluciond a partir
de modificaciones relativamente menores en las vias de diferenciacidon radicular, v en la cual
aigunos genes y vias de diferenciacidn comunes a todas las plantas se adaptaron para
contender con las demandas fisioldgicas, regulatorias y morfolégicas especificas de la simbiosis
{Nap & Bisseling 1990; Bisseling ef al., 1998). En consecuencia la comprensidn de las alteraciones
que han sufrido estos procesos y como podrian ser alteradas podria levar a disefiar estrategias
para conferir a plantas no-leguminosas la capacidod de establecer simbiosis con microbios

fijadores de nitrégeno {Mylona et al., 1995).

Nodulacién, dia -3 / 0

La 'rntercccién'plcntc:-bccteﬁo se inicia con sefales quimicas que actian o distancia en lo
rhizostera. En particular, la planta produce y exporta una sefial quimica en la forma de un
flavonoide (Fisher & long 1992) . Estas moiléculas funcionan como quimioatrayentes y ademas,
aparentemente penetraon a la bacteria y estimulan la expresion de los genes bacterianos de
nodulacidn (nod). Los flavenocides son productos normales en las plantas v en pariicular diferentes
leguminosas sintetizan diferentes flavonoides, los cuales actian de manera especifica sobre
diferentes especies de Rhizobia. Estos flavonoides actian a concentraciones extremadamente
bajas (107 - 10® M} y estimulan la expresion de los genes nod a los pocos minutos de su
exposicion, lo cudal hace que estas sefdles sean particularmente adecuadas para la localizacién
mutua en la rhizosfera {Sanchez ef al., 1991; Fisher & Llong, 1992). A su vez, los genes nod codifican
enzimas involucradas en la sintesis del factor de nodulacién, Este, es un lipo-quite-oligosacérido
que causa cambios morfolégicos en la raiz de la planta {Vijn ef al., 1993). El gen nodD codifica
para una proteina reguladora que constituye el control central de regulacién del resto de los
genes nod. En particular la regidén amino terminal de NodD estd involucrada en la unién ol DNA,

mientras que la regién, mdas variable del carboxilo terminal estd involucrada en la interaccidn
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con los flavonoides (Fisher & Long 1992). A excepcion de nodD, los genes nod no se expresan en
ia bacteria de vida libre. ‘Los genes nodABC, comunes a todos os rhizobia son los responsables de
la sintesis del nucleo bdsico del factor Nod, mientras que genes especificos controlan la
decoracién del factor con grupos laterates, los cuales en Gltima instancia son los responsables de
la especificidad de la interaccién simbidtica. Los factores Nod purificados a concentraciones de
10112 M, son capaces de estimular la diferenciacion de células epidérmicas en pelos radiculares,
de provocar la deformacién de estos pelos radicuiares y formacion del hilo de pre-infeccidn
( Mylona et al., 1992; Downie 1994)}. Al respecto de ambas sefiales, es interesante que las senales
emitidas por la planta, los flavonoides pertenecen o una clase de compuestos que incluyen a ias
moléculas de defensa de tipo fitoalexinas. Isoflavonas de la soya no soio inducen la expresién de
ios genes nod en B. japonicum, sino que también disparan la resistencia bacteriona a la
fitoalexina de la soya. A su vez la sehal de la bacteria, el factor Nod, estructuralmente se asemejo
a un elicitor, en el sentido de gque la quitina es una sefial que nomalmente las plantas interpretan
como evidencia de un patégeno. Tal vez sean las modificaciones del factor Nod, lo que
determina que la leguminosa acepte a los rhizobia come simbiontes en vez de desencadenar
una respuesta de defensa contra el invasor (Fisher & Long 1992). Una aiternativa que no. es
excluyente de la anterior, es que los factores Nod imiten fitoreguladores del crecimiento vegetal.
A este respecto, la morfogénesis del nddule, Incluyendo expresion de nodulinas tempranas puede
ser simulada por citosinina y por inhibidores del fransporte de auxinas {Fisher & Long 1992; Hirsch
ef al., 1989). '

En las especies de Bradyrhizobium, de crecimiento lento, los genes simbidticos se localizan en el
cromosoma principal, mientras que en las especies de Rhizobium, de crecimiento rapido, estos
genes estan contenidos en megaplésmidos (pSyms). Ademds, en estas especies se pueden llegar
a presentar de uno a diez pidsmidos diferentes llegando a representar hasta mds del 40% del total
del DNA. Nomalmente fenemos la creencia de gue las bacterias estédn limitadas respecto a la
cantidad de genes que pueden contener. Lo presencia de estos megapldsmidos, que mds
parecen cromosomas, indica que o anterior podria ser una sobre simplificacion debida a nuestro
conocimiento limitado de la vida a nivel de microcrganismos (Pace 1997). Es interesante gue en
Azolobacter vinelandii, una bacteria gram-negativa del suelo que es capaz de fijor nitrégeno
atmosférico, se haya reportado que cuando se cultiva en medie rico. llega o tener hasta mas de
80 copias de su genoma al egar a la fase estacionaria (el tamafio haploide de su genoma es de
4.7 mega pares de bases i. e. muy similar al del genoma de E. coli). Cuando Azotobacter es
cultivada en medic minimo, no alcanza esfos altos niveles de ploidia, lo cual sugiere que
habitualmente esta ampiificacion ne ocure fuera de condiciones de laboratorio. Se ha

reportado que el nimero normal de copias de su genoma es cercane a cualre. i. e. realmente
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no es una bacteria poliploide (Nagpal et al., 198%: Manna & Das 1993. Maldonado et al., 1994). En
Rhizobium efli (antes R. leguminosarum biovar phaseoli), se localizan seis megaplasmidos que
tienen tamafos entre 150 a 600 kilobases. En el pSym, de 390 kilobases, se tocalizan la mayoria de
los genes de la simbiosis, pero los genes contenidos en los ofros cinco pldsmidos también
confribuyen al establecimiento exitoso de la simbiosis (Glrard et al., 1991). En este plasmido,
también se localizan los genes nif y fix, esenciales para la fijacion del nitrbgeno, dentro de los
cudles se encuenira el gen estructural de la nitrogenasa {Quinto ef al., 1985). A pesar de la
importancia intrinseca de los genes Nif vy fix,. mutantes es éstos sbn capaces de inducir la
formacion de nédulos en los cudales se expresan nodulinas y poseen una morfologia similar al tipo
sitvestre. Aparéhtemente enfonces, la fijocién del nifrdgeno es la consecuencia y no un
prefrequisito para el desarrollo del nédulo (Nap & Bisseling 1990). Ademas de los genes NoD, nif y
| fix se han descrito ofros genes [exo, Ips y ndv) que estdn involucrados en la estructura de la

superficie extema de la bacteria (Nap & Bissefing 1990).

Nodulacion, dias 1 / 10

£l primer cambio, visible microscopicamente, de la planta en respuesta al contacto con
Rhizobium, en paricular con el factor Nod, es la deformacién vy el enrollamiento de los peios
radiculares. Estos cambios morfolégicos estdn precedidos por despolarizacién de la membrana
plasmdética, cambios en el flujo de calcio, rearreglos de los filamentos de actina y un incremento
del reflujo citoplasmdatico {Mylona ef al., 1995). Respecto al ciloesqueleto, éste es una estructura
esencial del citoplasma eucarionte y modificaciones en el citoesqueleto podrian ekplicor muchos
de los cambios morfoldgicos que se encuentran en etapas tempranas y tardias de la interaccidn
planta-Rhizobiurm. La posibilidad de que el factor Nod pudiera disparar cambios en los niveles de
calcio, los cuales a su vez podrian alterar significativamente al citoesqueleto, habia sido predicho
(Sanchez et al., 1991); recientemente estd relacion ha comenzado a ser estudiada (Ehthardt et
al., 1998). Una vez que la bacteria entra en contacto con el pelo radicular. los rhizobia quedan
atrapados, resultaondo en una aita concentracion de factores. Este contacto desencadena la
infeccién propiamente dicha. que se inicia con una hidrélisis muy localizada de la pared celular
de las céluias vegetales (van Spronsen ef al., 1994}. Lo anterior, resulta en la formacién de una
esfructura tubular denominada hilo de infeccién, a través del cual la bacteria enfra a la pianta.
La bacteria en el inferior del hilo de infeccidn se encuenira rodeada de una matriz que parece
consistir de compuestos secretados tanto por la planta como por la bacteria. El hilo de infeccién
atraviesa células corticales de la raiz por medio de puentes citoplasmaticos alineados
radialmente que son denominados hilos de preinfeccidn. Estas estructuras siempre preceden la

formacién del hito de infeccidn propiamente dicho y atraviesan la vacuola central de las células
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corticales centrales. Aunque estas células corticales externas que forman el hilo de preinfeccidon
nunca se dividen, los cambios morfolégicos recuerdan a aquellos que se observan en células gue
entran al ciclo celular. El factor Nod purificado induce la formacién del hilo de preinfeccion pero
los hilos de infeccidn no se forman, io cual sugiere que para que se formen, se requiere de la
presencia de los rhizobia (van Brusse] et al., 1992). Concomitantemente con la formacién del hilo
de infeccidn, las células corticales se activan mitdlticamente formandeo el primordio del nddulo.
En leguminosas fropicales como la soya vy el frijol, son las células corlicales extemas las que se
activan, formando estructuras globosas denominadas nédulos determinados. En leguminosas de
climas templados como el chicharo vy la alfalfa se activan las células corlicales internas,
formando estructuras alargadas denominadas nédulos indeterminados {Mylona et al., 1995). En
los nédulos indeterminados se presenta un gradiente morfogenético desde un meristemo apical
persistente, hasta la regidon proximal de senecencia (Vasse ef al., 1990). En nddulos determinadaos
el meristemo deja de dividirse en una etapa temprana del desamollo. Como resuitado, todas las
células del tefido central se encueniran en el mismo estado de diferenciacion y senecen al mismo
tiempo (Brewin 1991}, Utilizando Rhizobium meliloti marcado con proteina verde fluorescente
(GFP). se ha propuesto que en el interior detl hilo de infeccién solo las bacterias que se localizan
en la punta de éste son capaces de crecer y dividirsé. Diche de ofro modo, debe de existir
comunicacién molecular enire la bacteria vy la planta de tal manera qué las bacterias distales no
proliferan activamente. Una posibilidad podria ser que la planta confrolara la cantidad de
nutrientes a lo largo del hilo de infeccidn. La explicaciéon de este fendémeno podria ser que con
esta estrategia se limitaria el crecimiento de ofras especies de bacterias que pudieran ser
acarreadas junto con el Rhizobium (Gage ef al., 1996). Como se menciono anteriormente, en este
sentido la observacion de que frecuentemente, la plonfc: termina el crecimiento del hilo de
infeccidn y se presenta una reaccién de tipo hipersensible, podria ser un mecanismo ldgice de
prevenir la entrada de ofras especies contaminantes de bacterias. a’lo vez que serviria para

regular el nimero de nédulos que se desarrollan en la planta (Vasse et al., 1993).

Nodulacién, dias 10 / 14

Asi, a medida que el hilo de infeccidén peneftra, las bacterias proliferan en la punta de éste, hasta
que el hilo de infeccidn llega al primordio del nddulo. Una vez que se establece el contacto, el
hilo de infeccién se bifurca y penetra al interior de algunas de las células centrales del primordio
(Losick & Kaiser 1997). En ese momento, las boctericls.scllen de las puntas del hilo de infeccidn
hacia el citoplasma de ia célula vegetal. Esta liberacién es un procesc endocitico, en el que la
bacteria termina rodeada de la membrana peribacteroidal (PBM). Esta, forma la interfase entre el

citoplasma vegetal v el endosimbionte a través de la cual se intercambian sefiales y metabolitos
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y se evita una respuesta de lo planta en confra de la bacteria iniracelular (Verma 1992).
Interdispersas entre las células infectadas, se localizan células mds pequefias que no son
infectadas (las células no infectadas). Subsecuentemente los endosimbiontes pierden. su pared
celular, crecen, se multiplican y se diferencian en bacteroides, ocupando eventualmente la
mayor parte del volumen de las células infectadas. Los bacteroides rodeados de la PBM, son
dencminados simbicsomas. Se ha propuesto que el simbiosoma fiene las propiedades de un
compartimento litico que se neutraliza constantemente por el amonic producido por los
bacteroides. De acuerdo a esta hipbtesis, se esperaria que la falta de fijacién de nitrdégeno
ilevara a la degradacion del ‘bacteroide. Efectivamente existe evidencia de degradacion
prematura de los bacteroides en mutantes de Rhizobium que no fijan nitrdgeno (Hirsch & Smith
1987). Durante la formacién del simbiosoma, el crecimiento de los rhizobia v la sinfesis de ia
membrana que lo rodea estén sincronizadas, de tal manera que se réquiere de una sintesis
masiva de esta membrana plasmdatica. En las leguminosas, ésta se incrementa 30 veces (Verma
1992). La PBM tiene una composicion diferente a la de la membrana plasmatica nomal que le
permite desempefiar funciones especiales. A través de la PBM se intercambian amonio, e grupo
hemo, compuestos carbonades y posiblemente los productos de la asimilacidn del amonio
(Verma & Hong 1994). En general se desconocen las proteinas que participan en estos procescs.
De hecho. la PBM contiene varas nodulinas (como la nodulina-24), e ir_:ciusive proteings
bacterianas {Mylona ef al., 1995}. Los bacteroides expresan un sistema de asimilacién de acidos
dicarboxilicos, lo cual sugiere que son éstos la fuente primaria de carbén aportada per la planta
al bacteroide. Llegados a este estado, las bacterias finaimente expresan la nitrogenasa y el
amenio, producto de la fijacion del nitrdgeno es exportado a la planta. La forma en que el
nitrdbgeno fijado es transporfado depende de la plonta. En los plantas que forman nédulos
indeterminados, el nitrégeno fijado se exporta como amidas, mientras que en las que forman
nédulos determinados, se exporta como ureidos. En ambos casos, el amonio exportado es
asimilade en el citoplasma por via de la glutamino sintetasa vegetal {GS). En néduios
determinados algunos componentes de la asimilacién del amonio v la biosintesis de ureidos
pueden estar espacialmente separados. Mienfras que la GS es expresada tanto en células
infectadas como no infectadas (Mlae et al., 1991), la uricasa (noduling-35). una enzima clave en
la oxidacidén de purinas que caldliza lo oxidacidn de acido Urico a dlantoina, solo hq-si'd,o
detectada en los peroxisomas de las células no infectadas (Hanks et al., 1981; Nguyen éf al.,
1985; Sdnchez ef al., 1987). La alantoinasa, gue cataliza el sigulente paso de la oxidacién de
purinas, también ha sido localizada en células no infectadas (Hanks et al., 1981). También, en
nddulos determinados las células no infectadas parecen estar involucradas en el transporte del

nitrégeno fijlado como ureidos, conformando una red mds o menos continua de plasmodesmos
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entre estas células, a través del tejido central, que facilita el transporte al tejido vascular (Setker
1988). En confraste, no existe evidencia de que en nédulos indeterminados, las células no

infectadas presenten una especializacién similar {(Nap & Bisseling 1990}

Nédvulos después del dia 14 '

Debido a la presencia de un meristemo persistente, en los nddulos de tipo determinado una vez
que se llega a esta etapa, ia fijacidén del nitrdgeno continua indefinidamente. Por el contrario, en
nddulos determinados donde no existe este meristemo, a partir del dia 20-25. comienza la

senecencia del nédulo (Sdnchez et al., 1991; Mylona el al., 1995).

ANTECEDENTES

El procesc de diferenciacion del nddulo simbidtico, ofrece una oportunidad de estudiar los
procesos morfogenéticos y de regulaciéon génica que ocutren en este érgano. En este sentido, en
el laboratoric del Dr. Federico Sanchez se han abordado diversos aspectos de este proceso
{Sdnchez et al., 1987; Sancher ef al.. 1991; Campos et al., 1995). Mds recienternente, este grupo
volviendo a una vieja querencia (Sanchez ef al., 1983}, se ha interesado en el papel funcional de
las proteinas y genes relacionados con el citoesqueleto durante el desarrolio v morfogénesis del
nédulo (Pérez et al., 1994; Vidall ef al., 1995, Sanchez ef al., 1994). De una manera andiocga a
cuando John Ellis purificaba a la Rubisco (vide supra); durante las etapas iniciales de purificacion
de la actina de raices y nédulos de frijol, el Dr. Héctor Pérez detectd una proteina que
copurificaba con la actina. Columnas de exclusidn molecular (TSK 4000) sugerian que en estado
nativo esta proteina podria tener mdas de 400 kDa. En geles de SDS-PAGE se detectaba una
banda de alrededor de 40 kDa, que sugetia que esta proteina pudiera ser un homo-cligdmero.
Extrannamente, su presencia era revelada por un anticuerpeo monocional anti-actina. Aungue
estos datos no fueron incluidos en el reporte final (Pérex et al., 1994); las similitudes con los
trabajos originales de la Rubisco Subunit Binding Protein, {excepto desde luego la unidn del
anticuerpc), eran obvias {Bamraclough & Ellis 1980). Por otro laodo. durante lg caracterizacién
electroforética de las isoformas de actina en plantas, en particular de sova. el grupo de Richard
B. Meagher, usando diferentes anticuerpos contra acting, también habia reportado la presencia
de lo que llamaron “epftopes relacionados a actina" {ARE) en extractos de hipocetilo/raiz v hoja.
Estos, fueron parciaimente caracterizados como polipéptidos de alto peso molecular (52-62 kDaj)
y se sugeria que podrian estar relacionados con las chaperoninas dei cloroplasto. si bien éstas no
tienen ninguna relacién de secuencia ¢ estructural conocida con ia actina (Mclean ef al., 1990).

Sin embargo. se sabia que o su vez las chaperoninas de mitocondria humana presenfaban
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reactividad inmunolégica con anticuerpos anti-actina (Varma ef al., 1987; Mclean ef al., 1990]. El
posible significado biolégico de esta reactividad cruzada chaperoning-actina no ha sido
aclarado. Vale la pena aclarar que la similitud estructural reportada entre el dominio amino
terminal de la Hsp70 (ATPasa) vy la actina (Flaherly et al., 1991; Bork ef al., 1992}, no parece ser de
relevancia en este caso. De cualquier manera, en particular por la forma en que Meagher
generé los anficuerpos anti-actina de soya {SAc1:257-272), usando el oligopéptido sintético
FGCPGVLYQPSMVGME, los anticuerpos deberian reconocer secuencias similares. Una busqueda
répida de secuencias similares en 18 secuencias de chaperonina a lo largo de la escala
filogenética incluyendo TF55 y TCP-1, indica que solo en la cpnél-a de trige v de Brassica napus,
existe la secuencia VGPDGVLSIESSSSFE (aa's 167-182), que muestra una baja identidad con la
secuencia de actina de soya en particular el tripéptido GVL (las identidades se muestran en
negritas). Otros dos anticuerpos contra las secuencias (isoformas} de acting de soya Sac4:257 vy
Sac3:257 de secuencias FRCPEVLFQPSMIGME /[ FRCPKILFQPSMIFME, respectivamente, tienen
menor identidad con cpnél-a. no tienen el fripéptideo GVL. v aparentemente no detectan a la
chaperonina {ARE). Desde luego, muchas ofras proteinas podrian contener dicho tripépftide. por
lo cual si acaso la secuencia detectada fuera el epitope “comun" entre Sact y chaperonina:;
debe de haber otros factores fnvolucrcdos. Estructural y/o funcionalmente, es imposible derivar
ninguna similitud. En el casc de los otros cnﬁcuerpo; anti-actina que detectan. chaperoninas
(Varma et al., 1987; Pérez ef al., 1994) , no es posible detectar la menor similitud'l de secuencia.
Curiosamente, actina no es la Unica proteina del citoesqueleto que cruza inmunologicamente
con cpnél. En este sentido, se ha reportfado que una proteina de 65 kDa, de Spirochaeta
bajacaliforniensis, inicialmente caracterizada como “tubulin-like”, por deteccién con al menos
cuairo diferentes anticuerpos contra tubuling, es en realidad una chaperonina (Munson ef al.,
1993).

De cudglquier manera, la deteccién en el laboratorio de una proteina, que copurificaba con

actina y que pedria corresponder a una chaperoning, valia la pena de ser investigada.

Por ofro lado, existen reportes que demuestran que en voarias circunstancias donde hay una
parasitosis o simbiosis intracelulares; por un lado el citoesqueleto juega un papel primordial y por
el ofro en el microsimbionte las chaperoninas tienen un nivel de expresidn elevado vy
desempefan importantes funciones.

Por ejemplo, en el caso de la bacteria parasitica intracelular Listeria monocylogenes, después de
ser fagocitada per macrdfagos, ésta se encapsula por filamentos de actina. A medida gue g
bacteria crece y se divide, los filamentos de actina se reameglan dando la apariencia de "colas

de cometa", cuya velocidad de crecimiente concuerda con el desplazamiento de la bacteria
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en e citoplasma de la célula infectada. Esto capacidad de la bacteria para utilizar ol
citoesqueleto de acting, le permite moverse por el citoplasma de una célula a otra y asi evitar la
respuesta inmune del huésped (Tliney & Portnoy 198%). Shigella flexneri, presenta una conducta
similar dentro de la céluia huésped. inclusive el virus de vaccinia comparte esta habilidad de
enrolar al citoesqueleto de actina. Los genes responsables de reclutar a la actina comienzan a
ser caracterizados. Curiosamente en el caso de Listeria y Shigella, los proteinas involucradas,
ActA v IcsA respectivamente, no tienen ninguna similitud de secuencia entre si y vaccinia no
contiene ningin gen parecido g éstos lo cual sugiere que existe mas de un mecanismo para
orientas al citoesqueleto a favor del patdgeno intracelular (Strauss & Falkow 1997).

Por ofro lado, Salmonella typhimurium cuando infecta macréfages, permanece deniro de una
vacuola durante toda su fase infracelular (Strauss & Falfow 1997). Durante esta etapa se
incrementa selectivamente la sintesis de més de 30 proteinas de la bacteria. Dentro de éstas, las
dos gue mayor induccién alcanzan son GroEL y DnaK. Si bien deben ser ofros genes los
responsables de la patogeniq, la sobreexpresion de estas proteinas de siress claramente le
confieren una ventaja al patdgeno para sobrevivir el ambiente hostil denfro de los macréfagos
(Buchmeler & Heffron 1990). Amoeba proteus cepa D, adquirid en el iaboratorio, una bacteria
endosimbionte no identificada [bacteric X). Aparentemente esta bacteria no es dafina a la
ameba que acumula 42,000 bacterias intraceluiares. Sin embérgo, si bien se desc:ohoce el papel
que juega la bacteria, actualmente este profozoarib se ho heche dependiente de estos
endosimbiontes y no puede sobrevivir sin elios, Estudios de las proteinas bacterianas involucradas
en esta relacion, detectaron altos niveles de un homélogo de ia familia GrokL, que sugieren que
la condicidén de endosimbionte es una situacién de stress y que por lo tanto la bactero X,
mantiene un alto nivel de expresiéh de GroEL para sobrevivir dentro de una célula eucarionte
{Chol ef al., 1991}. Et punto de vista de que el interior de una célula podria ser un ambiente hostil
fue propuesto originalmente en 1974 y desamollado posteriormente (Moulder 1974; Moulder 1985},
Este enfoque estd basado en la conceptualizacion de ias bameras que se le van a presentar a los
pardsitos intracelulares para interiorizarse, sobrevivir y multiplicarse dentro del huésped. Estas
condiciones infracelulares pueden ser comparabies a las condiciones abidticas de stress como el
calor, el frio, ia salinidad o la desecacidn. Se podria pensar que el enfoque de que el citoplasma
de la célula huésped podra ser un medio ambiente hostil, podria no aplicarse en el caso de
simbiosis establecidas. El caso de la bacieria X v ofros casos revisados mas adelante sefialon que
aun en el caso de relaciones mutuamente bbenéﬁcqs esta percepcién del citoplasma come un
medio agresivo se sostiene.

Desde luego todos los pardsitos infracetulares fienen genes de stress, pero no siempre se ha

cuantificado si existe una diferencia en su nivel de expresion comparativamente entre el estadio
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infracelular y et de vida iibre. Por ejemplo, se ha reportado que Mycobacterium tuberculosis ¥
Mycobacterium leprae expresan un homdlogo de GroEl, que se sabe gue este es uno de los
principales inmundgenos de estas bacterias ya sea en la infeccidén o después de una
inmunizacién. Inclusive, este antigeno podria estar involucrado el fendmenos de autoinmunidad
y en ja artritis {Shinnick et al., 1988). En Mycobacterium tuberculosis. esta proteina esta codificada
por dos genes. A nivel de aminodcidos las proteinas muestran solo 61% de idenﬁdod. to cual
sugiere una divergencia funcional de los polipéptidos. Aunque no se ha demostrado, se ha
sugerido que uno de los polipéptidos (cpné0-2). podria estar mas relacionado con la
patogenicidad que el ofro (cpné0-1) (Kong et al., 1993).

Otro ejemplo es el de los Afidos {Insecta; Homoptera). Estos, poseen procariontes intracelulares
simbiotréficos del genero Buchnera. en células especializadas del abdomen denominadas
bacteriocitos. Las bacterias endosimbiontes no pueden vivir fuera del citoplasma de su célula
huésped y no se les conoce un estado de vida libre. Afidos aposimbidticos (sin bacterias
endosimbiontes), muestran un crecimiento lento y son estériles. Se ha sugerido. que estos
endosimbiontes aportan amino acidos esenciales y vitaminas a su huésped, lo cual significa que
existe una relacién mutudlista. Un aspecto importante en esta relacién, es que el endosimbionte
sintetiza predominantemente una sola proteina: la simblonina. Esta ha sido purificada del &fido
del chicharo, y se ha demosirado que estructural y funcionalmente es un homélogo de GroEL
(Kakeda & Ishikawa 1991). En este caso, baséndose en las corccteﬁsﬁccs. mortfolégicas,
metabdlicas y gendmicas del endosimbionte, se ha propuesto que se les podria considerar como
formas intermediarias entre bacterias de vida libre y organelos (Fukatsu & Ishikawa 1993, pero
vide supra. El genoma de este endosimbionte tiene una olta proporcién de adenina-timina. Esta
caracteristica también la poseen los genomas mitocondriales y apoya la idea de que su genoma
estda sufriendo cambios concertados con su condicidén de endosimbionte. Pero lo mdas notable es
que el famaho de su genoma es mayor que el de E coli, i. e., en potencia tiene capacidad
codificante para miles de proteinas y sin embargo se concentra en la sintesis de una sola
(Ishikawa & Hashimoto 1986}. A nivel de secuencia, la simbionina esté codificada per el operén
symSL que codifica a los homdlogos de GroES y GroEL v muestran respectivamente 79.6% y 85.5%
de identidad con los homdlogos de E. coli. Experimentos de complementacion muestran que
mutantes de E coli pueden funcionar con los genes del endosimbionie {OhMaka ef al., 1992). Sin
embargo. en el endosimbionte la expresién del homologo de GroES es mucho més baja que la
de GrokEL. El significado evolutive v funcional de esta asimetria no ha sido esclgrecido (Fukatsu &
Ishikawa 1993). Una posibilidad seria que la fisiclogia del endosimbion'ré ha cambiado de
acuerdo a su situacidn de comensal obligado. En este sentido és interesante que se ha reportado

" que si bien el operdn symSl en potencia podnia responder al heat-shock (el promotor contiene las
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secuencias regulatorias) (Ohtaka ef af 1992} . la cantidad de mRNA de symSL. no se incrementa
en respuesta a este stress. Posiblemente esta falta de respuesta es debida a defectos en ia
expresion y/o estructura del factor sigma 32, que regula este tipo de operones. Por el otro lado, la
evolucién de las vias regulatorias de estas bacterias deben de haber llevado a suprimir ung
regulacién hasta cierto punto innecesaria y a facilitar la expresidon de la simbionina aun en
ausencia de siress caldrico, pero en respuesta al medio ambiente intracelular del bacteriocito
(Sato & Ishikawa 1997). Sin embargo no en todos los casos de parasitismo intracelvlar se ha
perdido la capacidad de respuesta al siress calérico. Por ejemplo, en Legionella pneumonia, se
ha reportado que efectivamente la sobreexpresion de su Hspé0 se presenta durante la infeccion
de monocitos humanos y de rqfén. Sin embargo. una cepa avirulenta de Legionella. es capaz de
responder al heat shock, sugiriendo que en esta cepa, la via reguiatoria de stress funciona bien,
pero la regulacidn durante la infeccion estd defectuosa (Ferndndez et al., 1994). Finaimente,
entre los insectos, el caso de los dfidos no parece ser Unico, ya que se han reportado bacterias
endosimbiontes, que también fienen niveles elevados de SymL (GroEL), en moscas tse-tse y en fres
especies de gorgojos (Aksoy 1995; Charles ef al., 19§5}.

Por lo anterior. se puede apreciar que las chaperoninas estan infimomente asociadas al

fenémeno del endoparasitismo y la endosimbiosis.

Por lo que respecta a la relacién de chaperoninas y fijacién del nifrdgeno, el primer reporte que
indicaba una relacién entre éstas proviene no de una bacteria del genero Rhizobiq, sino de lo
bacteria diazoiréfica de vida libre Klebsiello pneumoniae. En esta bacteria se reportd que GroEL
estaria involucrada en ia biogénesis vy plegomiento comrecto de la nitrogenasa y de NifA
(Govezensky ef dl., 1991). Dado que NifA es un activador transcripcional de la expresion de los
genes nif. se ha considerado a la chaperonina como un regulador potencial de la expresion
génica, aunque de segunda mano dirfia yo {Govezensky et al., 1994). Consecuentemente, en
ambos aspectos (endosimbiosis y fijacion del nitrégeno), ia bacterias del genero Rhizobia no
podian ser la excepcion. En Bradyrhizobium japonicum, se ha reportado que GroEl. se
incrementa 7 veces cuando la bacteria se encuentra como bactercide en los nddulos de soyq,
en comparacion con la bacteria de vida libre {Chol ef al., 1991). Adicionolmenie. en confraste
con E. coli o Mycobacterium tuberculosis, que tienen 1 vy 2 copias de GroEL respectivamente, se
ha determinado que en Bradyrhizobium japonicum, el operon groESL, se localiza en una familia
multigénica de cinco miembros. En particular el lamado groESLs, no se induce por stress calérico,
sino que es covegulado simultdneamente con los genes de la fijacidén del nitrdgeno y su
expresion es estrictamente dependiente de la proteina regulatoria NifA ya sea en el bactercide o

en condiciones de microaerofilia. Curiosamente, mutaciones en este gen groEls, no afectan nila
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viabilidad, ni la nodulacién. ni la fijacidén del nitrégeno. Esto parece indicar que los productos
polipeptidicos pueden funcionalmente ser reemplazados uno por ofro, pero que uno es
preferencialmente inducido durante la fijacién det nitrdgeno, aunque en el mutante de éste l'c
cantidad de GroEL sintetizada a partir de los otros genes seria suficiente para compensar la faita
de la proteina GroEL3. Dos miembros de esta familia, parecen tener un patrén de expresion
constitutivo v al menos uno de los operones es fuertemente inducido por el stress calérico. Los
genes grofls y groELs estan localizados en el cromosoma principal. (Fischer et al., 1993). En
Rhizobium melilofl, utifizando Southern blot, se han reportado entre cuatre y cinco copias de
groEL. En este caso, se ha determinado que algunas de tas copias estan localizadas en sus dos de
los megaplasmidos (Rusanganwa & Gupta 1993). Por su ICIIdO. Rhizobium leguminosarum, parece
tener al menos fres copias de groEL ninguna de las cuales esté en el pldsmido simbidtico
{Wallington 8.‘ Lund 1994). Finalmente, se ha demostrado que en Rhizobium meliloti, GroEL esta
involucrado en el plegamiento y el ensamblaje del activador transcripcional NodD. Mutaciones
en la copia cromosémica (groEl:) afectan notablemente la actividad de NodD1, ademas de la
de NodD3 y SyrM. A diferencia del caso de Bradyrhizobium, estas mutantes son lentas en la
formacién de nédulos v presentan el fenotipo Fix - . Sin embargo la actividad de NifA no se ve
disminvida, por lo cual se ha sugerido que el efecto de g mutacion debe de estar a ofro nivel de
ta fijacién del nitrégeno, por ejemplo en el ensamblaje de la nitrogenasa. Aparenfemente, el
producte polipeptidico de ofra de las copias de la choperénfna {groEls}, localizada en el
megapldsmido pSyma, pL{ede complementar las mutaclones en la copia cromosémica, lo cual
sugiere una divergencicr i'eguloioric de estos genes i. e., desde el punto de vista estructural
funcional ambos pclipéptidos soﬁ similares: sin embargo presentan un patrén de expresion
temporal diferenfe' de manera que la copia en pSyma no puede compensar la mutacién en la
copia cromosoémica. Auﬁque se@ han detectado otras copias adicionales de groEL. éstas no
parecen codificar productos polipeptidicos relevantes ya que dobles mutantes en groElc y grofls
no son viables ya sea por razones funcionales o regulatorias (Ogawa & Long 1995). En resumen, el
genero Rhizobia presenta caracteristicas particulares primero en el sentido de que o diferencia
de ofros procariontes, GroEL estd codificado por pequenias famiiias muitigénicas y segundo
porgue al menos alguna de las isoformas esta relacionada especificamente con la nodulacién

y/o la fijacidn del nitrégeno.
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OBJETIVO GENERAL

Por todo lo anterior, es claro que las chaperoninas ocupan una posicidon disfintiva en los
fendmenos de endosimbiosis en general y muy particuiarmente en ia simbiosis Rhizobia-planta. Sin
embargo. hasta donde sabemos, no existe ningln reporte en la literatura que haya estudiado a
la contraparte del citoplasma de la célula eucartonte huésped ya sea animal o vegetal,

Asl, por las razones antes expuestas, nos parecié interesante preguntarmos si desde el punto de
vista de la planta, la simbiosis fambién constituye un evento estresante vy si las chaperoninas
vegetales también estdn implicadas en el proceso de morfogénesis del nédulo simbidtico,

Aparentemente, este seria el primer reporte en ese sentido.
OBJETIVOS PARTICULARES

« Aislar, secuenciar y caracterizar clonas de chaperonina (cpnél) del frijol comOn Phaseolus
vulgaris. _

« Determinar la composicién gendmica del gen o genes alslados.

« Establecer si algin miembro de ésta familia multigénica, [en caso de que asi se determinara),

participa especificamente en alguna de las etapas de morfogénesis del nédulo simbidtico.
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OBJETIVO GENERAL

Por todo lo anterior, es claro que las chaperoninas ocupan una posicidn distintiva en los
fendmenos de endosimbiosis en general y muy particularmente en |a simbiosis Rhizobia-planta. Sin
embargo, hasta donde sabemos, no existe ninglUn reporie en la literatura que haya estudiado a
la contraparte del citoplasma de la céluia eucarionte huésped ya sea animal o vegetal.

Asl, por las razones antes expuestas, nos parecid interesante preguntarnos si desde el punto de
vista de la plania. la simbiosis también constituye un evento estresante vy si los chaperoninas
vegetales también estan implicadas en el proceso de morfogénesis del nddulo simbidtico.

Aparentemente, este seria el primer reporie en ese sentido.
OBJETIVOS PARTICULARES

» Aislar, secuenciar y caracterizar clonas de chaperonina (cpné0) del frijol comin Phaseolus
vulgaris,

e Determinar la composicién gendmica del gen o genes aislados.

« Establecer si alglin miembro de ésta familia multigénica, {en caso de que asi se determinara),

paricipa especificamente en alguna de las etapas de morfogénesis del nédulo simbidtico.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y RESULTADOS GENERALES

A continuacién se presenta el esquema de la estrategia experimental desarollada y abgdjo se

describen sucintamente los resultados generales.

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE HIBRIDACION

Durante la colaboracién con el grupo del Dr. Luis Herrera-Estrella en el CINVESTAV, Irapuato, se
aislaron clonas gendmicas vy de cDNA de la chaperonina cpné(-p de Arabidopsis thaliano
(Zabdleta et al., 1992). Una de éskas, la clona b3, fue ulilizada como sonda heterdloga pora la
deteccidon de secuencias homologas en el frijol (Phaseolus vulgaris). Un primer experimento de
tipo northern con RNA de nddulos de frijol, dio resultados negativos. Por esta razén se desconocia
si la chaperoninag mencionada se expresaba en nédulos. Como antecedente, en Arabidopsis, el
nivel de expresion de esta chaperonina es muy bajo en raiz, pero alto en hojas. Este resulfado es
congruente con el hecho de que cnginalmente la cpné. fue aislada aseciada a la proteina del
cloroplasto Rubisco, donde esta chaperonina es muy abundante (Barraclough & Ellis 1980). Se
intfentd entonces un experimento de tipo Southern con DNA gendmico de frijol en condiciones de
baja severidad, el cual mostré sefales tenues pero positivas. Este resultado nos permitié
establecer entonces las condiciones de hibridacién para intentar el tamizado de bibliotecas de

cDNA., Sin embargo, el resultado negativo del northem de nédulo, podia ser interpretade de dos
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maneras. Primefo: podria ser que la abundancia dei transcrite  fuera marginal, con la
consecuencia de que la representacién de las clonas comespondientes en una biblioteca de
cDNA de nddulos también seria muy baja y seria muy dificil, utilizando la sonda heterdloga de
Arabidopsis. dislar clonas positivas. La segunda posibilidad, seria que dado que en Brassica napus
y en Arabidopsis, cpné0-p ha sido reportada como codificada por uhc familia multtigénica
(Martel et al., 1990; Zabaleta et al., 1992), existia la posibilidad de ocumiera una expresion
diferencial de miembros de esta supuesta familia y que la isoforma que se expresara en nddulo,
tuviera una identidad baja con la sonda heteréloga que estabamos usando y que por lo tanto la
deteccién fuera stcmeﬁie dificil, si no imposible. Por el ofro lado el experimento del Southermn
gendémico indicaba que podiamos detectar a las secuencias homdélogas del frijol. Sin embargo.
esas secuencias detectadas podrian comesponder a los genes que se expresan en hoja.
Considerando las razones antfes expuestas, el razonamiento entonces fue el siguiente: Si la
chaperoning estd codificada por una familia multigénica, sabiendo que la represeniacion de
clonas de ¢DNA en una biblicteca de hoja de frijol es alta vy que' la sonda de Arabidopsis
representa a la supuesta chaperonina de Hojo, entonces el mejor camino seria primero efectuar
un tamizade de una biblioteca de cDNA de hoja. En este razonamiento, se veia mds probable
aislar clonas de hoja. La segunda parte del razonamiento era mds ingenua. Si logramos aislar
clonas que representen a alguno de los miembros de la familia multigénica, al menos serd una
secuencia de frijol, que, en teoria nos permitird detectar secuencias homélogas en bibliotecas de
nédulo. La ingenuidad consiste desde luego en que cuando los miembros de una fomilia
multigénica de un organismo fienen un patrén de exprésién diferencial, habitualmente también
ha divergido su secuencia (McElroy et al., 1990), de tal manera que podria ser tan dificil 1o
hibridacién / deteccién de los ¢cDNA's de nédulo usando la sonda de Arabidopsis, que con una
clona de hoja de frijol. Pero tal vez por eso dicen que los bidlogos moleculares somos los
cientificos mdés creyentes: Siempre estamos esperando el milagro. Nuestra esperanza era que Ia
identidad reportada a nivel de nuclebdtidos entre los genes de cpné0 en la misma especie es més
alta {cerca de 90% de identidad), que entre los homdlogos de diferentes plantas (c:lrededor de
72%) (Vqldc_is-l.épez & Henera-Eshella, 1992). de tal manera que metodolégicamente el

razonamiento por el que optamos era justificado.
TAMIZADO DE LA BIBLIOTECA DE HOJA Y COMPARACION DE SECUENCIAS DE LAS CLONAS AISLADAS

Asi, ufilizando las condiciones de hibridacién antes determinadas. se tamizd una béb_liotecc cDNA
de hoja de Phaseolus, construida en Agit22A, Como resultado se obtuvieron dos clonas positivas

{de un total de 10,000 placas). Ambas resultaron ser clonas truncadas. Sin embbrgo, la mayor

73



(=1,200 pb). fue subcionada en el vector pBluescript SK+ para su mejor manejo y designada
chapphas-8.1. Las comparaciones de secuencia de nucledtidos v la secuencia derivodc de
aminodcidos. con las secuencias comrespondientes de la sonda de Arabidopsis. indicaron

claramente que la clona aislada en efecto comespondia a un homologo de cpné0-f.

TAMIZADO DE LA BIBLIOTECA DE NODULO

La clona de frijol dislada de hoja, fue utilizada como sonda para efectuar ahora el tamizado de
una biblioteca de cDNA construida en el vector AZAP, a partir de RNA de nédulos de frijol de 12
dias. Las condiciones de hibridacién fueron mas severas que en el primer tamizado, pero no se
liegd a lavados de alta severidad. De un total de 80,000 placas se aislaron 19 clonas positivas i. e..
fa representacion de clonas en esta bibiioteca, es similar a la representacién de clonas en la
biblioteca de hoja, lo cual sugiere que el nivel de expresidn de los genes comrespondientes es
similar, Después de convertir al fGsmido en fagémido, se redlizd el patrén de restricciéon de las
clonas disladas que indicé que ia mayoria, nuevamente eran clonas truncadas. La mayor (=1900
bp), designada chapnod-4.2, se utilizd para determinar la secuencia de nucledtidos. Cabe
indicar que, sin embargo, el patrdén de restriccion de las diferentes clonas era muy similar, si no

idéntico. enire ellas mismas y con respecte a la clona aisloda de hoja (Chapphas-6.1).
- SECUENCIACION Y ANALISIS DE LA CLONA DE NODULO

Como era de esperarse, la secuencia de nucledtidos y la secuencia derivada de aminodcidos,
confimaron que la clona adislada de nédulo comespondia a la chaperonina cpné0-p.
Especificamente, se redlizdé un glineamiento moilliple con la secuencia de aminodcidos
comrespondiente al péptido maduro {péptide sefial excluido}. contra secuencias a todo lo largo
de la escala filogenética y particularmente con secuencias de algunas plantas, derivadas de los
polipéptidos comespondientes a la mitocondria v a las famadas subunidades alfa y beta del
cloroplasto. Como se indicé, ia secuencia dislada se agrupd con esta Gltima, indicande que en
fos nodulos radiculares de Phaseolus vulgaris ésta tendria una localizacién plastidica. Por ofro
lado, la secuencia de nucledtidos sefald que a pesar del fomaﬁo de la clona, no era una clona
completa en el sentido de que dada su localizacién plastidica, el mRNA tendria que codificar no
solo para la secuencia de aminodcidos de la proteina madurq, sino, ademds, para la secuencia
del péplide sefal que dirge al polipéplide a su sitio definitivo, en este caso el plastido
(Hemmingsen ef al., 1988; Marlel ef al., 1990; Zabaleta et al., 1992, Cole ef al., 1994). Dicho de

ofro modo, la clona aislada contenia toda la parte codificante de la proteina madura, pero solo
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parte del péptido sefial. Como era importante determinar la secuencia de este péplido lider
para confimar que tuviera las caracteristicas esperadas para una proteina que se aloja en el
plastido decidimos intentar aislar una clona completa. Se tamizé nuevamente la biblioteca de
nédulo, pero utilizando ahora solo la regidn hacia el extremo §' de nuestra clona de frijol
(restriccidn Neol/EcoRV-743 bp), para fratar de detectar en lo posible las clonas mds completas
hacia dicho extreme. Las condiciones de hibridacion y lavade de los fillros fueron severas. Como
resultado de este tamizado se aislaron & clonas. El patrén de restriccién de la mayor, indicaba
que contenia alrededor de 70 nucledtidos adicionales. De esta clona, se secuenciaron 700 bp de
cada extremo (1,400 bp en totdl), observ@ndose que la secuencia correspondiente era 100%
idéntica a nivel de nucledfidos a la clona aistada anteriormente y, ademés, confimando el
tamaific determinado con el patrdn de resticcion, contenia sesenta y sels nucledtidos
adicionales en el extremo 5', lo cual fue suficiente para flégcr al coddn de inicio y derivar la
secuencia completa del pépfido sefial. El andlisis de esta regién, mostréd que las caracteristicas
de este péptlido efectivamente comesponden a un péptido sefial de exportacidn al plastido.
Dado que por lo demds, las clonas de nddule eran idénticas en el resﬁ: de los nucleé?idos. parg

la secuencia reportada completa se fusiond la informacién de ambas clonas, en una sola.
DETERMINACION DEL PATRON DE EXPRESION (NORTHERN BLOT)

Se inocularon plantas de frijol con Rhizobium tropici cepa CIAT 899. Se disld RNA total de raices y
nédulos de 7-41 dias. Después de la transferencia, la hibridacién se efectud utilizando como
sonda a la regién codificante completa de la clona de nédulo. Los resultados muestran QUe en
raices y nodulos de siete dias, no se observan diferencias en la sefial, lo cual indica que la
chaperonina tiene un nivel basal de expresién similar en estas muestras. Después del dia 10, la
sefial de chaperoninag se incrementa hasta el dia 14. Posteriormente la sefial disminuye
manteniéndose aproximadamente en los mismos niveles de expresion que en lg raiz. Estos
experimentos muestran que durante el momento que las células de la planta son penetradas por
Rhizobium, este se diferencia en bacteroide, se induce la sintesis de nodulinas tardias y comienza

la fijacién del nitrégeno, se presenta una sobreexpresiéon de cpné0-j.
SOUTHERN BLOT GENOMICO. CARACTERIZACION DEL GEN DE CHAPERONINA

Cuando se compard la secuencia de nucledtidos de kis clonas obtenidas de las bibliotecas de
hoja y de nédulo de frijol, (Chapphas-6.1 vs Chapnod-4.2), se establecié que éstas eran 100%

idénticas. Este era un resultado inesperado debido a lo expuesto anteriormente. respecto a los
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reportes de que cpné0-p en Arabidopsis y en Brassica estén codificados por una pequefia familia
multigénica de fres o cuatro miembros. Si el razonamiento de la expresion diferencial de genes
pardlogos se aplicara en este caso, lo que deberiamos de haber encontrado era que una
isoforma se expresara mayoritariamente en hoja y la ofra mayoritariamente en raiz y nédulo, de
tal manera que aisiar de las bibliotecas comrespondientes excctdmenie a la misma clona era muy
poco probable. Adicionalmente, datos parciales de secuencia de ofras clonas, asi como los
mapas de restriccion, sugerian que no solo estas dos clonas eran idénticas, sino que todas las
clonas en ambas bibliotecas, parecian serlo. Ademds, hibridaciones de tipo Southemn de la regién
3' no traducida de la clona completa de néddulo hibridaban con todas las clonas.
Habituclmente, esta regidén trailer es considerada como gen especifica y es capaz de distinguir
entre transcritos de genes pardlogos, si los hay (Michelson & Orkin 1980: Valdés-Loépez & Henera-
Estrella 1992; Kislauskds eof al., 1993; An ef al., 1994). Surgié. entonces la hipdtesis menos
convencionat de que posiblemente en Phaseolus vulgaris, cpné(-p. podria estar codificada por
un solo gen y no por una familia muliigénica. Para abordar esta pregunta. se qislé DNA gendmico
total de la planta (se manejaron muestras de plantas individuales, para evitar posibles problemas
derivados de pcolimorfismos), se redlizaron restricciones con varias enzimas y se realizaron
hibridaciones de tipo Southem utilizando como sondas: la regién codificante completa, las
regiones comrespondientes al extremo 5’ codificante, al extremo 3' codificante y al extremo 3' no
codificante. El resultado de estos experimentos efectuados tanto en alta como en baja severiddd

es compatible con el hecho de que en el frijol cpné0-§, estd codificada por un solo gen.
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MATERIAL Y METODQS

AISLAMIENTO DE DNA DE PLASMIDO

El aislamiento de DNA derivado de plasmidos de las diferentes clonas y subclonas se efectud por
una combinacién de los siguientes métodos: Birnbolm, 1993; Zhov, et al., 1990; Stephen, ef al.,
1990. De manera resumida: 1.5 ml de culfive de E.coli, crecido 16 hrs en medio LB a 37 °C, es
centrifugado por 20-30 Segundos (ia temperatura es intrascendente; puede hacerse a 4 °C o @
temperatura ambiente). Es posible agregar nuevamente 1.5 mi de cuitivo al mismo tubo, con lo
que la recuperacidén de plésmido se duplica. Después de descartar el sobrenadante, el pellet es
resuspendido en 1 ml de 100 mM NaCi en TE (10 mM Tris-HCI pH 7.4, T mM EDTA). Aqui es
recomendable cenirifugar nuevamente y repetir este paso de lavado. Se cenfrifuga nuevamente
por 20-30 segundos y se decanta el sobrenadante dejando 50-100 pl de la solucion. Después de
resuspender vigorosamente, se adiclonan 450 ! de TENS (TE, adicionado de 0.1 N NaOH y 0.5% de
SDS). Se agita suavemente por inversién y se deja reposar 5 min.ufos en hielo. Se agregan 225
de acetato de sodic 3 M pH 4.8-5.2 y nuevamente se agita suavemente por inversidn hasta que
aparece un floculado blancuzco y se deja reposar 5 minutos en hielo. Pasado este tiempo se
centrifuga por 7 minutos a 18° C {aproximadamente a temperatura ambiente, aunque se puede
centrifugar a 4° C). Después de pasar el sobrenadante a un nuevo tubo, se agrega 1 volumen de
etanol absoluto [aproximadamente 700 w). Normalmente los métodos de precipitacion de acidos
nucleicos emplean 2 volUmenes de etancol. Sin embcrg)o. usande 1 volumen. la calidad aumenta
notablemente, si bien ldgicamente, la cantidad disminuye. Después de mezclar por inversién, la
mezcla se deja en hielo por no mas de 5 minutos y se centrifuga por 7 minutos. El pellet se lava
con etanol 70%. Después de descartar el sobrenadante, se pulsa en la microfuga y se aspira el
poco liquido remanente. El tubo se Invierte y se deja evaporar el resto dei alcohol por 10 minutos.
Es importante no sobre-secar el pellet ya que como se sabe desde hace tiempo (Avery ef al.,
1944). el DNA sobre-deshidratado, pierde actividad biolégica, es dificil de resuspender y puede
ser dificil de manipular posteriormente, en particular si subsecuentemente se va a efectuar algin

procedimiento con enzimas. Finalmente el peliet se resuspende en 10-100 ul de TE.
TAMIZADO DE LAS BIBLIOTECAS DE cDNA

El tamizade inicial se hizo a partir de una bibliotleca de cDNA de hoja de frijol amablemente
proporcionada por el laboratorio de la Dra. Alejandra Covarrubias, construida en Agt22A, usando
tos sifios Sal 1 {5} / Notl {3') del “polylinker" (GIBCO BRL}. Se plaquearon dos cajas de Petri (0 mm)
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con 5,000 unidades formadoras de placa (pfu). cada una. Como sonda de utilizo el cDNA de
cpné0-p de Arabidopsis thaliana (Zavaleta ef al., 1992) y las condiciones de hibridacién vy lavado
fueron laxas [vide infra). Se detectaron dos clonas positivas. Una de estas fue aislada, se aislo el
DNA (Chisholm, 1989; Ausubel, ef al., 1992} se restingié con Eco Rl / Not | y el inserto fue
subclonado en el plasmido (fagémido). Bluescript SK +.

Para aislar clonas de nédulos, se ulilizé una biblicteca de cDNA construida en A ZAP {Stratagene)
a partir de nédulos de frijol de 12 dias. Para el tamizado se plaq.uecron 4 cajos de Petri de 150
mm con =20,000 unidades formadoras de placa [pfu), por caja. Comeo sonda se ulilizé la clona
aislada de la biblioteca de hoja y las condiciones de hibrdacién y lavado fueron de severidad
media (vide infra}. Después del tercer tamizado, las clonas positivas fueron aisladas y convertidas
al plasmido Biluescript SK— por medic del protocolo de escision in vive con el fagoe ayudadeor
ExAssist, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Stratagene). Se c:isldron los plasmidos v se
resfringieron con EcoRl y Xhol para determinar el tamano de los inserfos. La clona mayor fue

escogida para su posterior caracterizacion (Ausubel, ef al., 1992).
INDUCCION DE NODULOS

Semillas del frijol comﬁn Phaseolus vulgaris L. cv Negro Jamapa, fueron obtenidas de Pronase
(México). Las semilias fueron germinadas por 2 dias, transferidas a macetas e inoculadas con
Rhizobium tropici cepa CIAT 899 (Martinez-Romero ef al., 1991). Las plantulas se cultivaron en
invernadero y los nddulos se colectaron después de diferentes dias de la inoculacion (entre 7 y
41). Raices no infectadas fueron obtenidas de plantas cultivadas en condiciones similares. Ambos

tejidos fueron congelados {-70 ° C) inmediatomente después de colectados [Lara ef al., 1984).
AISLAMIENTO DE DNA DE PLANTA

El DNA de planta fue obtenido a partir de hojas de frijol por medio del método de Dellaporta
{Dellaporta et al., 1983); del método de Doyle y Doyle (Doyle & Doyle, 1990); © por una
combinacién de ambos. En este Ultimo caso se siguié el método de Doyle y al DNA aislado se le
reprecipité con CTAB (cetyltimethylammonium bromide} de acuerdo con mejoras propuestas por

el método de Dellaporta. En este caso el DNA aisladeo fue de la mejor calidad.
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SOUTHERN BLOTS GENOMICOS (Southem, 1975)

A fin de evitar posibles problemas de polimorfismos, el aislamiento del DNA de plonfc_ se hizo a
partir de hojas de individuos. Habitualmente 57 g de hoja resultan en una extraccidn de 300-500
ug de DNA. En el Southem genémico que se hizo utllizando la sonda homédloga de cpnél-p de
Arabidopsis thaliana. el experimento se hizo con 16 ug de DNA. En los Southems que se hicieron
utilizando como sonda secuencias homdlogas del cDNA de la clona de frijol se utilizaron
Unicamente 2-5 pg de DNA. E} DNA fue digerido con las enzimas de restriccién adecuadas
{Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), y se comié una electroforesis en gel de agarosa al
1.2%. Después de tefiido, el DNA fue transferido a membranas de Nylon (Hybond-N+ / Amersham)
por el método de transferencia alcalina que posibilita la transferencia y el fijado simultdneos a la
membrana sin necesidad de homeado o “crosslinking” (Sambrook, et al., 1989). Como sonda se
vlilizaron la clonae de Arabidopsis thaliana o la clona de frjol de cpné0-8, marcadas
radioactivamente con 3P por el método de primers al azar (Felnberg & Vogelstein, 1983). La
actividad especifica de las sondas en éste y en otros marcajes fue de clredédor de 5 X 108 cpm /
pg. En la hibridacién, la condicién suave fue a 42° C, ia condicién medio a 50-55° C vy la
condicién severa fue a 65° C. Como blogueador se uﬁlizé heparina (Singh-& Jones, 1984), En los
lavados, la condicién severa fue a 65° C en 0.1X $SC, 1% SDS; la condicién de severidad media
fue én 0.5 X S8C. 1% SDS a 55° C vy la condicién suave en 2-1 X SSC, 1% SDS a 42° C. Las
membranas se expusieron con pelicula X-Omat ' para rayos x [Kodak), con dos pantallas

intensificadoras a ~70° C por 1-7 dias.
NORTHERN BLOT (Thomas, 1980)

Se aislé RNA total de raices y nédulos de frijol de 7-41 dias por el método del fenol caliente (de
Vres, ef al., 1991). 5 ng de este RNA total fueron comidos en gel de agarosa al 1.5% con
formaldehido {Logemann, ef al., 1987;) v fransferidos a membranas de Nylon (Sambrook ef al.,
1989). Como sonda se ulilizd la clona de frijol de cpné0-p. las condiciones de hibridaciéon vy

. lavado fueron de alta severidad.
OBTENCION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE DNA

Se efectud un andlisis de restriccidon de las clonas aisladas. Debido al tamafio de las clonas <
1,000 bp). para obtener la secuencia corﬁplefo, se reqlizé una restriccidn Xba | f Eco RlL o Kpn 1 /

Xho | a fin de generar una coleccién de deleciones anidadas por el método de exonucleasa |l
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(Putney, ef al, 1981: Jasin, ef al., 1983; Henlkoff, 1984). Tanto las deleciones como las clonas
originales. fueron secuenciadas utilizando cadena sencilla o cadena doble, por el método de los
dideoxi-terminadores (Sanger, et al., 1977). Como iniciadores, se usaron los "primers” T3 y/o 17 que
se ubican en el propio vector de clonacién (Bluescript SK {+/-]. En un caso, la clona se secuencid
comercialmente [Molecular Genetics Core Facility. Dep. of Microbiology & Molecular Genetics.
UT-Houston Medical School / Co. David S. Needleman, Ph. D). Los clonas relevantes se
secuenciaron varias veces en ambas cadenas.

Para el andlisis y comparacién de la secuencia se utilizaron los programas GeneWorks. version

2.31; PCGENE, version 6.01 (IntelliGenetics, Mountain View, CA) y bancos de datos asociados.
OTROS METODOS DE DNA RECOMBINANTE

El aislamiento y purificacién de fragmentos de restriccion para ser subclonados o para marcaje
radioactivo se hizo por el protocolo de polvo de vidrio comercializado como GENECLEAN (BIO
101, Inc.. La Jolla, CA). (Feinberg & Vogelstein, 1983}, © por el método de congelamienio y
centrifugacion {Koenen, 1989). La fransformacion de células de E. coli, se hizo por el método de
cloruro de caicio (Mandel & Higa, 1970; Cohen et al., 1972; Oishi & Cosloy, 1972; Hanahan, 1983) :
por el método de dimethyl sulfoxido (Chung, ef al., 198%) y ocasionalmente por electroporacién
(Dower et al., 1988; Solioz & Bienz, 1990}. Las cepas de E.coli que se usaron en la manipulacién de
pidsmidos, fasmidos, fagémidos y fagos fueron: XL1-Blue, XL1-Blue MRF, SOLR (Stratagene);
Y1090hsdR v DH5a (GIBCO-BRL). Todas las enzimas {endonucleasas de restriccién, polimerasas,
nucleasas, fosforilasas, fosfatasas y ligasas). asi como los reqétivos, fuercn de la mas alta calidad.
El resto de los procedimientos (igaciones, defosforilaciones, elc.), fueron redlizados de acuerdo a

protocolos establecidos de DNA recombinante (Ausubel, ef al., 1992;: Sambrook, et al., 1989).
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'RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacién de las condiciones de hibrdacién
Southern gendmico de Phaseolus vulgars con la sonda de cpné0-p de Arabldopsis thallana.
i ]

El DNA total aislado de Phaseolus legan's, se digirié con Hindlll, se comidé en un gel de agarosa al
1.2% vy se tifd con bromuro de etidio. En la figura 1A se muestra este gel. Este DNA se transfiric a
una membrana de nylon y se hibridé con ia clona completa de cpné0-p de Arabidopsis thaliana
(figura 1B). Las condiciones de hibrid_ccién y lavado permitieron observar bandas de hibridacion,

alguna de las cuales podrian comresponder al gen o genes homélogos del frijol.
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Figura 1. A) Gel de agarosa al 1.2% del DNA total de Phaseolus vuigaris {16 pg) digerido con
Hindlll. El marcader de peso molecular es el genoma del fago A digerido con Hindill / EcoR).
B) Southern gendmico del DNA total de Phaseolus vulgaris, hibridado con la clona completa de
cpné0-p de Arabidopsis thaliana (Zabaleta et al., 1992). La hibridacién se efectud a 42° C con 50%
formamida y los lavados a 60° C con 2 X $8C, 0.1% SDS.

Tamizado de {a biblioteca de hoja de frijol con la sonda cpné0-p de Arabidopsis thaliana.

La biblicteca de cDNA de hoja de frijol construida en Agt22A, fue plaqueada en dos cajas de 90

mm usando £ coli Y1090, a una densidad de aproximadamente 5.000 pfu por caja. Para la
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transferencia se ufilizaron filtros de Nyfon Hybond N+ [original y duplicc:do). Estos, fueron
hibridados con ia misma sonda y en las mismas condiciones establecidas anteriormente. Como se
ve en la figura 2, se detectaron dos sefiales muy claras en uno de los filtros. La ofra caja no mosird
ninguna sefial, por lo que tenemo'é una relacién sefales/pfu de 1:5000. Este valor, de alguna
manera indica que la representoéién de este transcrito en las células de la hoja equivale
aproximadamente al 0.02% del mR[NA total [~ 40-60 moléculas / céluld. asumiendo que cada
célula contiene 200,000-300,000 moléculas de mRNAs), lo cual lo cataloga en un nive!l de
abundancia baja moderada (Hightower & Meagher, 1985; Lewin, 1994; Sambrook, ef al., 1989,
Adams et al., 1995; Velculescu, et al.“, 1995; Zhang, ef al., 1997)

Figura 2. Clonas positivas de hoja de frijol detectadas en el primer tamizado de la biblioteca de
cDNA. Como sonda se utilizé la clona completa de cpné0-f de Arabidopsis thaliana. Se muesirg
el fitro que did 2 sefiales positivas que se identifican claramente con las flechas en el filtro v su
duplicado. '

3

Subclonacién del inserto de la clona de hoja en pBluescript SK.

Después del tercer tamizado, una del_ las placas, fue separada, cultivada y su DNA asilado vy
digerido para liberar el inserto y subclonarto. En la figura 3 se muestra que el inserto confenido en
la clona es de alrededor de 1.200-bp. lo cual indica que es una clona truncada, circunstancia

que no impide que pueda ser utilizadalcomo sonda homdloga.
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Figura 3. Restriccidn Eco Rl / Not | de la clona (Agt22A) «islada de la biblioteca de hoja de frijol.
La flecha indica la posicidn del inserto liberado. El camil 1 contiene un pldsmido de 3 Kbp; el carril
2 a la clona sin digerir y los carriles 3 y, 4 a la clona digerida con las enzimas indicadas.

El inserfo fue aislado vy subclonodcl en el vector pBluescript SK+. Después de aislar varias
transformantes individuales, se cisfcrqn los plésmidos, se digirieron con las mismas enzimas que
sivieron parq subclonarlo (Eco RI / Not |} y se efectué una transferencia de tipo Southem. Parg
comprobar su identidad las subcfohcs se hibridaron conira la sonda original cpné0-p de
Arabidopsis thaliana. Como control adicional el inserfo de frijol fue utilizado a su vez como sonda
para efectuar la hibridacién reciprocé. Como se puede apreciar en la figura 4, las hibridaciones

. indican que la clona de frijol es homdloga al gen cpnél-p de Arabidopsis.
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Figura 4. A) Gel de agarosa de las clonas aistadas de la biblicteca de hoja de frijol. digeridas
con Eco Rl / Not |, Los canmiles 1y 14 confienen el marcador de peso molecular (escalera de 1 kb).
E! camil 2 confiene al vector sin inserto. Como control negafivo, el camil 11 contiene una clona de
acting de Acanfamoeba digerida con Bam HL. Como control positive, el camil 13 contiene a la
clona de cpné0-pf de Arabidopsis thaliana digerida con Eco RI. Los carriles 3-10, confienen a las
clonas aisladas de transformantes individuales de cpné0-g de frijol. B) Este gel fue transferido o
una membrana de Nylon [Hybond N+} e hibridado con la sonda cpné0-p de Arobidopsis
thaiiana. C) Después de remover Ial marca radicactiva, la misma membrana fue hibridada
utilizande ahora el propio inserto liberado de las clonas de frijol. En ambos casos la hibridacion se
efectud g 42° C en 50% formamida y los lavados hasta 0.2 x SSC, 0.2% SDS, 65° C.
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Secuencla y comparacién de la clona chapphas-6.1 de hoja de fifjol.

Como todas las subclonas provienen de la misma clona original. una de éstas, designada a partir
de aqui chapphas-é.1, fue secuenciada para confirmar su identidad. En la figura 5, se muestra la
secuencia de nucledfidos y la secuencia derivada de aminodcidos. Como se puede apreciar, la
clona consta de 1,189 nucledtidos incluyendo 22 adenilatos comespondientes al Poly-A. Asi
mismo. la secuencia muesira un marco de lectura con capacidad de codificar 322 residuocs de
aminodcidos. Obviamente, por la longitud de la clona, se trata de una clona incompleta
{fruncadal). En la figura é, se muestra el alineamiento de nucledtidos de esta clona de hoja, con
la secuencia completa de la clona B3 de cpné0-p de Arabidopsis thaliana. A partir del
porcentaje global de identidad (74.0 %). claramente se puede inferir que ambas secuencias son
homdlogas. En particular desde el inicio del dlineamiento hasta los codones de término
respectivos, el porcentaje de fdenﬁdcd es de 79.77 %, sin un solo "gap” [773 idenfidades / 969
bp). Por el ofro lado, como era de esperarse, en la régién 3' no traducida la identidad es de 28.9
%. ademds de que en esta regién se localizan todos los "gaps" del alineamiento. ta
comparacion de las secuencias derivadas de aminodcidos {88.8% de identidad), también

confima que la clona 6.1 de hoja de frijol corresponde a una chaperonina cpné0-p.

LA L L IO T T P T T PP PP
* TRANSLATION OF A NUCLEIC ACID SEQUENCE *
O Ant e rvar A an gt
Done on DHA sequence CHAPHOOA.

Total number of bases is: 1189,

Analysis done on the complets sequencs.
Done on (absclute) phasela); 1.

Using the Universal genetic code.

" AARAAGATAACCAATGCTAGGGATCTTTTCAACATACTGGAGGATGCTATTAGAAGTGEATATCCTATAT TGS TT ATTGCAGAGGATAT TEAACAGGAAGCTC TAGC AACTC TAGTGGTG 120
K K I TN A R DUL F N1 L £EDATITIURSGTY PI L VI NEWDTITEQGQTEWALTLAMTLVY 40

AACAGACTTAGAGGATCACTGAAGATTGCALCGCTTAAGGCCCOTGEGTTTGGTGAACGC AAGASCCAGTACC T TGATGACATTGCAN T T TTGACTGGAGGTACTGTARTC AEAGARGAG 240
N R L R B L K I A A L KAMPOGT?T G EDRMLK KOS OO YULDDTI ATIILTGOG TV I R I X ¢

GTTGECOTTACTTTGGAC AMAAGC TCGGAARGAGG T TCTCGGATATGOGTCCAAGGTGET AC TCACCAAGGATAC ARCARCAATTGTTGGTGATGGAAGT ACCTAGGAGGCAGTGAAC ARG 360
v L TLDODKAGH KEV VL G?Y A S5 XV VY LT KDTTTT IV GED G S T g EAV NK 120

AGAGTTGCACAAATTAAGATCCANMATTGAGGC TGCAGAGC AGATT ACGAGAGGGAGAAGCTGAATGAGAGATTGC TAAA T TG TCTGGTGG TG TGGCCGTGATACAGGT TGGTGCACAA 480
R ¥ A QI XK I Q1 E A A EQDY FREIEKTLUNERTIAMHKLSESGSETV ANV IQUVGEADZ]D 160

ACTGAMACAGRECTC AAGGARAAGAAA TTGAGAGTTGARGATGCTC T T AR TGO TACAMAGGCAGC TS T AGAGEAA GG TAT TG T AGT TGGAGGTGGC TGCAC TCTEC TGAGAC T TGCATCA 600
T I T E L KT X KL R Y EDAMAMLU¥ATIE KANAYVY EEGI VY GGG CTTL L RULAS 200

MGGTGGATGCCATCAGAGATAGTCTTGATAA TGATGAAGARAARGTTGGAGCTGAT AT TGT ARAAAGAGCTC TTAGTTACCCCCTGARATTARTTGCCAAGARTECTGGTGTCAMATGGT 720
K vV p AI R D 8L DNUDTETEI KVYVGADTIU VI XU RALUGSSY PLIXULTIAIEKUENAIGC GV YWNG 240

AGTGTTGTCAGTGAGAAGGTATTGTCCAGCGACAATGCAAGATATGEGATATAATGC TGCCACCGGRAAC TATGAAGATTTGATGTC TGCCGGEATCATTGACCCAACAARGGT GGTLAGA 840
5§ v v 8 E KV L S $§DNKMMPRY Y NAATG VN Y EDILMNS AGTITIIUDUPTKUVY VR 280

TCTTGCTTEGACATGCAGC T TCAGTTGCCAAGACC T TC T TAATGTCAGATTGCG TG T TG T TGAGATAMAGGAACCTOAGGLCG T ACCT GC TGGARMC CCC ATGGACGCTTCAGGATAT 960
€ C L EHAMAS YV A KTUPF L M58 D C VY VY Vv EI KE P'E AV P AGVNPMNTDIDTASG Y 20

GETATGTMIAGAGCARCGGAGAAGT TEAGTGAGAACAGAAT TTT TTGTTTTCTC AGAGARATGCAGAR TTTGGARGGC AT T TTATGTAGCAAC AGGTCCAMAT TTACGATGGARACCTGT 1080
G M * azz

AGTAGTGTGATGAACCAGATAGTGA TGCACCCCCCATCCCATCCCARMT T T T TTAAGT TATTAATAMA T TTTTTTGCTAT TT TCTAMMAAARARM MMM AAAARR 1189

Figura 5. Secuencia de nucledtidos y secuencia derivada de aminodcidos de la clona de hoja
de frijol chapphas- 6.1. El coddn de término v el sitio de poliadenilacién esjén subrayados.
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+ ALIGNMENT OF TWO NUCLEOTIDE SEQUENCES. *

P . R R e S S R TR R R R R R A A L L L Y

The twWo smequences to be aligned arer

61CHAHOJ. Cpné0f. Hola Phaseolus vulgaris.

Total number of bases: 1189,

SEQATHG0B. Cpn60P. Arabidopsis thaliana.

Total humber of bases: 2054.

Open gap cost + 10 .

Unit gap cost r 10 ,
The character to show that two aligned residues are 1dentica1 is 2"

SEQATHEOBR - CTTCCTTTC(.‘L‘TGC'!‘TCAGCTCCCCTTTTCTTATCCGGAMCCAAMACTTCOGGTGATAAAACCTCCTTOGTCATCTCTCTACTTCTTGG}\TMAATGGOGTCAACTTT =110
SEQATHG08 - CACTGCCACATCTTCTAATGGTTCAATGGTTGCTCCGANTGGTCACARATCTGATAAGARACT TATCAGCARGTTGTCTTCAAGCTCAT TTGGARGGAGACAARGTGTGT ~220
SEQATHE0B - GTCCTAGACCCAGAAGATCCAGTTCTGCAATTGTGTCOGCAGTAAAGGAATTACATTT CAACAANGATGGGACTACCAT TAGGAGACT TCAAGCTGGTGTCAACAAGCTC ~330
SEQATHE0R - GOAGATCTTGTTGOTGTTACACTTOGACCCARAGGACGAARTGTTGT TCT IGAGAGCAAGTATGCATCACCACGAAT IGT TAATCATGGTGTGACTGT TGUAAGAGAGGT —440
SEQATHEDR - TGAGTTGGAAGACCCGGTTGAGAACATTGGCGCTAAGCT TGTGAGECAMGCGRCTGCCARAMC CAATGACT TGECTGGTGACGGTACAAUAACAT CTGTTGTTCTTGCAC -550
SEQATHEOB -~ AAGGTTTTATOGCTGAGGGTGTCAMGTGGTAGCTGCTGGTLGAANCCCTGT TT TGATCACCAGAGGTAT TGAGAAGACAGCAAAGGCTTTGGTTACCGAGCTCARGAAA 660
SEQATHE0E - ATGTCTAAGGAGGTTGAAGACAGTGAACTTGCAGATGTIGCAGLTGT TAGTGCOGETAACARCGACGAAAT TGGAAATATGATTGCTGARAGCAATGAGCAAAGTGGGCNG ~770
SECATHEOR - GAAAGGTGTGGETGACCCTTGAGGAGGGTARMMGTCLCGAGAACANCCTCTACGTCGTAGMAGGAMIGCAAT TTGATCGTGGTTATATCTCTCCTTACTTTGTGACAGACA —880

S1CHAHOT - m&ATMCCMTGCTAGGGATCTTTTCAACATACTGGAGGJ\TGCTATTAGAAGTGGA - 60

SEQATHE0B - GCGAGAARATGTCCGTCGAGTTCGACAATTGCAAGTTACTTCTCGT TGACMGAMAT TACCAATGCMGGSA er TGT'I‘GG'I‘ GTTTTGGAGGATGCMTTA.GAGGCGGA -990

61CHAHOJ - TATCC TATATTGGTTATTGCAGAGGATA‘!‘TGMCAGGMGCTCTAGCAACTCTAGTGGTG.MCAGACTTAGAGGATCACTGMGATTGCAGCGCI‘TAAGGCC CCTGGGTT -170

SEQATHE0B - TAl CCAATAT TMTTATTGCTGMGACATTGMCAAGMGCTTTAGCGACTC TTGTTGTMACMGC‘I‘ TAGAGGTACAC‘I‘GMGATAGCAGCTCTCAGAGCTCCAGGGTT -1100

61CHAHOJ - TGGTGMCUCAAGAGCCAGTACCTTGATG.AC.?\TTGCAATTTTGACTGGAGGTACTGTMTCAGAGMGAGGTTGGCCTTACTTTGGACAAAGCTGGGAAAGAGGTTCTCG ~2B0

SEQATHG60B ~ TGGAG?\GCGCMGAGCCAATACCTTGRTGAT}\TTGCCATTCTMCTGGAGCAACTGTGATCOGTGAGGAAGTTGGTCTTTCACTTGACAMGCTGGAAMGAGGTTCTTG -121¢

GICHAHOT - GATATGOGT CCMGGTGGTACTCACCAAGGAT}\C.AACMCMTTGTTGGTGATGGAAGTACCCAGGAGGCAGTGMCJ\AGAGAGT TGCACAAATTAAGATCCAAAT TGAG =350

SEQATHE0B - GTMTGCTTCAMGGTTGTCCTQWACCTWCQTMTGGGTGATMACWTGCMWTGT TACACAGATTAAAAAT C TTATTGAG ~1320

|

61CHAHOT - GCTGCJ\GAGCMGATTACGAGAGGGAGAAGCTGAATGAGAGMTTGCTMATTGTCTGGTGGTGTGGC%TGATACAGGTTGGTGCACMAC TGAMCAGAGCTCMGG:\ ~500

SEQATHEO0R - CAAGCGGACGMGAT TACGAGMGGAGAM\C TCMTGAGAGAAT TGCAAAGCT CT CTGGTGGAGTTGCTGTGJ\T TCAGGT TGGAGCACAAACTGAGACAGMCT CAAAGA -1430

GLCHAHOI - AAAGAAA TG.AGAGTTGMGATGCTCTTMTGCTACAAAGGCAGCTGTAGAGGAAGGTATTGTAGTTGGAGGTGGCTGC}\CTCTGCTGAGACTTGCATCAMGGTGGATG -610

SEQATHE0B - GAAGAAGTTGAGAGTTGMGATGCI‘ TTARN TGCMCAAAGGCDGCTGTDGAGGMGGTAT‘I‘GTTGTTGGTGGTGGTTGCACTCTGCTTCGTCTTGCTTCCMGGTTGATG -1540
61CHAHCY -~ CCATCA.GAGATAGTCTTGATMTGATGAAGWTTGGAGCTGATATTGTMAAAGJ\GCTCTTMTTACCCCCTGAAATTMTTGCCMGMTGCTGGTGTCMTGGT =720

SEQATHE0B - CC.\TTAAAGCCAOGC‘I"1'GA'I‘MTGATGAAGMMGGTTGGAGCGGATATAGTTWACTMTTACCCCCTMAACTMTCGCCAAGMTGCTGGTGTTMTGGA -1 6l5 0

61CHAHOS -~ GTGTTGTCAGTGAGMGGTATTGTCCAGCGACMTGC}\AGATATGGATATMTGGTGCCACCGGGMCTATGAAGATTTGATGTCTGCCGGGATCATTGACCCMCMA =830

TTITT st ST 33TTILIT T TINY 2T o5 oY TiorI st $3Uisfsiosisg

SEQATHEOBR - AGTGTAGTTAGCGAGMGGTGCTTTCCA}\CGATMCGTGMATTCGGTTACMTGCTGCN\CCGGCAAGTAOG}\GGAT T TGATGGCTGQGGAATCATCGATCCMCMA ~1760

61CHAHOT - GGTGGTRAGATGTTGCTTGGAACATGCAGCTTCAGT TGCCAAGACS T'l.'CTTMTGTCAGATTGCGTGGTTGTTGAGATM}\GGMCCTGAGGCCGTACCTGCTGGM\ACC =540

a1g w3 yraszimas sgaassrzy 3

SEQATH60B - GGTTGTG\AGATGTTGCTTGGMCACGC?\GCTTCGGTTGCAMGJ\CTTTC'I.'TGATGTDSGACTGCGTTGTTGTTGAG.ATCMGGMCCTGMCCAGTTCCCGTCGGCMCC ~1870

61CHAHCI - CCATGGACGCTTCAEGATATGGTATGTAB—— -"AGAGCAACGGAGMGT 'DGAGTGAG.AACAGMTTTTTTGTTTTCTCAGAGAMTGCAGMTTTGGAAGGCAT TT TATG ~-1046

SEQATHG0B - CMTGGACAACTCA.GGATTAGGATAC‘."AAGTATGGA—CATAGGCTMAT——ATTGA—MCGGA—TTTATTCTTAGCT'I‘TGOGAG—TGTA MTGT——~ - --A‘I"I‘T—— —G -19 Eé

G61CHAHCT ~ TA.GCAAGH.GGTCCAMTTTACGATGGAMCCTGTAGTAGTGTGATGMCCAGATAGTGATGCACCCCCCATCCCATCCCAMTTTTTTTTMGTTATTM‘I’M.\TTTTTT -1156

SEQATHE0B - M—CMEJ\G—-—--MT -------------------- AGTGT———-MTCTGAMCTGA———A ——————————— J\T'I'T'DGMTTMTCATCA-——TATGMTAMTCATGT -2027

61CHAHCT - - TGCTATTTTCTAAAAAAAMARAARADARARAAR -1189 (1167 WO/POLY A}

SEQATH60B - TAC——~-—- CTAARAAMAAARRARARAPAANARN 2054 (2032 Wo/PCLY A}

Identity (WO/POLY A) : 864 ( 7T4.0%1)
Number of gaps inssrted ln G1CRAHOT: 1
Fumber of gaps inserted in SEQATHE0B {all in 3’ UTR):.16

Figura 6. Alineamiento pcrecdo de la secuencia de nucledtidos de ia clona de frijol chapphas
6.1, y la secuencia de la clona b3 de Arabidopsis thaliana. Los codones de término v [0s sitos de
poliadenilacién estan subrayados El porcentaje global de identidad no incluye las regiones de
poly-A. La regidon de identidad de las clonas se inicia en el nucledtido 931 de la secuencia de
Arabidopsis thaliana. .
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Tamizado de la biblioteca de nédulo utilizando como sonda la clona chapphas-4.1.

Dado que la clona aislada de frijol, coresponde a la secuencia buscada, el inserfo fue aisiado y
usado para tamizar una biblioteca de nddulos de frijol.

La biblioteca de cDNA construida en A ZAP {Stratagene) a partir de nédulos de frijol de 12 dias se
plaqued en 4 cajos de Petri de 150 mm con 20,000 unidades formadoras de placa (pfu), por caja.
Como sonda se utilizé la clona aislada de la biblioteca de hoja y las condiciones de hibridacidn y
lavado fueron de severidad media. En la figura 7, se muestra el resultado de una de las cajas

después del primer tamizado.

Figura 7. Clonas positivas de nodulo de frijol detectadas en e primer tamizado de la biblioteca
de cDNA. Como sonda se ulilizé la clona completa de cpné0-p (chapphas-6.1) de Phaseolus
vulgaris. Se muestra el filltro que dié 6 sefiales posmvcs que se identifican claramente en el fillfro v
su duplicado.

En total de las cuatro cajas (80,000 pfu totales), se lden'rificcroﬁ 19 seﬁclés positivas, que dd una
relocion 1: 4,210. Este resultado sugiere que el nivel de expresidon de.esie gen en nédulos de 12
dias es muy similar cI de hoja; indicando que al menos en esfe estado de diferenciacién, cpné0-p '
es tan abundante en nédulo como en hoja.

Después del tercer tamizado, las clonas positivas fueron aisladas y convertidas al pléasmido
Bluescripr SK — por medio del protocolo de escision in vivo con el fago ayudador ExAssist. Una de
ias clonas no pudo ser recuperada por este profocolo; por lo cual se frqbdjé con las 18 clonas

restantes. Después de dislar a los plésmidos de 18 de las clonas, éstos se restringieron con Eco Rl y
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Xho | para determinar el tamarfic de los insertos. En la figura 8 se muestra la resfriccion de las
clonas asi como la hibridacion de tipo Southern. Como se puede apreciar, de las clonas disladas
la mayoria contfienen insertos que, © son muy pequefios. © no hibridan con la sonda, © han
perdido alguno de los sitios de restriccién del "polylinker” e inclusive alguna contiene insertos
dobles uno de los cuales hibrida y el otro no {carril 15). Sin embargo. una de las clonas (caril 8%}
designada a partir de aqui chapnod-4.2, contiene un inserfo de mdas de 1.8 Kbp que hibrido
claramente. Inclusive, comparande el tamafico de este inserto con la clona completa de
Arabidopsis thaliana, pareceria que esta clona pudiera contener la secuencia completa de la

chaperonina,

A ELLECTROFORESIS B SOUTHERN

123 4*567 8% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 1 2 3 4* 5 6 7 @*9% 10 11 12 13 1& 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Figura 8. A) Gel de agarosa con el DNA de 18 de las clonas aisladas de a biblioteca de nédulo
de frijol, digeridas con Eco Rl / Xho |, Los camiles 1 y 25, contienen el marcador de peso molecular
(X Hind I / Eco RI). El caril 2 contiene como control positivo, a la restriccidn de la clona
chapphas é.1. El camil 3 contiene al vector de clonacidn sin inserto. El canil 4* confiene como
control "heterdlogo”, a la restriccién de la clona completa de Arabidopsis thaliona. Los carriles 5
y 6 contienen como control negativo, a la restriccidn de dos clonas de actina de frijol. Los carriles
7-24, confienen a las restricciones de 18 de las clonas aisladas de la biblioteca de nédulo. En el
carril 8* se encuentra la clona designada chapnod-4.2. B) Hibridacion de tipo Southem. Como
sonda se uso el inserto complete de la clona de frijol chapphas 4.1. La hibridacion se efectud a
65° C y los lavados hasta 0.1 x SSC, 0.2% SDS a 65° C. :

Secvencia y comparacién de la clona chapnod-4.2 de nédulo de fijol.

Por el tamanio de la clona de nddulo, para obtener la secuencia completa se opié por generar
deleciones con el protocolo de la exonucleasa ll {Pulney, ef al, 1981: Jasin, et al., 1983; Henikoff,
1984). Como sitios de restriccion se ufilizaron Xba | (rellenado con a-tionucledtidos) y Eco Rl. En la
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figura 9. se muestran varias subclonas después de efectuar el protocolo de deleciones restringidas
con Apa | / Not |, para mostrar el tamafio de los insertos. De izquierda a derecha se puede
apreciar que el tamafio de los insertos disminuye desde la clona completa hasta la delecién con
el inserto mos pequefic de alrededor de 125 pares de bases. De éstas, se escogieron para

secuenciar 10 subclonas que en promedio difieren en su longitud en 185 pares de bases (carriles

1,5.9.10.11,12, 14,15, 17y 19).

12345678910111213141516171819201 22

Figura 9. Subclonas seleccionadas de chapnod-4.2, después de efectuar deleciones progresivas
por el protocolo de exonucleasa . Los camiles 1-20, muestran los tamanos de las clonas después
de una doble resfriccion Apa it / Not |. El caril 21 contiene a A Eco Rl / Hind lll. En el carmil 22 estda el
vector (pBiuescript SK-) sin inserto y restringido con las mismas enzimas.

La secuencia completa de las clonas seleccionadas, incluyendo la criginal sin deleciones, mostré
que esta clona de nédulo, contiene 1,945 pares de bases (no mostrados) y que tanto a nivel de
nucledtidos. como de aminodGcidos comresponde a una secuencia de cpné0-p de frijol. Sin
embargo el ORF de esta clona, si bien incluye la regidn codificante completa del péptidb '
maduro, mas 37 aminodcidos comespondientes al péptido lider, no llega al coddn de inicio y por
lo tanto no contiene la secuencia codificante completa que incluiria al pépfido lider completo,
ni la regién 5' no traducida. Dicho de ofro modo, la clona estd truncada, si bien le faltan pocos
nucledtidos. No obstante lo anterior se decidid tamizar nuevamente |a biblioteca de ndédule para

qislar a la clona completa,
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Tamlzado secundario de la biblioteca de nédulo para aislar una clona completa.

Para aumentar las posibilidades de aislar clonas completas hacia el extremo 5', se utilizd como
sonda un frc:gl;nento Eco Rl / Xho | de la clona chapnod-4.2, que contiene los primeros 223 pares
de bases de esa clona. Se plaguearen é cajas de 150mm, con 15,000 pfu cada una de la misma
biblicteca de nddulo, se prepararon los fillros y se hibridaron y lavaron en condiciones de alta
severidad. Se identificaron é sefiales positivas (datos no mostrcdo;). Después del tercer tamizado,
se obtuvieron los plasmidos y se restringieron con Eco Rl / Xho | y se hibridaron con el fragmento
5' de la clona chapnod—4-.2. Enla Figura 10, se puede apreciar que de fas clonas aisladas todas
hibridan con dicho fragmento. Sin embarge. la clona 1 no libera el fragmento completo, tas
clonas 2, 4 y 4 si liberan un fragmento §' pero son clonas truncadas hacia el extremo 3'. La clona
3 libera un fragmento del mismo tamaio que la clona chapnod-4.2, de tal manera que solo la
clona 5 comesponde a una clona completa que parece contener nucledtidos adicionales en el

exiremo §' que la clona chapnod-4.2.
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Figura 10. A) Electroforesis de agarosa de las clonas aisladas utilizando como sonda el fragmento
Eco Rl / Xho | de la clona chapnod-4.2, restringidas con las mismas enzimas. Los camiles 1, 2 y 12,
contienen a la clona chapnod-4.2 como control positivo. Los camiles 3 y 14 contienen a A {Hind |l
{ Eco Rl), como marcador de peso molecular. Los camiles 10, 11 y 13 contienen otras clonas
como controles negativos. En los carriles 4-9 se encuentran las clonas aisladas. La clona 5 estd en
el canil 8*. B) Southem blot usando como sonda el fragmento Eco Rl / Xho | de’la clona

chapnod-4.2.

b4



Resticcién de las clonas para visudlizar ef tamaio de los Inserfos

Para confirmar el tamafio de los insertos las clonas 1, 3 y 5, éstas se digirieron con Sma | / Apaly
Eco Rl / Apa |. Estas ehzimc:s no tienen sitios de corte intermo en las clonas sino solo en el
polylinker. Como se puede apreciar en la figura 11, solo la clona 5 fiene un inserto de mayor
tamafo que las clonas 3 y 4.2. Por ofro lado la restriccion Sma | / Apa | de la clona 1, libera un
inserto de alrededor de 3.9 kbp, mientras que la restriccién Eco Rl / Apa |, solo fineariza a la clona.

Este resultado sugiere que la clona 1 es un artefacto de clonacién.
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Figura 11. Gel de agarosa de las clonas de nédulo aisladas con el extremo §' de la clona
chapnod-4.2. En todos los cascs primero se presenta la restriccion Sma | / Apa | y después la
restriccidon Eco Rl / Apa |. Carriles 1 y 14, A Hind il / Eco Rl. Carriles 2 v 3, clona 1, Carriles 4 vy 5,
clona 3. Carmiles 6 y 7. clona chapnod-4.2. Carriles 8 y 9. clona 5. Carmiles 10 — 13, pBluescript SK+.

Continuando la caracterizacién de las clonas 1. 3 y 5 se efectud una restriccién multiple Sma l /
Neco | / Eco RV [ Apa | de estas clonas. (Para visualizar los prodUctos esperados, ver el mapa de
restriccién de la clona completa més adelante). En el caso de lg clona 1 las restricciones fueron
secuenciales [ver pie de figura). En la figura 12, se muesira el resultado de estas restricciones vy el
resulfado de hibridarlas con el inserto completo de la clona chapnod-4.2. Para la clona
chapnod-4.2, se espera, en orden decreciente, los siguientes fragmentos: el vector de clonacién
en 3 kb (Sma |/ Apa |); la regidn codificante comespondiente al carboxilo fermindl de 880 pb
{Eco RV / Nco | la region codificante corespondiente al amino terminal de 774 bp (Nco | / Eco
RV); la regidén 3" UTR de 241 bp {Nco | / Apa |) vy la regién hacia el extremo 5’de la clona que
c-odificc parte del péptido lider de 110 bp (Sma 1/ Nco l). Como se ve en la figura 12, las clonas 3

vy 5 muestran un patrén de restriccion muy parecido, si no idéntico con fa clona chapnod-4.2 v
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ademds la hibridacién corobora este pcrecido: En particular los fragmentos de la regidn
codificante son idénticos. Adicionalmente, si bien se aprecia una pequenoa diferencia en el
tamafio de la regién 3' UTR que es un poco menor en la clona 3 (posiblemente debido a la
longitud del Poly-A), la intensidad de la hibridacién sugiere que esta regién tiene la misma
secuencia en todas las clonas aisladas, (inclusive la clona 1). Este resultado indicdric: que todas
las clonas provienen del mismo gen, ya que justamente ésta es la regién mds divergente en
genes pardlogos. Respecto a la clona 1. estos resuitados confirman que es un artefacto de
clonacion, que si bien contiene regiones homélogas a la regién codificante y a la regidén 3' UTR
de cpnéD-B, se aprecian ofras dos bandas de 1100 vy 1250 bp aproximadamente que ho hibridan
con la sonda. En lo figura presentada, por el tiempo de exposicién del filtro {1.5 hrs), en el
Southem blot, no se alcanza a apreciar la hibridacidn del extremo §' de las clonas. Sin embargo
una sobreexposicién del filtro (18 hrs), confirma la posicién e identidad de este fragmento de 110

bb {datos no mostrados).

A) ELECTROFORESIS ~ B) SOUTHERN

e ot
-
1 2 34 6 678 910N 1 2 3 4 5 67 8 910N

Figura 12. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1.4 % de las clonas 1, 3. v 5 disladas de una
biblioteca de nédulo. Cariles 1. 5 y 10, A Hind 1l / Eco Rl como marcador de peso molecular.
camifes 2, 3 y 4 clona | digerida secuenciaimente Apa | / Sma I: Apa / Nco |1 Apa / Eco RV,
respectivamente. Carriles 6, 7 y 9. clonas 3, § y chapnod-4.2 respectivamente, digeridas Sma | /
Nco | / Eco RV { Apa |. Carriles By 11 controles negativos. B) Southern blot utilizando como sonda
el inserto completo (Sma | / Apa |). de la clona chapnod-4.2. )
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Secuencia de la clona completa aislada de la biblioteca de nédulo (chapnod-5.1).

Por sus caracteristicas, la clona 5 (designada a partir de aqui chapnod-5.1). fue escogida como
el mejor candidato para contener la secuencia completa de la chaperonina de frijol. En la figura
13, se muestra un ejemplo de la comparacién de la secuenciacidén manual y la secuenciacicn

automatica de los nucledtidos del extremo 5' de la clona chapnod 5.1.

Mﬂwm

A Secuencia automdtica B Secuencia manuat

Figura 13. Comparacion de la secuenciacién de la region §5' de la clona completa de nédulo
chapnod-5.1. A} Impresion de la secuencia automadtica. B) Automadiografia del gel de
secuencia manuail. Se muestran diferentes comidas de las deleciones de la clona de nédule. El
orden de cargado del gel es GATC. Las marcas v los nUmeros indican las regiones que se
corresponden con la numeracidon de la secuencia automdtica, si bien esta numeracién no
comresponde a la numeracién final de [a clona, que comienza en el nucledtido 60 de Ia
secuencia automdtica. .Llos primeros 59 nucledtidos comesponden al polylinker del vector de
clonacién,

Secvencia de la clona 5.1

La secuencia de nucledtidos obtenida por los dos métodos es idéntica a la de la clona chapnod-
4.2, excepto que la nueva clona contiene 66 nucledlidos adicionales en el extremo 5'. En esta

regién, se localiza el ATG de inicio, lo que significa que esta clona si es una clona completa, que
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incluye toda la regién codificante (vide infra). En la figura 14, se muesira la secuencia de

nucledtidos vy la secuencia derivada de aminodacidos.

===20-APR-1938 C/ GENE===

P I R L R T R R R R

* TRANSLATION OF A NUCLEIC ACID SEQUENCE *

P Y TR R L L)

Done on DHA sequence 51CHANOD.

Total number of basex is: 2031,
Analysis done on the complate seguence.
Done on {abiclute) phase(s): 1.

Uaing the Univarsal genetlic code.

GCAQGAGCCACMCMACCCTCCFTMACCCEAGCCA_T@CTTCCACCTTCTCCGCMTGTCCTCCTA(‘AAGCTC‘ICC‘]‘CCTCC'GCCGCCATC‘ICCTCCTTCCCCTTCTCCGGCTCCCGC 120

M A S T F § A M S5 $§ ¥ K L § 5 8 A A I S 5 F P F S G 5 R -20
CETCAATCCARTGROGTCG T TCTOGCCAGAAGAAGCCOCARCGCCAGGGTCTCOGCCATGGCCARGGAGT TGCACT TCAACAAGGACGG TACTGCAAT CARGAAGCT CCAGAGCGGTGTT 240
R Q S M ¢ v v L A R R S B N A R V S A M A KEILHTFUEKKDGTATIZEKZE KTILTGQESSGV 21
MCM\BCTCGG;GATCTGGTTGCGGTCACGCTTGGTCCCMGGGAAGGAATGTTGTTCTCGAGAGCMGTJ\TGGTTCGCCI;AAMTOSTTMCGACGGTGT(.JJ\CTGTCGCCMAGAGGTT 360
M K L ADLVV AV TLGEPE KGHRUMHNVY VLLESTE KTYUGSOPEKXIVHNDGVYTVYAEKTEV 133
GAGTTGGAGGATOCOGT TGAGAATAT TGG TGCTAAGT TGGTGAGACAAGL TGCTGCLAAGACCARCGACT TGGC T GG TGATGGAACCACGRCATCTGT TG T TCTAGCT: CAAGGCCTTATC 480
ELETDUPV ENTIGA AIEKTLVRQAARATLKTUNDLAGDGTTTSVVLAQGTLI 101
GOGGAAGG TG T TAMGG T TG T TGO TECCGETGCCAACCCTGTGCTCATCACTCR TRGCAT TGARAAGACAGCCAAGGCT CTGGTGTCTGAAC T TARMMAGA TG TCARARGAGGTTGAAGAT 6C0
A EG V KV V A AGADNPV LI TRGIEIKTAEKDZMETLWVSETLZEKIEKMSIKXEWVEHTHD 141
AGTGAGT TGGCAGATGTGGCAGCTGT TAGTGCTUSGAACAATTATGAAG TAGGARMATATGAT TGCTGAASCAT TGAGTAAAG T TGO TAGAARGCG TG T TGTGACCCT TGARGAGGGAANG 720
s EL ADVAAVYV S AGHNDUNYEVGNMTIAEA ALSEKVYGRIEKSGVY VYV T LEETGK 181
AGTGCCGACAACAGT TTATATGT TGTOGAGGGAATGCAGT T TGACCGTGGCTACATT TCTCCAT ACTTCG TGACTGACAGT GAGAMMATGGCTGT TGAGTATGAGAACTGTAAGT TGCTG B40
s ADNS LY VV EGMHCQTF DR RGY ! sSs PY F VvV TDSEI KMAVEYEUHWKTCIEKILTL 221
T'I'GGTTGACMAAAGATAACCAATGCTAGGGATCTTTTCAACATACI'GG.AGGATGCTATTMMGTGGATATCCT.&T%TTGGTTATTGCAGAGGATA‘T TGAACAGGAAGCTCTAGCAACT 960
LVvDEKEKTITW A ARTDTLTFUVENTI11ULEDATIRSGY®P?P I LVIAETUDTITEZ® QEH ARTLAT 261
CTAGTGGTGARCAGACT TAGAGGATCACTGAAGAT TGCAGOGCT TAAGGCCCCTGEGT T TEGTGAACGCAAGAGCCAGTACCT TGATGACATTGCAAT T T TGACTGGAGGTACTGTARTC 1080
L VVHNRLARGS LI KTIARAMLIEKA AMEPG GV F GERUEYKS$SOQGYLDDTIATILTSGSGTVI i
AGAGAAGAGGT TGGCCT TACT T TGGACAAAGCTGGOAMAGAGG T TCT COGATATGOG T CCAAGGTGGTACT CACCAAGGATACAACMACAAT TG TTGS TGATGGARAGTACCCAGGAGGCA |, 1200
R EE VG L TLDKAGTIEKTEVWVILGYAS KV VILTEKDTTTTIUVGDGSTQQE A 34
GTGAACAAGAGAGT TGCACAAATTAAGATCCAAAT TGAGGCTGCAGAGCAMGAT TACGAGAGGRAGAAGCTGARTGAGAGAAT TGCTAAATTGTCTGGTCETETGGLOGTGATACAGGTT 1320
¥ ¥ KRV AQIKTIOCI EBAAMEGQDYERTETKTLUNEW RTIAMIKELELSGGUVAVIQV 381
GGTGCACAAACTGARACAGAGCTCAAGGAAAAGARAT TCAGAG T TGARGATGCTC TTARTECTACAMAGG CAGC TG TAGAGGAAGG TAT TG TAG TTGGACG TEOCTGEACTCTGCTGAGA 1440
G A QT FTETLZEKEKI KU LRV EDATLWNATEKA SAAVEESGTIUVV GGG TCTTULLR 421
CTTGCATCARNGGTGGATGCCATCAGRGATAGTCTTGATARTGATGAAGAAAAAGT TGGAGCTGATATTGTAAAAAGAGCTCT TAGT TACCCCCTGAAATTAAT TGCCAAGAATGCTGGT 15 66
L A S KV DATIRBRDSESULTDUKKDETGEIKVYGATDPTIVKRATLSYZ?P?PULZEKTELTIA AT KU? NRGEG 461
GTCAATGGTAGTGT TG TCAGTGAGAAGG TAT TG T CCAGCGACAATGCAAGAT ATGGATATANT GCTGCCACCHGGAACTATGAAGR T T TGATG TCTGCCGGGATCATTGACCCARCARAG 1680
VNG S WV V¥V S EKV LS §DVNAMRBRYGY NAATOGUHNTYEDTLMWMSAOGTITIDTZPTK 501
GTGGTCAGATGT TGCT THGAMCATGCAGCT TCAGT TGCCAAGACCT TCT TAAT GTCAGATTGCG TGGT TG T TGAGA T AAAGGAACCTGAGGCOG T ACCTGC TGGAAR S CCCATGGAOGCT 1800
vV VvV R CCL EHAAMSVAKTT FLMSDCCVY VYV ETI KEZPEA AV P AGNEMKDA 541
TCAGGATATGGTATGTAGARGAGCAACCGAGAAGT TOAGTGAGARCAGAATTTTTTGTTT TCTCAGAGAMATGCAGAATTTGGAAGGCATTT TATGTAGCARCAGGTCCAAATTTACGATG 1820
5 G Y G M + 546
GAAACCTGTAGTAGTGTGATGAACCAGATAGTGATGCACCCCCCATCCCATCCCARAT T TTTT T TAAGT TAT TAATARAT TTTTTTGCTAAARAAAAAAAAAARARARARA 2031

Figura 14. Secuencia de nucledtidos y secuencia derivada de aminodcidos de la clona de
nddule de frijol chapnod-5.1. El coddn de inicio, el codén de término vy el sitio de poliadenilacién
estan subrayados. Anba del codédn de inicio, se marca en negrita un triplete TAA, en lg misma
fase de lectura del ORF (nucledtidos 25-27). La secuencia del péptido lider, estd subrayada. Lo
numeracion de la secuencia derivada de aminodcidos inicia con nimeros negatives en la regién
comespondiente al péptido fider {47 residuos de aminodcidos) y continla con numeracién
positiva a partir de la secuencia correspondiente al péptido maduro (5446 residuos de
aminodacido).
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La secuencia sin incluir el Poly-A, consta de 2,009 pares de bases y contiene un ORF del
nucleétido 37 al 1,818 que va del codén de inicio al coddn de término. La capacidad
codificante de este ORF es de 593 residuos de qminoécido. De éstos, los primeros 47
comresponden al péptido sefial y los 546 restantes al péptido maduro. Aniba del coddn de inicio
{nucledtidos 25-27), existe un triplete TAA en la misma fase de lectura del ORF, lo cual sugiere que
la fase de lectura correcta se inicia en el primer ATG localizado en ia posicién 37 (Joshl, 1987).
Adicionalmente, como se muestra en la figura 15, la secuencia alrededor del coddn de inicio se
adapta al contexto reportado para ofros genes de plantas dicotiledéneas: AAA[A/C)AATIGGCT
{loshi ef al., 1997).

plants c a A (A/C)a AUG GCg
monocot cla/c) (A/G) (A/C)c AUG GCG
dicot a a A [(A/Cla AUG GCu
CHAPNOD-5.1 T A G C C ATG GCT

Figura 15. Comparacion de la secuencia dlrededor del coddn de inicio reportade para planias
en general, monocotiledoneas y dicotiledoneas, con la regidn equivalente de ia clona chapnod-
5.1

Por io demds, la regidn §' UTR, no muestra ninguna caracteristica peculiar. Abgjo del codén de
término se extiende una regiéon 3' UTR de 202 pares de bases donde se ubica la secuencia de
poliadenilacién candnica AATAAA, Sin embargo. en esta regidon no se localiza una estructura
tallo-asa, similar a la que se ha reportado para ofros genes de plantas (Heldecker & Messing,
1986).

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA SECUENCIA

RNY

A nivel de nucledtidos, la clona chapnod-5.1, muestra una distribucién asiméirica de purinas (R) y
pidmidinas (Y). particularmente en la regidon codificante. La grafica de la figura 14, presenta el
andlisis denominado RNY (Shepherd, 1981; Shepherd, 1990). El andlisis se basa en que en una
secuencia de nucledtidos al azar, la probabilidad de que un nucledtido parficular sea purina {R)
o pirimidina (Y} es de 50%. Sin embargo, a! analizar las regiones codificantes, Shepherd encontrd

gue esta relacién no es siméfrica. Al considerar codones de genes especificos, la probabllidad de
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que la primera base del codén sea R, la segunda N (R/Y 50%) y la tercera Y. excede los limites del
azar. La inferencia de que la distribucidn RNY, pudiera reflejar un cédige ancestral, ha sido
cuestionada (Jukes, 1994). No obstante, el andlisis de Shepherd enfatiza una caracteristica
infrinseca de las regiones codificantes, que las distingue de las regiones no-codificantes de los
genomas. De hecho, ofros métodos para detectar regiones potencialmente codificantes (Staden,
1990), implicitamente ihcluyen la distribucién RNY. f-‘c:ra la clona chapnod-5.1, la figura 16 muestra
que en la fase de lectura 1, se locdliza el ORF y que en esta fase de lectura se cumple la
prediccién RNY a lo largo de toda la regién codificante. Como era de esperarse, las otras dos
fases de lectura contiene un gran nUmero de tripletes TAA, TAG vy TGA. En particular, en la regién
chific_cnie del pépﬁdo maduro de la clona ia proporcién R : Y para la primera, segunda y

tercera posicién de los codones es: 77.8:22.2 / 49.4: 50.6 [ 46.5:53.5, respectivamente,

Program COD RNY

Search for protein coding region by the Shepherd’s method
On DNR sequence 5ICHANOD

Total number of basen 1s: 2031

[ R Y Y Y R E PREZE BLAUL B LW

g 4

i i L O A R 1K T ¥ SN S At

MMM RLICAR N ILAL LU LN LALLM AL BLELALEL R L

1 4180 ] 1200 1688 2eae

Plot of the BNY Prame analysis For sequence SLCHANGE.
On baszos 1 to 2831 cowputed by length of 147 bp, with a step of 3 bp.

Figura 16. Andlisis de distribucidon de purinas (R} y pirmidinas (Y} en la secuencia de la clona
chapnod-5.1. Los numeros sefialan las fres fases de lectura. Las flechas indican posibles codones
de témino. La linea horizontal continua marca la fase de lectura en la que se cumple la
distribucion asimétrica RNY para Ta, 2ay 3a posicion respecfivamente.

Ufiiizacion de codones

Se ha demostrado, que en diferentes organismes la utilizaciéon preferencial de codones sinébnimos
es una caracteristica especifica, relacionada con el nivel de expresion génica {lkemura, 1985; U
& lvo, 1996). En organismos unicelulares, claramente se puede definir un dialecto del cédigo

genético. En organismos pluricelulares, el dialecto es mas dificil de definir ya que aparentemente
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existen diferencias tejido especifico. Sin embargo, se han publicado patirones de ufilizacion
preferencial de codones para diversos grupos de organismos incluyendo plantas (Ausubel, ef al.,
1992). La figura 17. muestra el andlisis de utilizacién de codones de la porcién codificante del
péptido madure de la clona chapnod-5.1. La regidn comespondiente al péptido lider se omitid
_del andlisis ya que las presiones de seleccion en esta region podrian ser diferentes. Sin embargo,
el analisis de todo el ORF, no muestra diferencias significativas con los datos presentados.

En la primera parte de la figura 17, se muesira la tabla de los é4 codones v su frecuencia de
utilizacién en la clona chapnod-5.1. Subrayados se muesiran los codones para los que
claramente se aprecia una utilizacién preferencial (11 codones en fotal). Estos datos sugieren que
en esta clona existe un “dialecto” del cédigo genético tal cual ha sido descrito para otros
organismos (ikemura, 1985). Este resultado se puede apreciar mds claramente en la parte final de
la figura, donde se muestra la frecuencia de utilizacién de los diferentes codones para cada
aminodacido. El primer valor indica el nimero de veces que cada codén es utilizado en fa clona.
El segundo valor (porcentual), presenia la proporcidén de utilizacion de los diferentes codones
sindnimos como ha sido descrito después de analizar un total de 71, 408 codones de plantas
dicotiledéneas (Auvsubel, et al., 1992}. Vale la pena enfatizar que los valores son particulares para
dicotiledéneas y que los valores para monocotiledéneas difieren de éstos. En el caso de ta clona
chapnod-5.1, se puede apreciar que en la gran mayoria de los casos, tanto los codones
. preferenciales, como los codones menos utilizados coinciden en esta tabla. Las excepciones se
encuentran en los aminodcidos glutamina, proling y serina y en el codén de término. No
obstante, en lo general se puede inferir que esta clong del frijol presenta una utifizaclén
preferencial de codones que se enmarca dentro del diglecto general de plantas dicotiledéneas.
En total de los 546 codones, 267 comesponden a codones preferenciales de dicotileddneas, lo
cual significa que 21 codones comresponden al 48.9% del total de codones y los 40 codones
restantes corresponden al 5].1%. - o

Se ha enconifrado, que la utilizacién de codones preferenciales vy no preferenciales puede
mostrar una distribucién no aleatoria en las regiones codificantes de algunos genes y que en
particular los codones ne-preferenciales pedrian servir como pausas traduccionales que
facilitaran el plegamiento de dominios polipeptidicos particulares (CromBle, et al., \1992: Netzer &
Hall, 1997). En el caso de la clona chapnod-5.1, la distribucidén de estos dos tipos de codones a lo
large de la clona, no muestra un patrén, sino que se observa una alternancia al azar (datos no
mostrados). El significado de estos resultados, es que finaimente las pausas traduccionaies
parecen ser caracteristicas de proteinas citoplasmdaticas de sistemas eucariontes. En el cose de
esta chaperonina de frijol, su localizacién es plastidica (vide infra), queriendo decir con esto que

su plegamiento dentro del pldstido ocumriria de acuerdo a las caracteristicas de plegamiento de
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un sistema de tipo procarionte y por lo tanto dependiente de eventos pos-traduccionales,

posiblemente supeditado a la participacién de chaperonas moleculares (Gething, 1997).

o de o ke de e ok e e ok gk ke ke gk W e e e ok e ok e ok ok o R o e e

* CODON USAGE STATISTICS ANALYSIS *

e e e T ok ke e e v Te e ok e ok ok e e e e e e e de e v ke e o e e ok e

Done on DNA sequence S51CRF. .

DE ORF. CPN60 BETA PHASEOLUS. FROM START TO STOP
Total number of bases is: 1641.

Analysis done on the complete sequence.

Using the Universal genetic code.

Total number of codons: 547

No unidentified codon.

Base composition: A= 477 ; T= 412 ; G= 475 ; c= 277

29%; 25.1%; 28.9%; 16.8%.
Normal codon usage table,
TTT Phe 2 .3% TCT Ser 5 .9% TAT Tyr 10 1.8% TGT Cys 2  .3%
TTC Phe 4 .7% TCC Ser 2 .3% TAC Tyr 5 .9% TGC Cys 3 . 5%
TTA Leu 3 .5% TCA Ser 6 1% TAA --- 0 0% TGA --- G 0%
TTG Leu 16 2.9% TCG Ser 1 .1% TAG --- 1 .1% TGG Trp 0 0%
CTT Leu 13 2.3% CCT Pro 5 .9% CAT His 1 .1% CGT Arg 2 .3%
CTC Leu 7 1.2% CCC Pro 4 .7% CAC His 1 .1% CGC Arg 1 .13
CTA Leu 3 .5% CCA Pro 2 .3% CAA Gln 6 1% CGA Arg 0 0%
CTG Leu 9 1.6% CCG Pro 1 .1% CAG Gln 6 1% CGG Arg 0 0%
ATT Ile 18 3.28% ACT Thr 10 1.8% AAT Asn 12 2,1% AGT Ser 12 .1%
ATC Ile 8 1.4% ACC Thr 8 1.4% AAC Asn 13 2.3% AGC Ser 4 .73
ATA Ile 5 .9% ACA Thr 8 1.4% AAA Lys 14 2.5% AGA Arg 14 . 5%
ATG MET 9 1.6% ACG Thr 2 .3% AAG Lys 34 6.2% AGG Arg 3 .5%
GTT Val 32 5.88 GCT Ala 27 4.595% GAT Asp 20 3.68% GGT Gly 22 48
GTC Val 7 1.2% GCC Ala 15 2.7% GAC Asp 12 2.1% GGC Gly 5 . 9%
GTA Val B 1.4% GCA Ala 16 2.9% GAA Glu 20 3.6% GGA Gly 15 7%
GTG Val 1% 2.7% GCG Ala 5 .9% GAG Glu 28 5.1% GGG Gly 5 9%
Sorted list by codon frequency
(01) AAG Lys 34 (23} ATG MET 9 (45) TGC Cys 3
{02) GTT WVval 32 (24) CTG Leu 9 (46} TTA Leu 3
(03) GAG Glu 28 (25) ACC Thr 8 (47) CTA Leu 3
(04) GCT Ala 27 {26) ACA Thr B8 (48} TGT Cys 2
(0%} GGT Gly 22 (27) 6TA Val 8 (49) CGT Arg 2
{06) GAT Asp 20 (28) ATC Ile B8 (50) ACG Thr 2
(07) GAA Glu 20 (28) CTC Leu 7 (51} TCC Ser 2
(08) ATT Ile 18 (30) GTCc val 7 (52) CCA Pro 2
{(09) GCA Ala 16 {31) TCA Ser 6 {53) TTT Phe 2
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710) TTG Leu 16 (32) CAG Gln

6 (54) CGC Arg 1

(11) GGA Gly 15 (33) CAA Gln 6 {535) TCG Ser 1

(12) GCC Ala 15 (34) GGC Gly 5 {56) CCG Pro 1

{13) GTG Vval 15 (35) GGG Gly 5 (57) CAT His 1

(14) AGA Arg 14 {36) GCG Ala 5 {58) CAC His 1

{15) AAA Lys 14 {37) TCT Ser 5 {59) TAG =--- 1’

{16) CTT Leu 13 {38) CCT Pro 5 All others are not found.

{17) AAC Asn 13 {39) ATA 1Ile 5

{18) AGT Ser 12 {40) TAC Tyr 5

(19} AAT Asn 12 {41) AGC Ser 4

{20) GAC Asp 12 {42) ccC Pro 4

(21) ACT Thr 10 {43) TTC Phe 4

{22) TAT Tyr 10 (44) AGG Arg 3

Codon usage table by amino acid.
<pn60 DICOT cpné6l DICOT

Ala GCT 27 (44.6%) : cTC 7 {16.9%)

GCc 15 (21.8%) CTA 3 (9.8%) *
GCA 16 (27.0%) CTG 9 {11.0%) * X => 51
GCG 5 (6.6%) * E=> 63 Lys ARA 14 (42.3%)

Arg CGT 2 (18.8%) ARG 34 (57.7%) Z => 48
ceC 1 {(5.0%) MET ATG 9 {100%) z => S
CGA 0 {9.5%) Phe TTT 2 (49.5%)

CGG O {5.0%) * TTC 4 (50.5%) z => 6
AGA 14 (32,6%) Pro CCT 5 (34.1%)
AGG 3 (25.1%) z=> 20 cce 4 (15.9%)

Asn AAT 12 (45.9%) ' cca 2 {41.98)

AAC 13 (54.1%) L= 25 cce 1 (8.2%) * T o= 12

Asp GAT 20 (60.1%) Ser TCT 5 (23.6%) '
GAC 12 {39.9%) z => 32 TCC 2 {17.2%)}

Cys TGT 2 {49.3%) TCA 6 (19.7%)

TGC 3 (50.7%) I => 5 TCG 1 (5.8%) *

Gln CAAR 6 {60.3%) AGT 12 (16.4%)

CAG © {39.7%) Z => 12 AGC 4 {(17.3%) X =>» 30

Glu GAA 20 (51.1%) Thr ACT 10 (35.0%)

GAG 28 {48.9%) % o=> 48 " ACC 8 {27.2%)

Gly GGT 22 (35.6%) ACA 8 (29.3%)

GGC 5 (14.9%) ACG 2 (8.5%) * I => 28
GGA 15 (37.9%%) Trp TGG 0 (100%} £ = 0
GGG 5 (11.6%) * X => 47 Tyr TAT 10 (46.9%)

His CAT 1 {53.0%) TAC 5 {53.1) Z => 15
CAC 1 (47.0%) Z = 2 Val GTT 32 (40.08)

Ile ATT 18 (46.2%) GTC 7 (17.4%)

ATC 8 (34.9%)} GTA 8 (14.0%) *
ATA 5 {18.9%) * Z=> 3l GTG 15 (28.6%) Iz => &2

Leu TTA 3 (11.1%) * Stop TAA © {30.6%)

TTG 16 (26.18) TGA 0 (51.4%)
CTT 13 (25.2%) TAG 1 (18.0%) * = 1




Figura 17. Utlizacion de codones en la region codificante de la clona chapnod-5.1. La tabla
normal de utilizacién de codones, muestra la frecuencia con la que se usa cada uno de los 64
codones. En negrita y subrayado, se indican los codones que claramente muestran una
utilizacién preferencial en la clona. La lista de frecuencia de codones muestra en orden
descendente la frecuencia con la que se utiliza cada coddn. La tabla de utilizacidn de codones,
muestra la frecuencia de utilizacién de codones sindnimos para cada aminodcido. Los valores
porcenfuales en paréntesis sefialan- el valor de utilizacién de los codones en plantas
dicofiledéneas (Ausubel, ef al., 1992). De estos valores, en negrita y subrayados se sefialan los
codones preferenciales y con asterisco {*), los codones menos utilizados en dicotiieddneas. La
suma se refiere al nUmero de veces que cada aminodcido es codificado por los diferentes
codones sindnimos.

Caracteristicas del péptido lider

Respecto al polipéptideo codificade por la clona chapnod-5.1, los primeros’ 47 residuos de
aminodcido codifican un péptido sefial. En la figura 18, se muestra la comparacién de esta
secuencia con la de ofros péptidos de exporte a cloroplasto y a mitocondria (principalmente de
plantas). Si bien no es posible derivar homolegicas. ya que no existe conservacion de la secuencia
de aminodcidos, las diferencias entre estos dos tipos de péptidos han sido definidas. En primer
lugar, los péptidos de exporte a cloroplasto tienden a ser de mayor tamafic que los de exporte a
mitocondria. En segundo lugar, ambos tipos de péptidos son bdsicos con pécos o ningun residuo
acido. Sin embargo. en el caso de los péptidos de cloroplasto se define un primer dominio {~ 10
aa's) hacia el extremo amino que no tiene aminodacidos ccrgcaos, mientras gue lo contrario
ocurre en los mitocondriales. Adicionalmente, las secuencias de cloroplasto inician con MA. Sin
embargo, la caracteristica mds distintiva de los péptidos de transito plastidicos es su inusualmente
alto contenido de serina {von Heljne, ef al., 1989). Como se puede apreciar en o figura 18, en el
caso de la clona chapnod-5.1, todas las caracteristicas del péptido topogénico comesponden
con las caracteristicas de una secuencia de expode al pldastido si bien con esta informacién no

es posible definir si es de tipo « o B (pero vide infra).
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PEPTIDOS LIDER DE CHAPERONINAS PLASTIDICAS Y MITOCONDRIALES.

PLASTIDICAS (CLOROPLASTO)

>gi|1225910 PLASTID chaperonin-60 alpha subunit Arabidopsis thaliana
MASANALSSASVLCSSROSKLGGGNQQQGQRVSYNKRTIRRFSVRA 46 aa

>gi[1710807 1sp| PO8Y26 [RUBA_PEA Pisum sativum FLASTID {PEA)RUBISCO SUBUNIT BINDING-PROTEIN ALPHA SUBUNIT PRECURSOR (60
KD CHAPERCNIN ALPHA SUBUNIT) {CPN-&6D ALPHA)

MASTNALSSTSILRSPTNQAQTSLSKKVKQHGRVNEFRQKPNREVVKA 47 aa

>gi(91601|pir| (TP0901 PLASTID chaperonin 60 beta - Arabidopsis thalisna
MASTFTATSSIGSMVAPNGHKSDKKLISKLSSSSFGRROSVCPRPRRSSSAIVC 54 aa

BRAGOBDNA chaperohin 60 beta Brassica napus _PLASTID ACC M356C0

MASTFTATSSIGSMVAPNAHKTDKKILMNKLSSSSFGRRONVFPLRRSSPAVVC 53 aa

Fhaseclus vulgaris, chapnod 5.1 chapercnin 6¢ beta (this work} PLASTID )

MASTFSAMSSYKLSSSAAISSFPFSGSRROSNGVVLARRSRNARVSA 47 aa

heat shock protein 26.6B. Triticum aestivum ACC 21811 TriHs2¢ PLASTID

MAAANAPFALSRLS-PAARLPFRAWRAARPAPVWTGRTRPLSVASARA 46 aa

Ara o —-MASANALSSASVLCSSRQSKLGGGNQQOQGQRVSYNKRTIRRFSVRA 46 aa

Pea a -MASTNALSSTSILRSPTNQAQTSLSKKVKQHGRVNFRQKPNRFVVKA 47 aa .

Ara B ~MASTFTATSSIGSMVAPNGHKSDKKLISKLSSSSFGRRQSVCPRPRRSSSAIVC 54 aa

Bra B -MASTFTATSSIGSMVAPNAHKTDKKLMNKLSSSSFGRRQNVFPLRR-SSPAVVC 53 aa

Pha B -MASTFSAMSSYKLSSSAAISSFPFSGSRRQOSNGVVLARRSRNARVSA 47 aa

Tri H -MAAANAPFALSRLS~PAARLPFRAWRAARPAPVWTGRTRPLSVASARA 46 aa
. MITOCONDRIALES

: >ﬁiI1162291lPl929197|C860_m Arabidopals thaliana MITOCHCHDRIAL CHAPERONIN HSP60 PRECURSOR

MYRFASNLASKARIAQNARQVSSRMSWSRNY 31 aa

>g'i|2508275]lpl?inBSlCllSl_mzl Yea oays MITOCHOHDRYIAL CHAPRRONIN HSPS50-1 FPRECURSOR

MYRAAASLASKARQAGNSLATRQVGSRLAWSRNY 34 aa

>gi[543992|splP354BOlCHSO_BRA.NA MITOCHOMDRIAL ZSrassica hapus éHAPERONIN CPNEQ PRECURSOR X

MYRLISSIASKARVARNCTSQIGSRLSSTRNY 32 aa

HUMCAPDONA HITOC!I{Q‘NDIIAL ACC. M22383

MLRLPTVFRQMRPVSRVLAPHLTRA 25 aa

Ara Mit -MYRFASNLASKARIAQN---ARQVSSRMSWSRNY 31 aa

Zea Mit -MYRAAASLASKARQAGNSLATRQVGSRLAWSRNY 34 aa

Bra Mit ~MYRLISSIASKARVARN-~-CTSQIGSRLSSTRNY 32 aa

Hum Mit -MLRLPTVFRQMRPVSRVLAFPHLTRA 25 aa

Figura 18. Comparacién det péptido lider de la clona chapnod-5.1, con secuencias equivalentes
de exporte a cloroplastos y mitocondrias. Se muestra la fuente de cada secuencia vy la
comparacién de Ias secuencias entre si.
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Composicion de aminoécidos

Por lo que respecta a las caracteristicas del péptido madure codificado por la clona de frijol, en
la figura 19, se presenta la composicidon de residuos de aminodcido. En general, fiene una
composicién promedio para una prc?’reinc globular i. e. los aminodacidos abundantes y los poco
abundantes corresponden con el prémedio de muchas proteinas. Contiene 5 cisteinas y no tiene
friptofano. No se ha reportado que eh ninguna chaperonina ias cistelnas estén formando enlaces
disulfuro y en general la posicién de estos residuos no estd conservada filogenéticamente {vide
infra). De hecho, el modelaje molecular de este péptido con la estructura tridimensional
publicada para Escherichia coli, muestra que la distancia de los residuos de cisteina entre si, no
es favorable para la formacién de enlaces disulfure debido a la distancia {datos no mostrados).
El peso molecular de esta proh'-.'im::| seria de 58, 059 Daltons y su punte isoeléctrico de 4.91.
Comparativamente con ofras chaperoninas no muestra desviaciones, ni particularidades

distintivas en todas estas caracteristicas.
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05 BEAN

Total number of residues is:

546!

Analysis done on the complete sequence.

Molecular weight (MW)

58059

Iscelectric point: 4.81

Sorted composition table.
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Ala * 63 * 11.5
Val * 62 * 11.3
Leu * 51 * 9.3
Lys * 48 * 8.7
Glu * 48 +* B.7
Gly * 47 * 8.610
Asp * 32 * 5.8
Ile * 31 * 5.6
Ser * 30 ~* 5.4
Thr * 28 * 5.1
Asn * 25 * 4,5
Arg ¥ 20 * 3.6
Tyr * 15 * 2.7
Pro * 12 2.1
Gln * 12 ~* 2.1
Met 9 * 1.6
Phe * 6 * 1.0
Cys * 5 * .9
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Figura 19. Composicién de ominoécidos del pépfido maduro codificado por la clona chapnod-
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Hidropatia

En la figura 20, de manera ilustrativa, se muestra comparativamente el perfil de hidrofobicidad
del péptido maduro de frijol, de GroEL de una bacteria (E. cofi), GroEL de una cianobacteria
(Syneccocystis) y de una HSP60 mitocondrial (Homo sapiens). sin considerar el pépfido sefial. A
pesar de los origenes filogenéticos tan diversos de estas proteinas, se puede apreciar que el
grado de parecido en estos pafrones es notable. En particular en la regiéon comprendida entre
los ominodcidos 360-420, se aprecian dos fransiciones muy marcadas de hidrofilico a hidrofébico,
que es précticamente idéntica en todas las secuencias de chaperoninas [resultados no
mostrados}, En esta regién, se localizan las secuencias altamente conservadas GGVAYV (374-378) v
GGG (414-416), consideradas las regiones de firna de las chaperoninas’ (vide infra). Sin embargo.
es hotable que la conservacidn a nivel del perfil de hidrofobicidad en esta region, sea mayor que
la conservacion evolufiva a nivel de residuos de aminodcido. Sorprendentemente, estudios de
mutagénesis sitio dirigide en ominogcidos puntudles en esta region no parecen afectar
drasticamente la funcidén de la chcperoninc de E coli, cuando se considera el efecto de
mutaciones en ofras regiones. Aparentemente el mayor efecto de mutaciones en esta regidn,
consiste en que los polipéptidos resultantes no pueden producir cligdmeros adecuados (Fenton,
et al., 1994). A nivel de estructura tridimensional esta regién abarca principalmente la segunda
mitad del dominio intermedio {residuos 377-408) y las regiones que lo preceden o siguen en los
dominios apical vy ecuaterial mspeétivcmenfe. Dicho de otro modo, desde el punto de vista
estructural, esta zona parece solo estar participando en la conexién entre los dos dominios
extremos de las chcperoninos_(l!ralg et al., 1994}, de manera que su relevancia estructural y/o

funcional estd por establecerse.
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A) chapnod-5.1 (cpné0-p/Phaseolus vulgars) B) Escherichia coll
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C) Syneccococus sp. (clancbacteria) D) Homo saplens (mitocondirial)

Figura 20. Perfiles de hidrofobicidad de chaperoninas seleccionadas (Kyte & Doolittle, 1982). A)
cphné0-p de frijol. Péptido maduro codificado por la clona chapnod-5.1. B) GroEL de Escherichio
coli. C) GroEL de la cianobacteria Synechococcus sp. strain PCC 7942. D) H3P40 (mitocondrial),
péptido maduro de Homo sapiens Los perfiles se hicleron fomando una ventagna de 15

aminodcidos. Las regiones de mayor hidrofobicidad promedio se ubican c:mbc del promedio de
la linea horizontal punteada.

106



Comparacién de la secuencia derlvada de aminoécidos del péptido maduro

La figura 21, muestra el alineamiento y el dendograma derivado de la comparacion de la
chaperonina de frijol y otras chcpieronincs seleccionadas que Incluyen chaperchinas plastidicas
de tipo a y p. chaperoninas mitocondriales, de bacteria y de ciancbacteria. El alineamiento
muestra 1446 residucs invariantes a lo largo de la esccl_c filogenética. Este valor es muy alto
considerando 16 diverso de las secuencias. Asi mismo se puede apreciar varias regiones a lo
largo del alineamiento que definen regiones de alto grade de similitud, en particular la regién
360-420. En el dendograma claramente muestra que la secuencia de frijol tiene una relacidn mds
cercana con su homdlogo plastidico cpné0-B de Arabidopsis thaliana (89.9% de identidad) v que
astd mdas distantemente reldciOnodc: con los homdlogos de planta cpnél-a v mitocondrial (= 54%
de identidad). La inferencia obvia, es que la clona aislada de nédulos de frijol codifica para una

chaperoning plastidica de tipo .
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Figura 21. Alineamiento multiple y dendograma de la chaperonina de frijol con chaperoninas
seleccionadas. La secuencia del péptido maduro derivada de Ia clona de nédulo de frijol
(42CHAPN.SE2), fue alineada con la chaperonina plastidica cpné0-f de Arabidopsis thaliona
(RUBB_ARAT2): ia chaperonina plastidica cpnél-o. de Brassica napus {RUB2_BRANA2); Ic
chaperonina de cianobacteria GroEL de Synechococcus sp. (CH61_SYN3}); la chaperoning
mitocondrial m-cpné0 de Arabidopsis thaliana (CH60_ARATH2) y la chaperonina GroEL de
Escherichia cofi (CH60_ECOLI). Los marcos representan- a los residuos conservados en todas [as
secuencias y abagjo del alineamiento se muestra la secuencia consenso de estas zonags. El
dendograma refleja el grado de similitud de Ias diferentes secuencias. ‘
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Determinacién del patrén de expresion de la clona chapnod-5.1 (northern blot)

Se cultivaron plantas de frijol, se inr')culcron con Rhizobium tropici y se qisléd el RNA de raices no:
infectadas y de ndédulos obtenidos de 7 a 41 dias después de la infeccidn. En la Figura 22, se
muestra la electroforesis del RNA aislado asi como el northemn blot correspondiente. Como se
puede apreciar en el Qel el RNA aislado no muestra sefiales de degradacién, e inclusive, a partir
del dia 12 de observa la aparicién de los RNAs ribosomales corespondientes a las bacterias, que
migran un poco por debajo de los RNA ribosomales de ia planta. E! northem blot muestra que la
sefial de raiz y nddulos de 7 dias _.es equiparable, mienfras que a partir del dia 10 la sefal se
incrementa hasta un 100% en el dia 12, para decrecer después del dia 14 disminuyendo
progresivamente. Este valor fue obtenido con un analizador de imagenes. Cabe indicar que por
las condiciones de alta severidad de la hibridacion y de los lavados del filfro, Ia sefal que podria
comesponder a la GroE del bacteroide no se deiecto'en estos experimentos. Estos resultados
indican que como respuesta de la planta a la penefracién in'rraceiulcr de los bacteroides, se
requiere de la sobreexpresién de estas proteinas de stress. Esta respuesta puede ser explicada
debido a que justamente cuando la bacteria se establece como endosimbionté, la célula vegetal
procede a sintefizar varios nodulinas tardias muy abundantes {como la leghemoglobinag),
necesarias para el establecimiento de la funcién propiamente dicha del nédulo que es la fijacion
del nitrdgeno (Bennel ef al., 198%; Sanchez ef ol., 1991; Temple ef al., 1995; losick & Kalser 1997).

109



Figura 22. A) Gel de agarosa al 1.5 % con formaldehido del RNA aislade de raices y nédulos
simbiontes de Phaseolus vulgaris inoculados con Rhizobium fropici cepa CIAT 899. Cada caril
contiene 5 pg de RNA total R: Raiz. Los numeros indican el dia después de la infeccidn en que
fueron colectados ios nodulos. Los datos obtenidos con un andlizador de imdagenes indican que las
variaciones en la cantidad de dcido nucleico en los camiles es minima B) Northemn blot de la
membrana utiizando como sonda a ia clona completa aislada de frijol que coresponde a la
chaperonina cpné0-B. Los resultados obtenidos con un andlizador de imagenes indican que o
expresion maxima en el dia 12 comresponde a un aumento de 100 % respecte a la de raiz o nddulos
en el dia 7. La hibridacién se efectud a 42° C en 50 % formamida y los lavados @ 50° C con 1 x S8C.
0.1 % 8sC. :
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Comparacién de la secuencla de las clonas de hoja y nédulo de frijol

Como quedé indicado anteriormente se aislaron dos clonas de cDNA de cpné0-f de frijol; una de
hoja y la otra de nddulo. En la figura 23 se presenta el alineamiento de las secuencias respectivas a _
nivel de nucledtides. Como se puede apreciar, éstas son practicamente idénticas, excepto por
siete nucledtidos antes del poly-A que no se encuentran en la clona de hojo. Esta pequefia
diferencia puede sér explicada simplemente por ligeras diferencias de procesamiento del
transcrito en cada caso. De cualquier manera, se puede concluir que ambas clonas estdn

codificadas por el mismo gen.

R N R L Y TR A R R A L :

+ ALIGNMENT OF WO NUCLEOTIDE SEQUENCES. *
T

The two Jequences te be aligned are: k

S1CHANOD.

DE CPN60 BETA PHASEOLUS FULL LENGHT (CHAPERONIN VICTOR BEAN)
DE  5'UTR, LEADER PEPTIDE, ORF (MATURE PEOTIDE) 3' UTR, POLY-A
Total number cof bases: 2031.

CHAPHOJA. ORIGIMAL MAME: 61CHAHOJ. Cpn6OP. LEAF Phaseolus vulgaris.
Total number of bares: 118%. .

Open gap cost T 20

Unit gap cost 2 20

The character to show that two aligned residues'are identical is *:°*

SICHANOD - GCACGAGCCRCMCAMCCCTCCTTAMCCCTRGCQ_T_GGC!TCCACCTTCTCCGCAATGTCCTCCTACWCTC‘TCCTCCTCOGCCBCCATCTCCTCCTTCCCCTTCTC -110
51CHANOD - CGGCTCCCGCCGTCAATCCAATGGCGTCGT TCTCGCCAGARGAAGCCGCAACGCCAGGGT CTCCGLCATGGCCAAGGAGT TGCACT TCARCARGGACGGTACTGCAATCA -220
S1CHANOD - AGAAGCTCCAGAGCGGTGTTAACAAGCTOGOGGATCTGGT TGORGT CACGCTTGGT CCCAAGGGAAGGAATGTTGT TCT OGAGAGCAAGTATGGT TCGCOGAAARTCGTT 130
S1CHANCD - AACGACGGTGTCACTGTCOGCCAMAGAGGTTGAGT TGGAGGATCCCGT TGAGAATAT TGO TGO TANG T TG TGAGACAAGL TGC TG CAAGACCAACGACTTGGCTGETGA ~140

SICHANGD - TGGAACCACGACATCTGTTGTTCTAGCTCARGACCTTATCGOGGAAGETET TAAGG TTETTGCTECCRGTECCAACCCTGTGCTCATCACTCGTGECATTGARAAGACAG 550
SICHANCD - CCAAGGCTCTOATGTCTGAACTTAMAAGATGTCAAAAGAGGT TAANGATAGTOAGT TGOCAGATOTGGCAGCTGTTAGT GCTGGGAACKATTATOAAGTAGGAAATATG 060
5ICHANOD - ATTGCTGAAGCATTGAGTARAGTTGGTAGAAAGGGTGTTGTGACCCTTGAAGAGGGAAAGAGTGCCGACAACAGTTTATATGTTGTCGAGGGAATGCAGTT TGACCGTGG -770
51CHANCD - CTAC}\T'l'TC‘I‘CCATACTTCGTGACTGACAGTGAGAIMATGGCTGTTGAGTATGAGMCTGTMGTTGC‘I‘G'I'TGGTTGACAMAAGATMCCAA‘IGCTAGGGATC'I‘T'I'TCA -880
CHAPHOJA - AAARAGATAACCARTGCTAGGGATCTTTTCA -31
SICHANGD - ACATACTGGAGGATGCTATTAGAAGTGGATATCCTATATTCAT TATTGCAGAGGATAT TG AACAGGARGCT CTAGEANCT CTAGTGGTGAACAGACTTAGAGGATCACTS ~999
CHAPHOUR - ACATACTOGAGGATEOTAT TAGARG TGN AT CCT AT AT TGO T AT T CAGA AT AT T AN CACEAAGE T ACCARC TC A TOOTCANCAGAETTAGAAATEACTE ~141
SICHANOD - AAGATTGCAGCGCTTMGGCCCCTGGGT'.I‘TGGTGAACX;CMGAGCCAGTACCTTGATGACATTGCAATTTTGACTGGAGGTACTGTMTCAGAGMGAGGTTGGCCTTAC -1100

CHAPHOJA -~ M\GATTGCAGCGCTTAAGGCCCCTGGGTTTGGTGAAOSCAAGAGCCAGTACCTTGATG.\CATTGCMTTTTGACTGGAGGTACI‘GTMTCAGA.GMGAGGTTGGCCJ’TAC -251

51CHANCD - TTTGG}\CMAGCTGGGAMGAGGTTCTCGG}'-\TATGCGTCCMGGTGGTACTCACCMGGATACMCAACMTTGTTGGTGATGGAAGTACCCAGGAGGCAGTGMCMGA -1210
CHAPHOJA - TTTGGAC:\MGCTGGGAAAGAGGTTCTG;GATATGOGTCCAAGGTGGTACTCACCMGGATACMCAACMTTGTTGGTGATGGAAGTACCCAGGAGGCAGTGMCMGA -361
SI1CHANQD - GAGTTGCACAAATTMGATCCMATTGAGGCT GCAGAGCAAGA'I'TAOGAGAGGGAGMGCTGAATGAGAGMTTGCTAM?TGTCTGGTGGTGTGGCOGTGATACAGGT'1‘ -1320
CHAPHOJA - GAGTTGCACAAATTAAGATCCMA'I'TGAGGCTGCEGRGCAA.GATTACGAGAGGGAGAAGCTGMTGAGAGMTTGCTAMTTGTCTGGTGGI‘GTGGCCGTG}\TACAGGTT ~-471
SICHANOD - GGTGCACAMACTGAAACAGAGCTCAAGGAAAAGAAATTGAGAGTTGAAGATGCTCTTAATGCTACAAAGGCAGCTGTAGACGGAAGGTATTGTAGT TGGAGGTGGUTGCAC -1410
CHAPHOJA -~ GéTGCACMACTGAMCAGAGCTCAAGGm'}TGA(;HGTTGAAGATGCTCT:‘TMTGCIACMAGGCAC-GCTGTAGAGGM&-:‘}A;;‘GTAGTTGGA&&";‘G(;& T:-SCA(.: ~581
S51CHANOD - TCTGCTGAGACTTGCATCAAAGGTGGATGCCATCAGAGATAGTCT TGATAATGATGARGAAAAAGT TGGAGCTGATATTGTAAAAAGAGCTCTTAGTTACCCCCTGAAAT ~1540
CHAPHOJA - TCTGCTGAGACTTOCATCAANG TGS TG CATCAGAGATAGTC T TGAT A TGATGAAGAMAAGTTSGAGCTGATATTGTMAAGRGCTCTTAGTTACCCCCTGAMT ~691
S1CHANOD - TAATTGCCMGA.ATGCTGG '.I'GTCAATGGTAGTGTTGTCAGTGAGMGGTATTGTCCAGNACAATGCMGATATGGATATM TGCTGCCACOGGGMCTATGMGATTTG -1650
CHAPHOIA - TANT IO AN OAATECT oo T T AN o AS T TG T CAG TOAGAA GO TAT O COAG COACAR TG CAAGATA T GOATATAMTCETOCEACCOGAACTATGARGATTTG ~801
S51CHANOD - ATGTCTGCOGGGATCATTGACCCAACAAAGGTGGTCAGATGT TGCTTGGAACATGCAGCT TCAGTTGCCARGACCTTCTTAATGTCAGAT TGOGTGGTTGTTGAGATAAA ~1760
CHAPHOOA - ATGTCTGCCGGGATCATTGACCCMCAAAGGR-BGTC.AGATG‘;‘TGCTTGGAACATGCAGCTTCAGTTGCCMGACCTTCTTMTG?CAGATTGWTGGTTGTTGAGATW -312
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S1CHANOD - GGMCCTGAGGCCGTACCTGC‘J‘GGAAACCCCATGGACG(.'TTCAGGATATGGTATGTAGAGAGCMCGGAGMGTTGAGT(:AGMCAGMTTTTTTL‘TTTTCTCJ\GACAM -1870

CHAPHOJA - GGAACCTGAGGCCGTACCTGCTGGAAACCCCATGGACGCTTCAGGATATGG'I'ATGTJ\GAGAGCMCGGAGMGTTG}\GTGAGMCAGM'1‘TTTTTGTTTTCTCAGAGAM -1021

S1ICHANOD - TGC}\GMTTTGGAAGGCATTTTATGTJ\GCMCAGGTCCMATTTAOGATGGAMCCTGTAGTAGTGTGATGMCC\G}\TAGTGATGCACCCCCCATCCCATCCCMATTT -1980

CHAPHOJA - TGC}\GAATTTGGMGGCATTTTATGTAGCMCAGGTCCMATTTACGATGGMACCTGTAGTAGTGTGATGMCC}\GATAGTGATGC;\COCCCCATCCCATCCCAMTTT -1131
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CRAPHOJA - TTTTTAAGTTATTM!AMTTTTTTTGCTATTTTCTWMMM -1189%

Identity : 1182 ( 98.41)
Number of gaps inserted in S1CHANOD: 1
Numbar of gaps inserted in CHAPHOJA: 0

Figura 23. Alineamiento pareado de la secuencia de nucledtidos de las clonas de frijol chapnod-
5.1 y chapphas 6.1, aisladas de nddulos y hojas respectivamente. Los codones de término v los sitios
de poliadenilacién respectivos estdn subrayados. Asimisme, en la secuencia de chapnod-5.1, se
indican el codén de inicio v el coddn GCC, donde termina la regidn codificante corespondiente
al péptido lider. La identidad es menor al 100%., debido a que en la clona de hoja, la
poliadenilacion se inicia 7 nucledfidos mas alld que en la clona de nddule. La identidad de las
clonas se inicia en el nucledtido 850 de la clona de nodulo.

)

Caractetizacion genémica de cpné0-p de Phaseolus vuigaris.

El resultado anterior no es congruente con nuestra hipdtesis original de que a nivel gendmico, esta
chaperonina podria estar codificada por una familia multigénica, en la que habria miembros
individuales que.presenfcﬁcn una expresidn mayoritaria de tipo tejido especifico como ocurre en
otras plantas (Martel ef al., 1990; Zabaleta et al., 1992). A fin de obtener datos sobre la estructura
gendmica del gen ¢ genes comespondientes, se qisldo DNA total a partir de hojas y se efectuaron
diversas hibridaciones de fipo Southem. En la figura 24, se muestra el experimento bdsico. En
particular, se puede apreciar que para ninguna de las enzimas de resfﬁécién utilizadas se aprecian
muchas bandas. Inclusive, para algunas enzimas se observa una sola banda. Este resultado
nomalmente se puede interpretar para sugerr que a nivel gendmico, cpné0-p no estd codificado
por una gran familia mulﬁgénicd {Huang et al., 1994; Guillen ef al., 1999). Adiciocnalmente, en la
flgura 24, los cariles finales presentan la resticcién con Hindlll de el DNA obtenido de tres plantas
adicionaies. El propésito de este experimento, fue visualizar minimamente el pbsible nivel de
polimerfismos que pudieran ocurir en diferentes alelos pfesentes en diferentes individuos. Como se
puede ver el patrdén de restriccién con esta enzima para el DNA de cuatro individuos diferentes es

idéntico, indicando que o nivel gendmico el polimorfismo es bajo.
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Figura 24. A) Gel de agarosa ol 1.2 % de DNA gendmico lotal de Phaseeolus vulgaris. Cada carril
confiene 3 pg de DNA digerido con las enzZimas que se indican en la figura. Los Gltimos tfres caniles
de DNA gendmico corresponden a DNA aislado de diferentes individuos. Southem blot gendmico
de Phaseolus vulgaris usando c{)mo sonda la clona completa de cpné0-f. B) Southem blot
hibridado con la sonda completa de cpné0-f de Phaseolus vulgaris. La hibridacién se efectud a 65°
C vy loslavados a 60° C en 0.1 x $8C, 0.2 % SDS.

A fin de tener mas elementos sobre la composicidén gendmica de cpné0-B. se efectuaron diversas
restricciones utilizando enzimas que cortan (EcoRV / Sau3Alj o gue no cortan {EcoRl / Hindlll / Xbal)
la secuencia nucleofidica del cDNA comespondiente. En la Figura 25, se muestra el mapa de
restriccién asi como la estrategia para generar las diversas sondas. Se utilizaron cuatro sondas. La
primera comesponde a la regidn codificante completa; la segunda comesponde a la primera
mitad del cDNA en la regidén que codifica la porcién amino terminal de! polipéptido; Ia tercera
comesponde a la segunda mitad :del cDNA en la regidn que cadifica la porcién carboxilo terminal
del polipéptido v la cuarta cc?nesponde a la regidon 3' no troducida deﬁ franscrito y que

comesponderia a lo que se considera la regién gen especifica.

113




Py MADURG

Figura 25. Estructura del cDNA de'cpné0-f de Phaseolus vuigaris. La primera linea muestra el mapa
de restriccién de la clona. Los nombres de Ias enzimas se indican en la parte de debagjo de la linea.
En la parte superior se marca la posible posicién que tendrian los intrones, tomando como base la
estructura gendmica de uno de los genes de Arabidopsis thaliana [Zabaleta ef al., 1992). La
segunda linea, muestra la comespondencia con el polipéptido codificado, indicando la porcién
del péptido lider {PL) v la del péptido maduro. En las lineas comespondientes a las sondas se
indican las enzimas de restriccion ulilizadas para liberar las diferentes regiones. EcoRl y Apal se
encuentran en el polylinker del vecior de clonacién.

La figura 24, muestra el resultado de Igs hibridaciones respectivas. La hibridacion con EcoRl y Xbal,
son idénficas en todos los ccso;', suginendo que la restriccién del gen siempre genera una Unica
banda que confiene las regiones correspondientes a todas las sondas. La posibilidad' de que
existieran dos genes no alélicos que presentaran este mismo patrdén es bagja. La resticcién con
Sau3Al, nc es particularmente btil dado que tanto los exones como los posibles infrones tienen
varios sitios para esta enzima. Sin embargo esta restriccidon fambién presenta caracteristicas que
excluyen la posibilidad de dos copias pardlogas del gen. La restriccién con Hindlll, es problemdatica
ya que no se detecta sefial en el Southem hibridado con la sonda corespondiente al amino

terminal. Una explicacién podria ser que en la primera mitad del gen, los intrones tuvieran muchos
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sitios para esta enzZima, lo cual gen:erc:rio fragmentos demasiado pequehos para ser detectados.
La resticcion con EcoRV, es la mds informativa. Esta enzima corta el cDNA justo a la mitad. La
hibridacién con la regién codificante muestra solo dos bandas. Cuande se hibrida con la sonda
del amino, una de las bandas déscpcrece. Por el contrario, en la restriccion con las sondas
comrespondientes al carboxilo 1errﬁinql v a la regién 3' no traducida es la otra banda la que se
detecta y no se observa ia que hibridaba con el amino. Este resultado seria muy improbable si

existieran dos © mas copias no alélicas del gen.

figura 24. Southemn blot genémi(‘:o de Phaseoclus vulgaris usando como sondas diversas regiones del
cDNA de cpné0-p. Los nombres de las enzimas se indican en la figura. La hibridacion se efectud a
65° C vy ios lavados a 40° C en 0.1 x 85C en 0.2 % SDS.

Asi, en su conjunto, estos resultados indican que en Phaseolus vulgaris. cpné0-p es un gen de copia
Unica. La regidn regulatoria de este Unico gen le debe permitir variar su expresion en diferentes
condiciones. Dicho de ofro modo. el promotor debe tener sefales que permiten la expresidn
constitutiva de este gen y por otro iade debe contener secuencias que como en el case del

nédulo le permiten incrementar su expresidn de acuerdo a las demandas de la célula.
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CONCILUSIONES FINALES

e Se daislaron clonas de cDNA idénticcis tanto de hoja como de nédulos de frijol. La abundancia
de las clonas en las bibliotecas comespondientes es similar (0.02 % del MRNA . total).
Considerandoe que la biblioteca de qédulo se hizo con RNA de nédulos de 12 dias v sabiendo
gue la exprestén de este gen en raiz es baja comparativamente con hoja, se puede concluir
que durante esta etapa de diferenciacion del nédulo este gen estd sobre expresado.

e Comparaciones de secuencia de las clonas indican que éstas comesponden a una
chaperonina (cpné0-B). que se localiza en los plastidos. El requerimiento de estos asistentes del
plegamiento en estos organelos debe de incrementarse de acuerdo a las demandas
impuestas por la endosimbiosis de lo’; Rhizobia y a la sintesis. de proteinas involucradas en la
fiiaciéon del nitrégeno. 1‘

» Andilisis de fipo northem, comoboran due durante la merfogénesis del ndédulo, el mRNA de esta
chaperonina se incrementa clccnzcnao un méximo de expresién de hasta 100 % entre los dias
10 - 14 después de la infeccién.

¢« Andlisis de fipo Southem gendmico elig disfintas condiciones indican que muy probablemente
eﬁ el genoma de Phaseclus vulgaris, cpnél-f se encuentra representado bor un solo gen.

i
1

PERSPECTIVAS ; .

Los résuhcdos obtenidos plantean \.u::riqsl preguntas qﬁe sefian interesantes de ser abordadas
experimentalmente. En primer lugar, se podnq determinar a nivel de la proteina si el aumento de
expresidn es de igual ol detectado a nivel del mRNA. Otro aspecto seriq esfablecer si el incremento
en la expresion ocurre sdlo en la células infectadas, en las no infectadas © en ambas. Aclarado
este punto, se deberia abordar el esfuéio de cuales proteinas relevantes en la fijacion del
nirbgenc de localizacidon plastidica requi'eren asistencia en el plegamiento. Este es un punto

relevante para establecer algiun factor limiiante en este proceso. Por ofro lado, esta el problema
de caracterizar las sehales regulatorias de este gen para idenfificar las secuencias responsables de
la respuesta constitutiva, la respuesta a la sinfesis de la Rubisco y de relevancia a los datos
presentados, las seficles de regulacic')n' durante la nodulacion. También, valdria la peng
caracterizar en ofras leguminosas si ’rombicf,\n fienen un gen cpnél-f de copia Unica o si es una
caracteristica particular de Phaseolus vufgqris. En este sentido, se ha demostrado que en el caso
de la profilina el frjol solo tiene dos genes mienfras que en otras plantas esta proteina esta
codificada por una familia multigénica (Guillen ef al., 1999). lo cual sugiere que el frjol utiliza

mecanismos de regulacion postranscripcionales para producir isoformas de proteinas particulares.
1

116



10.

1.

12,

13.

BISBLIOGRAFIA

"~ Adams, M. D., Kerlavage, A. R., Flfeischmann. R. D., Fuldner, R. A., Bult, C. J., ef al.: Initial

assessment of human gene diverity and expression patterns based upon 83 million
nuclectides of cDNA sequence. Nature 377 Suppl.: 3-174, 1995.

Aksoy, S.: Molecular analysis of the endosymbionts of tsetse flies: 165 rDNA locus and over-
express}on of a chaperonin. Insect. Mol. Biol. 4: 23-29, 1995. |

An, Y. -Q., McDowell, J. M., Huang, S.. McKinney, E. C., Chambliss, $., and Meagher, R. B.
Strong. constitutive expression of the Arabidopsis ACT2/ACT8 actin subclass in vegetative
tissues. Plant J. 10: 107-121, 1996. |

Ananthan, J., Goldberg, A. L., and Voellmy, R.: Abnormal proteins serve as eukaryotic stress
signals and frigger the activation of heat shock genes. Science 232: 522-524, 1986.

Anderson, C. R., Jensen, E O, I.léweltyn, D. J., Dennis, E. §., and Peacock W. J.: A new
hemoglobin gene from soybean: a role for hemoglobin in all plants. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93: 5682-5687, 1996. |

- Anfinsen, C. D.: Principles that govem the folding of protein chains. Science 181; 223-230, 1973.

Ang, D., liberek, K., Skowyra, D.;, Zylicz, M., and Georgopoulos, G.: Biclogical role and
regulation of the universally conserved heat shock proteins. J. Biol. Chem. 246: 24233-24234,
1991. ' |

Antolne, M., and Niessing, J.: Infrondess globin genes in the insect Chironomus thummi
thummi. Nature 310: 795-798, 1984.

Appleby, C, A.: Leghemoglobin and Rhizobium respiration. Annu. Rev. Plant Physiol. 35; 443-
478, 1984, |

Anedondo-Peter, R., and Escamilla, E.: A consensus sequence of plant hemoglobins. Plant
Moal. Biol. Rep. 9: 195-207, 1991. '

Ashbumer, M., and Bonner, J. J.: The induc'ﬁon of gene activity in Drosophila by heat shock.
Cell 17: 241-254, 1979. _

Ausubel, F. M., Brent, R, Kingsion, R. E., Moore, D. D., Seidman, J. D., Smith, J. A., and Struhl, K.
{Eds): Short Protoccls in Molecular Biology. A Compendium of Methods from Cument Protocols
in Molecular Biology. Greene Publishing Associates and John Wiley and Sons. New York, 1992.
Avery, O. T Macleod, C. M., and McCarly, M: Studies on the chemical nature of the
substance inducing transformation of pneumococcal types. Induction of transformation by a
desoxyribonucleic acid fraction isoicted from Pneumococcus type lll. J. Exp. Med. 79: 137-158,
1944,

117



14,

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

- 24,

25.
26.
27.

28.

29.

Azem, A., Kessel, M., and Goloubinoff, P.: Characterization of a functional GroELi{GroEsSs)2
chaperonin hetero-oligomer. Science 245: 653-656. 1994.

Baldwin, R. L: Matching speed and stability. Nature 369: 183-184, 1994,

Baneyx, F., Berisch, U., Kalbach, C. E., van der Vies, S. M., Soll, J., and Gatenby, A. A.: Spinach
chloroplast cpn21 co-chaperonin possesses two functional domains fused fogether in a
toroidal structure and exhibits nucleotide-dependent binding to plastid chaperonin 60. J. Biol.
Chem. 270: 10695-10702, 1995, '

Bardwell, J. C. A., and Cralg, E. A.: Eukaryotic Mr 83,000 heat shock protein has a homologue
in Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 5177-5181, 1987.

Bardwell, J. C. A, and Cralg, E. A.: Ancient heat shock protein is disbenscble. J. Bacteriol. 170:
2977-2983 1988.

Bamraclough, R., and Ellis, R. J.: Protein synthesis in chloroplasts. IX. Assembly of newly-
synthesized large subunits into ribulose bisphosphate carboxylase in isolated intact pea
chloroplasts, Biochim. Biophys. Acta 608: 19-31, 1980.

Basler, K., Oesch, B., Scoll, M., Westaway, D., Walchii, M., et al.: Scrapie and celiular PrP
isoforms are encodes by the same chromosomal gene. Cell 46: 417-428, 1984.

Becker, J., and Cralg, E. A.: Heat-shock proteins as molecular chaperones. Eur. J. Biochem,
219: 11-23, 1994. ' |

Bennet, M. J,, Lightfoot, D. A., and Cullimore, J. V.: cDNA segquences and differential expression

of the gene encoding the glutamine synthetase y polypeptide of Phaseolus vulgaris L. Plant

‘Mol. Biol. 12: 553-565, 1989.

Berisch, U., Sofl, J., Seetharam, R., and Viltanen, P. V.: Identification, characterization, and DNA
sequence of a functional 'double’ groES-like chaperonin from chloroplasts of higher plants.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8696-8700, 1992. |

Bertsch, U., and Soll, J.: Functional analysis of isolated cpn10 domains and conserved amino
acid residues in spinach chloroplast co-chaperonin by site-directed mutagenesis. Plant Mol.
Biok. 29: 1039-1055, 1995. '

Bessen, R. A.: Neurodegenerative prion diseases. Sci. Med. 3(5): 12-21, 1996.

Beyreuther, K., and Masters, C. L.: Catching the culprit prion. Nature 370: 419-420, 1994.
Bhuvaneswarld, T. V., Bhagwat, A. A., and Baver, W. D.: Transient susceptibility of root cells in
four common legumes to noduiation by rhizobia. Plant Physiol. 68: 1144-1149, 1981.

Bird, A. P.: Gene number, noise reduction and biological complexity. Trends Genet. 11: 94-100,
1995. '

Birnbolm, H. C.: A rapid alkadline extraction method for the isolation of plasmid DNA. Methods
Enzymol. 100: 243-255, 1983.

118



31
32.

33.
34.
- 35,
35.

37.

38.
39.
40.
41.

42.

43.

44,

45.

46.

Bisseling, T., Franssen, H., van de Sande, K., Pawlowskl, K., and Walden, R.: Recruitment of
common development in nodule formation. {Abstract No. 30004). Plant Physiol. 111 {Supp.}:
10, 1996. ' :

Blake, C.: Exons-present from the beginning? Nature 306: 535-537. 1983

Bloom, M. V., Milos, P., and Roy, H.: Light-dependent assembly of ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 1013-1017, 1983.

Bochkareva, E. S., Lissin, N. M., and Girshovich, A. §.: Transient association of newly synthesized
unfolded proteins with the heat-shock GroEL protein. Nature 336: 254-257, 1988.

Bogusz, D., Appleby, C. A, Landsmann, J., Dennis, E. S., Trinick, M. J., and Peacock, W. J.:
Func’rioning‘hoemoglobin genes in hon-nodulating plants. Nature 331: 178-180, 1988.

Bond, U., and Schlesinger, M. J.. Heat-shock proteins and development. Adv. Genet. 24: 1-28,
1987. .

Boorstein, W. R., Ziegelhoffer, 1., and Craig, E. A.: Molecular evolution of the HSP70 mulligene
family. J. Mol. Evol. 38: 1-17, 1994,

Bork, P., Sander, C., and Vdalencia, A.: An ATPase domain common to prokaryotic cell cycle
proteins, sugar kinases, actin and hsp70 heat shock proteins. Proc. Nall. Acad. Sci USA 89:
7290-7294, 1992.

Braig, K., Otwinowski, Z., Hegde, R., Boisvedt, D. C., Joachimiak, A., Horwich, A. L., and Sigier, P.
B.: The crystal structure of the bacterial chaperonin GroEL at 2.8 A. Nature 371 578-584. 1994.
Brenner, S.: That lonesorme grail. Nafure 358: 27-28, 1992.

Brewin, N. J.: Development of the legume root nodule. Annu. Rev. Cell Biol. 7: 191-224, 1991.
Buchmeler, N. A., and Heffron, F: Induction of Salmonella stress proteins upon infection of
macrophages. Science 248: 730-732, 1990.

Buchner, J.: Supervising the fold: Functional principles of molecular chaperones. FASEB J. 10:
10-19, 1996,

Bieler, H., Fischer, M., Lang, Y., Bluethmann, H., Lipp, H-P., DeArmond, §. J., Prusiner, S. B.,
Aguet, M., Welssmann, C.: Normal development and behaviour of mice lacking the neuronal
cell-surface PrP protein. Nature 356: 577-582, 1992.

Bul, E. 1., Bradiey, P. J., and Johnson, P. J.: A common evolutionary origin for mitochondria and
hydrogenosomes. Proc. Natl, Acad. Sci. USA 93; 9651-9456, 1996.

Bult, C. J., White, O., Olsen, G. J., Zhou, L., Flelschmann, R. D., et al.: Complete genome
sequence of the methanogenic archaeon, Methanococcus jannaschii. Science 273: 1058-
1073, 1996. .

Burston, §. G., Welssman, J. §., Fenton, W. A., and Horwich, A. L: Release of both native and
non-nafive proteins from a cis-only GroEL termary complex. Nature 383: 96-99, 199¢.

19



47,

48.

49,

50.

51,

52

53.

54.

55.

56.

57.

59.

60.
61.

Campos, f., Carsolio, C.. Kuin, H., Bisseling, T., Rocha-Sosa, M., and Sdanchez, F.
Characterization and gene expression of nodulin Npv30 from common bean. Plant Physiol.
109: 363-370, 1995.

Cloney, L. P., Wu, H. B,, and Hemmingsen, S.' M.: Expression of plant chaperonin-60 genes in
Escherichia coli. J. Biol. Chem. 247: 23327-23332, 1992 a.

Cloney, L. P., Bekkaoul, D. R., Wood, M. G., and Hemmingsen, 5. M.: Assessment of plant
chaperonin-60 gene function in Escherichia coli. J. Biol. Chem. 267: 23333-23336, 1992 b.
Cloney, L P., Bekkaoui, D. R., and Hemmingsen, $. M.: Co-expression of plastid choperoriin
genes and 6 synthetic plant Rubisco operon in Escherichia coli. Plant Mol. Biol. 23: 1285-1290,
1993.

Cloney, L P., Bekkaoul, D. R, Feist, G. L, lane, W. S., and Hemmingsen, $. M.: Brassica napus
Plasfid and mitochondrial chaperonin-40 proteins contain multiple distinct polypeptides. Piant
Physiol. 105: 233-241. 1994.

Cohen, S. N., Chang, A. C. Y., and Hsu, L.: Nonchromosomal antibiotic resistance in bacteria:
Genetic transformation of Escherichia coli by R-factor DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA é9:
2110-2114, 1972.

Cole, K. P., Blakeley, $. D., and Dennis, D. T.: isclation of a fulllength cDNA encoding Brassica
napus mitochondrial chaperonin-60. Plant Physicl. 105: 451, 1994,

Collinge, J., Whiltington, M. A., Sidle, K. C. L, Smith, C. J., Palmer, M. S., Clarke, A. R, and
Jefferys, J. G. R.: Prion protein is necessary for normal synaptic function. Nature 370: 295-297,
1994,

Cook, D., Dreyer, D., Bonnet, D., Howell, M., Nony, E., and VanderBosch, K.: Transient induction
of a peroxidase gene in Medicago fruncatula precedes infection by Rhizobium meliloti. Plant
Cell 7: 43-55, 1995.

Coppo, A, Manal, A., Pulitzer, 1. F., and Takahashi, H.: Abortive bacteriophage T4 head
assembly in mutants of Escherichia coli. J. Mol. Biol. 74: §1-67, 1973.

Cox, B.: Prion-like factors in yeast. Cum. Biol. 4: 744-748, 1994, 5
Cralg, E. A., Weissman, J. §., and Homwich, A. L: Heat shock proteins and molecular
chapercones: mediators of protein conformation and tumover in the cell. Cell 78: 365-372,
1994,

Crick, F. H .C.: On protein synthesis. In Symp. Soc. Exp. Biol., The Biological Replication of
Macromolecules, XII, 138-163, 1958.

Crick, F.: Central dogma of molecular biclegy. Nature 227: 561-563, 1970.

Crichlon, M.: The Lost World. pp. xi-xiv. Ballantine Books, New York, 1995.

120



62.

63.

é4.

65.

66.

é7.

é8.

69.

70.

7t

72,

73.

74,

Crombie, 1., Swatfield, J. C.. and Brown, A. J. P.: Protein folding within the cell A'!s influenced by
controlled rates of polypeptide elongation. J. Mol. Biol. 228: 7-12, 1992.

Chandrasekhar, G. N., Tily, K., Woolford, C., Hendilx, R., and Georgopovulos, C.: Purification
and properties of the groES morphogenetic protein of Escherichia coli. J. Biol. Chem. 261:
12414-12419, 1986. ‘

Chatles, H., Ishikawa, H., Nardon, P.: Presence of a protein specific of endocytobiosis
{symbionin} in the weevil Sifophilus. C. R. Acad. Sci. Il 318: 35-41, 1995.

Chen, S., Roseman, A. M., Hunter, A. §., Wood, S. P,, Burston, $. G., Ranson, N. A, Clarke, A. R.,
and Saibil, H. R.: Location of a folding protein and shape changes in GroEL-GroES compiexes
imaged by cryo-electron microscopy. Najure 371: 261-264, 1994.

Cheng, M. Y., Hatll, F. -U., Matlin, J., Pollock, R. A., Kalousek, F., Neuperl, W., Hailberg, E. M.,
Hallberg, R. L, and Horwich, A. L: Mitochondrial heat-shock protein hspé0 is essential for
assembly of proteins imported into yeast mitochondria. Nature 337: 620-625, 198%.

Cheng, M. Y., Harll, F. -U., and Homwich, A. L: The mitochondrial chaperonin hspé0 is required
for its own assembly. Nature 348: #55—458. 1990. _

Chemoff, Y. O., lindquist, §. L, Ono, B-I, Inge-Vechtomov, §. G., and Liebman, $. W.: Role 6f
chaperone protein Hsp104 in propagation of the yeast prion-iike factor [psi *). Science 268&
880-884, 1995. |

Chisholm, D..: A convenient moderafe-scale procedure for obtaining DNA  from
bacteriophage Lambda. BioTechniques 7: 21-23, 1989.

Chol, E. Y., Ahn, G. §., and Jeon, K. W.: Elevated levels of siress proteins associated with
bacterial symbiosis in Amoeba proteus and soybean root nodule cells. BioSystems 25: 205-212,
1991,

Chung, C. 1., Niemelaq, §. L., and Miller, R. H.: One-step preparation of competent Escherichia
coli: fransformation and storage of bacterial cells in the same solution, Proc. Natl Acad. Sci.
USA 86: 2172-2175, 1989.

Darwin, C.: The Origin of Species: By means of naturai selection or the preservation of
favoured races in the struggle for fife. Mentor Book from New American Library. New York,
1872 ‘

de Viies, S., Hoge, H., and Bisseling, 1.: Isclation of total and polysomal RNA from piant tissues.
In Plant Molecular Biclogy Manual. S. B. éelvin, R. A. Schilperoct, and D. P. §. Verma, Eds.
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netheriands. Section B, chapter é: 1-13, 1991.
Dean, C., Pichersky, E., and Dunsmulr, P.: Structure, evolution and regulation of RbeS genes in
higher plants. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 40: 415-439, 1989.

121



75.

76.

77.

78.

79.
80.
81.

82.

83.
84.
85.
86.
87.

89.
90.
?1.
92,
?3.

94,

95.

Dellaporta, S. J., Wood, J., and Hicks, J. B.: A plant minipreparation: Version il. Plant Mol. Biol.
Rep. 1: 19-21, 1983.

Dorit, R. L, Schoenbach, L, and Gilbert, W.: How big is the universe of exons? Science 250:
1377-1382, 19%0.

Dower, W. L., Miller, J. F., and Ragsdale, C. W.: High efficiency transformation of E. cofi by high
voltage electroporation. Nucl. Acids Res. 16: 6127-6145, 1988.

Downle, J. A.: Signaling strategies for noduiation of legumes by rhizobia. Trends Microbiol. 2:
318-324, 1994,

Doyle, J. J., and Doyle, J. L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus 12: 13-15, 1990.
Ecker, J. R.: The ethylene signal transduction pathway in plants. Science 268: 667-675, 1995.
Edenhofer, F., Rieger, R., Famulok, M., Wendler, W., Welss, S., and Winnacker, E.L.: Prion protein
PrPc interacts with molecular chapercones of the Hspé0 family. J. Virol. 70: 4724-4728, 1994,
Ehrhardt, D Waiss, R., and Long, §. R.: Caicium spiking in dlfalfa root hairs responding to
Rhizobium meililoti nodulation signals. {Abstract No. 41002). Plant Physiol, 111. {Supp.): 25. 1996.
Ellis, R. J.: The most abundant protein in the world. Trends. Biochem Sci. 4: 241-244, 1979,

Elils, R. J.: Proteins as molecular chaperones. Nature 328-329, 1987.

Ellis. R. J.: Molecular chaperones: The plant connection. Science 250: 954-959, 1990 a.

Ellis, R. J.: The molecular chaperone concept. Sem. Cell Biol. 1: 1-9, 1990 b.

Elils, R. J., and van der Vies, . M.: Mclecular chc:peronés. Annu. Rev. Biochem. 40: 321-347,

1991,

Ellls, J.: Cytosolic chaperonin confirmed. Nature 358: 191-192, 1992,

Elils, R. J.: Chaperonin duet. Nature 3664: 213-214, 1993.

Ellls, R. J.: Chaperoning nascent proteins. Nature 370: 96-97. 1994 a.

Ellis R. J.: Opening and closing the Anfinsen cage. Cum. Biol. 4: 633-635, 1994 b.

Ellis, J.: The "bio" in biochemistry: protein folding inside and oufsfde the cell. Science 272;
1448-1449, 1996.

Eliis, R. J., and Hall, F. -U.; Protein folding in the cell: competing models of chaperonin
function. FASEB J. 10: 20-26, 1994.

Engel, A., Hayer-Harll, M. K., Goldie, K. N., Pleifer, G., Hegeil, R., Miiller, S., da Silva, A. C. R.,
Baurﬁelsier, W.. and Harll, F. U.: Functional significance of symmetrical versus asymmetrical
GrotlL-GroES chaperonin complexes. Science 269: 832-834, 1995.

fayet, O., louam, J. -M., and Georgopoulos, C.: Suppression of the Escherichia coli dnaA4é
mutation by amplification of the groES and groEl genes. Mol. Gen. Genet. 202: 435-445, 1984.

122



96.

97.

98.

99.

100.

101.
102.

103.

104,
105.
106.
107.
108,

109.

110.

Fayel, O., Zelegelhoffer, 1., and Georgopoulos, C.: The groES and grofl heat shock genes of
Escherichia coli are essenfial for bacterial growth at all temperatures. J. Bacteriol. 171: 1379-
1385, 1989.

Feinberg, A. P., and Vogelstein, B.: A technique for radiolabeling DNA restriction
endonuclease fragments to high specific activity. Anal. Biochem. 132: 6-13, 1983.

Fenton, W. A., Kashl, Y., Furtak, K., and Horwich, A. L.: Residues in chaperonin GroEL required
for polypeptide binding and release. Nature 371: 614-619. 1994.

Ferndndez, R. C., Llogan, S., M., Lee, §. H., and Hoffman, P. §.: Elevated levels of Legionella
pneumophila stress profein Hspé0 early in infection of human monocytes and 1929 cells
cormrelate with virulence. Infect. Immun. 64: 1968-1976, 1996.

Fischer, H. M., Babst, M., Kaspar, 1., Acviia, G., Arigonl, F., and Hennecke, H.: One member of
a groESi-ike chaperonin multigene family in Bradyrhizobium japonicum is co-regulated with
symbiotic nitrogen fixation genes. EMBO J. 12: 2901-2912, 1993. '

fisher, R. F., and Long, S. R.: Rhizobium-plant sighal exchange. Nature 357: 655-660, 1992.
Flaherdy, K. M., Deluca-Flaherly, C., and McKay, D. B.. Three-dimensional structure of the
ATPase fragment of a 70K heat-shock cognate protein. Nature 346: 623-628, 1990.

FIcHedy, K. M., McKay, D. B., Kabsch, W., and Holmes, K. C.: Similarity of the three-dimensicnal
structures of actin and the ATPase fragment of a 79-kDa heat shock cognate protein. Proc.
Nail. Acad. Sci. USA 88: 5041-5045, 1991.

Flynn, G. C., Chappell, 1. G., and Rothman, J. E.: Peptide binding and release by proteins
implicated as catalysts of protein assembly. Science 245: 385-390, 1989.

flyan, G. C., Pohl, J., Flocco, M, T,, and Rothman, J. E.: Peptide-binding specificity of the
molecular chapercone BiP. Nature 353:; 726-730, 1991.

Fraser, C. M., Gocayne, J. D:, White, O., Adams, M. D., Clayton, R. A., ef al.: The minimal gene
complement of Mycoplasma genitalium. Science 270: 397-403, 1995.

friedrch, G. A.: Moving beyond the génome projects. Nature Biotech. 14: 1234-1237, 1996.
Frydman, J., Nimmesgem, E., Erdjument-Bromage, H., Wall, . S., Tempst, P., and Harli, F. -U.:
Function in protein folding of TRIC, d cytosolic ring complex containing TCP-1 and structurally
related subunits. EMBO J. 11: 4767-4778, 1992,

Frydman, J., Nimmesgem, E., Ohisuka, K., and Harll, F. U.: Folding of nascent polypeptide
chains in a high molecular mass assembly with molecular chapereones. Nature 370; 111-117,
1994, .
Frydman, J.. and Hal, F. U.: Principles of chaperone-assisted protein folding: differences

between in vivo and in vitro mechanisms. Science 272: 1497-1502, 1996.

123



11,

112,

113

114,

115.

116

117.

118.

e,

120.

121.
122,

123.

Fukatsu, T., and Ishikawa, H.: Occurrence of chaperonin 60 and chaperenin 10 in primary ond
secondary bacterial symbionts of aphids: Implications for the evolution of an endosymbioﬁc
systern in aphids. J. Mol. Evol. 3é: 568-577, 1993.

Gage, D. 1., Bobo, T., and long, S. R.: Use of green fluorescent protein to visualize the early
events of symbiosis between Rhizobium meliloti and alfaffa (Medicago safiva). J. Bacteriol.
178: 7159-7166, 1996. | |

Gantt, J. §., Larson, R. J., Famham, M. W., Pathirana, $. M., Miller, S. S., and Vance, C. P.
Aspartate aminotransferase in effective and ineffective alfalfa nodules. Cloning of a cDNA
and determination of enzyme activity, protein, and mRNA Jevels. Plant Physiol. 98: 868-878,
1992. |

Gao, Y., Thomas, J. O., Chow, k. L., Lee, G. -H., and Cowan, N. J.: A cytoplasmic chaperonin
that cataiyzes p-actin folding. Cell 69: 1043-1050, 1992.

Gao, Y., Vainberg, I. E., Chow, R. L, and Cowan, N. J.. Two cofactors and cytoplasmic
chaperonin are required for the folding of a- and p-tubulin. Mol. Cell Biol. 13: 2478-2484, 1993.
Gao, Y., Melki, R., Walden, P. D., Lewls, $. A, Ampe, C., Rommeloere, H., Vandekerckhove, J.,
ond Cowan, N. J.. A novel cochcperonln that modulates the ATPase ochwfy of cytoplasmic
chaperonin. J. Cell Biol. 125: 989-9%96, 1994,

Gatienby, A. A, lubben, T. H., Ahlquist, P., and Keegstra, K.: Imported large subunits of ribulose
bisphosphate carboxylase/oxygenase, but not imported B-ATP synthase subunits, are
assembiled into holoenzyme in i-solofed chloroplasts. EMBO J. 7: 1307-1314, 1988.

Gatenby, A. A., and Eliis, R. J.: Chaperone function: The assembly of ribulose bisphosphate
carboxylase-oxygenase. Annu. Rev. Cell Biol. 6: 125-149, 1990.

Georgeliis, D., Sohlberg, B., Hartl, F. U., and von Gabadin, A.; |denfification of GroEL as a
constituent of an mRNA-protection complex in Escherichia coli. Mol. Microbiol, 16: 1259-1248,

- 1995.
‘Georgopoulos. C. P., Hendrix, R. W., Xaiser, A. D., and Wood, W. B.; Role of the host cell in

bacteriophage morphogenesis: Effects of a bacterial mutation on T4 head assembly. Nature
New Biol. 239: 38-42, 1972.

Georgopovulos, C. P., Hendrix, R. W., Caslens, S. R., ond Kalser, A. D.: Host participation in
bacteriophage lambda head assembily, J. Mol. Biol. 76: 45-40, 1973.

Georgopovlos, C. P.: A new bacterial gene (groPC}) which affects L DNA replication. Mol.
Gen. Genet. 151: 35-39, 1977.

Georgopoulos, C., Ang. D., liberek, K., and Zylicz, M.: Properties of the Escherichia coli heat

shock proteins and their role in bacteriophage & growth, In Sfress Proteins in Biclogy and

124



124,
125.
126.

127.

128.

129.

130.

131,

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

Medicine. R. 1. Morimoto. A. Tissiéres, & C. Georgopoulos Eds. Cold Spring Harbor Laboratory
Press. New York. pp. 191-221, 19%0.

Gething, M-J., and Sambrook, J.: Protein folding in the cell. Nature 355: 33-45, 1992,

Gething, M-J.: The difference with prokaryotes. Nature 388: 329-331, 1997.

Gibbons, D. L., and Horowitz, P. M.: Exposure of hydrophobic surfaces on the chaperonin
GroEL oligomer by protonation or modification of His-401. J. Biol. Chem. 270: 7335-7340, 1995.
Girard, M. L., Flores, M., Brom, S., Romero, D., Palacios, R., and Ddavila, G.: Structural complexity:
of the symbiotic plasmid of Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli. J. Bacteriol. 173: 2411-
2419, 1991.

Go, M.: Correlation of DNA exonic regions with protein structural units in haemoglobin. Nature
291: 50-92, 1981. | |
Goff, S. A, and Goldberg, A. L: Producfion of abnormal protein in E. coli stimulates
transcription of lon and other heat shock genes. Cell 41: 587-5%95, 1985.

Goloubinoff, P., Christeller, J. 1., Gatenby, A. A, and Lorimer, G. H.: Reconstitution of active
dimeric' ribulose bisphosphate carboxylase from an unfoided state depends on two
chaperonin proteins and Mg-ATP. Nature 342: 884-889, 1989.

Goodsell, D. §.: Inside a living cell. Trends Biochem. Sci. 16: 203-206. 1991.

Govezensky, D., Greener, 1., Segal, G., and Zamir, A.: Iinvolvement of GroEl in nif gene
regulation and nitrogenase assembly. J. Bacteriol. 173: 63396346, 1991.

Govezensky. D., Bochkareva, E. §., Zamir, A., and Girshovich, A. §.: Chcperohins as potential
gene regulatory factors. In vilro interaction and solubilization of NifA, the nif transcriptional
activator, with GroEL, J. Biol. Chem. 269: 14003-14004, 1994,

Grimm, R,, Speth, V., Gatenby, A A and Schdfer, E.: GroEL-related molecular chaperones are
present in the cytosol of oat cells. FEBS Lett. 284: 155-158, 1991.

Grimm, R., Donaldson, G. K., van der Vies, §. M. Scdfer, E., and Galenby, A. A.: Chaperonin-
medioted reconstitution of the phytochrome photoreceptor. ). Biol. Chem. 248: 5220-5226,
1993.

Guagliardi, A., Cerchia, L., Bartolucci, S., and Rossl, M.: The chaperonin from the archaeon
Sulfolobus solfataricus promotes comrect refolding and prevents thermal denaturation in vifro.
Protein Sci. 3: 1436.1443, 1994.

Guest, J. R, and Nice, H. M.: Chromosomal location of the mop (groE) gene necessary for
bacteriophage morphogenesis in Escherichia coli. J. Gen. Microbiol. 109: 329-333, 1978.
Gulllen, G., Valdés-Lépez, V., Noguez, R., Olivares, J., Rodriguez-Zapata, L. C., Pérez, H., Vidall,
L. Villanueva, M. A., and Sdnchez, F.: Profilin in Phaseolus vulgaris is encoded by two genes

125



139.

140.
141.

142,

143.
144,
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151,

152.

153.

{only one expressed in root nodules) but multiple isoforms are generated in vivo by
phosphorylation on tyrosine residues. Plant J. 19: 1-12, 1999.

Gupta, R. 5.: Sequence and structural homology between a mouse T-complex protein TCP-1
and the ‘chaperonin' famity of bacterial {(GroEL, 60-65 kDa heat shock anfigen) and
eukaryotic proteins. Biochem. Inter. 20: 833-841, 1990 a.

Gupta, R.S.. Mitochondria, molecular chaperone proteins and the in vivo assembly of
microtubules. Trends Biochem. Sci. 15: 415-418, 1990 b.

Gupta, R. S.: Evolution of the chaperonin families {Hspé0, Hsp10Q and Tep-1) of proteins and the
origin of eukaryotic cells. Mol. Microbiol. 15: 1-11, 1995,

Gus-Mayer, S., Brunner, H., Schneider-Poetsch, H. A. W., Loftspeich, F., Eckerskorn C., Grimm,
R.. and Rudiger, W.: The amino acid sequence previously atfributed to a protein kinase or o
TCP-1 related molecular chaperone and co-purified with phytochrome is a p-glucosidase.
FEBS Lett. 347: 51-54, 1994, |

Hanahan, D.: Studies on fransformation of Escherichia coli with plasmids. J. Mol. Biol. 164: 557-
580, 1983. '

Hanks, J. ¥, Tolbert, N. E., and Schubert, K. R.: Loccliicﬁon of enzymes of ureide biosynthesis in
peroxisomes and microsomes of nodules. Plant Physiol. 68; 65-69, 1981.

Harll, F. -U., and Neuper, W.: Protein sorting to mitochondria: Evolutior)ory conservation of
folding and assembly. Science 247: $30-938, 1990.

Harll, F. U., and Marlin, J.; Protein folding in the cell: The role of molecular chaperones hsp70
and hspé0. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Siruct. 21: 293-322, 1992.

Harll, £. U.: Secrets of o double-doughnut. Nature 371: 557-559, 1994,

Hartl, F. U.: Molecular chaperones in cellular protein folding. Nature 381: 571-580, 1996.
Harutyunyan, E. H., Safonova, T. N., Kuranova, 1. P., Popov, A. N, Teplyakov, A V., Obmolonga,
G. V., Rusakov, A. A, Dodson, G. G., Wilson, J. C., et al.: The structure of deoxy- and oxy-
leghaemoglobin from lupin. J. Mol. Biol. 251: 104-115, 1995.

Hayer-Hati, M. K., Martin, J., and Harll, F. U.: Asymmetrical interactions of GroEL and GroES in
the ATPase cycle of assisted protein folding. Science 249: 834-849, 1995.

Heidecker, G., and Messing, J.: Structural anailysis of plant genes. Annu. Rev. Plant Physiol. 37:
439-466, 1986. '

Hemmingsen, 3. M., and Ellis, R. ).: Purification and properties of ribulosebisphosphate
carboxylase large subunit binding protein. Plant Physiol. 80: 269-276, 1986.

Hemmingsen, $. M., Woolford, C., van der Vies, S. M., Tilly, K., Dennis, D. 1., Georgopoulos, C.
P.. Hendirx, R. W., and EHiis, R. J.. Homologous plant and bacterial proteins chaperone
oligomeric protein assembly. Nature 333: 330-334, 1988.

124



154.
155,

156.

157.

159.

160.

161.

162,

163.

164.

165.

166.

167.

168.

149

Hemmingsen, S. M.: Whatisa thpefonin? Nature 357: 650, 1992. .
Hendrck, J.P.. and Harl, F-U.: Molecuiar chaperone functions of heat-shock proteins. Annu.
Rev. Biochem. 62: 349-384, 1993,

Henlkoft, S.: Unidirectional digestion with exonuclease Il creates targeted breakpoints for DNA
sequencing. Gene 28 351-359, 1984.

Hemrmann, B. G., Barow, D. P., and lehrach, H..: A large inverted .duplicaﬁon allows
homologous recombination between chromosomes heterozygous for the proximal t complex
inversion. Cell 48: 813-825, 1987.

. Herskowitz, Y.: Functionai inactivation of genes by dominant negative mutations. Nature 329:

219-222,1987. _

Hightower, L. E.: Cultured animal cells exposed in amino acid analoges or puromycin rapidly
synthesize several polypeptides. J. Cell Physiol. 102: 407-427, 1980.

Hightower, L E.: Heat shock. siress profeins. chaperones and proteotoxicity. Cell é6: 191-197,
1991. |

Hightower, R. C., and Meagher, It B.: Divergence and differential expression of soybean actin
genes. EMBO J. 4: 18, 1985. .

Hirsch, A. M., and Smith, C. A.: Effects of Rhizobium meliloti nif and fix mutants on aifalfa root
nodule development. J. Bacteriol. 169: 1137-1146, 1987.

Hirsch, A. M., Bhuvaneswar, T. V., Torey, J. G:, and Bisseling, T.. Early nodulin genes are
induced in alfalfa root ocutgrowths elicited by auxin transport inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA Bé: 1244-1248, 1989. : . _
Hodgkin, J., Plasterk, R. H. A., and Waterston, R. H.: The nematode Caencrhabditis elegans
and its genome. Science 270: 410-414, 1995.

Holland, §. K., and Blake, C. C, F.: Proteins, exons and motecular evolution. BioSystems 20: 181-
206, 1987.

Horowilz, P. M., Hua, S., and Glbbons, D. L: Hydrophcbic surfaces that are hidden in
chaperonin cpné0 can be expOSed by formation of assembly-competent monomers or by
jonic perturbation of the oligomer. J. Biol. Chem. 270: 1535-1542, 1995,

Horwich, A. L, Low, K. B., Fenton, W. A,, Hirshfleld, Y. N., and Furtak, K.: Folding in vivo of
bccién’al cytoplasmic proteins: Role: of GroEL. Cell 74: 909-717, 1993. S

Horwitz, J.: Alpha-crystallin can function as a molecutar chaperone. Proc. Natl, Acad. Sci. USA.,
89:.10449-10453, 1992. ‘

Hslao, K., Baker, H.F., Crow, T. }., Pduller, M., Owen, F,, Terwllliger, J. D., Westaway, D., Off, J.,
and Prusiner, 8. B.: Linkage of prion protein missense variant to Gerstmann-Stréussler syndrome.’
Nature 338: 342-345, 1989.

127



170.

171.
172.

173.

174,

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184,

3

Hsiao, K. K. Scolt, M., Foster, D., Groth, D. F., DeArmond, S. J. and Prusiner, $. B.: Spontaneous
neurodegeneration in tronsgenic' mice with mu10nf prion protein. Science 250: 1587-15%0.
1990.
http://www.yahoo.com/Health/Diseases_and_Conditions/Creutzteldt_Jakob_Disease__CJD_/
Huang, S.. McDowell, J. M., Weise, M. J.. and Meagher, R. B.. The Arabidopsis profilin gene
family. Evidence for an ancient split between constitutive and pollen-specific profilin genes.
Plant Physiol. 111: 115-126, 1996. |

Huey, R. B., and Benneff, A. F.: Physiological adjustments to fluctuating thermal environments:
An ecological and evolutionary perspective. In Stress Profeins in Biology and Medicine. R. |.
Morimoto, A, Tissieres, & C. Georgopoulos Eds. Coid Spring Harber Laboratory Press, New York.
pp. 37-59. 1990.

Hughes, A. L.: Non linear relationships among evolutionary rates identify regions of functional
divergence in heatshock protein 70 genes. Mol, Biol. Evol. 10: 243-255, 1993.

Hunt, J. K., Weaver, A. ), Landry, §S. J., Gierasch, L., and Delsenhoter, J.: The crystal structure of
the GroES co-chaperonin at 2.8 A résoiuﬂon. Nature 379: 37-45, 1996. ‘
lkemura, T: Codon usage and fRN}\ content in unicellular and multicellular organisms. Moi.
Biol. Evol. 2: 13-24, 1985. | |
ishikawa, H., and Hashimoto, H.: THe molecular biology of symbiotic bacteria of abhididoe.
Microbiol. Sci. 3: 117-120, 1986.

taya, M.: An estimation of the minimcl genome size required for life. FEBS Lett. 362: 257-240,
1995. ‘

Jacob, F.: La Logique du Vivant. Une historie de ['hérédité. Editions Gallimard. Paris, 1970.
Jacobsen-lyon, K., Jensen, E. O., Jérgensen, J. E., Marcker, K. A, Peacock, W. J., and Dennis,
E. $.: Symbiotic and nonsymbiotic hemoglobin genes of Casuaring glauca. Plant Cell 7: 213-
223, 1995. ‘

Jakob, U., Gaestel, M., Engel, K., d‘nd Buchner, J.: Small heat shock proteins are molecuiar .
chaperones J. Biol. Chem. 2468; 1517-1520, 1993.

Jakob, U., and Buchner, J.: Assisting spontaneity-the role of Hsp?0 and small Hsps as motecular
chaperones. Trends Biochem. Sci. 19: 205-211, 1994,

Jakob, U., Lille, H., Meyer, Y., and Buchner, J.: Transient interactions of Hsp?0 with early
unfolding intermediates of citrate synthase. Implications for heat shock in vivo. J. Biol. Chem.
270: 7288-7294, 1995.

Jasin, M., Regan, L., and Scimmei, P Modular arrangement of functional domains along the

sequence of an aminocacyl tRNA syﬁfhe‘rose. Nature 306: 441-447, 1983.

i

128



185.

186.
187.
188.

189.
190.

191.
- 192,

193.
194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

Jindal, $., Dudani, A K., Singh, 8., Harfey, C. B., and Gupta, R. §.: -Primc:ry structure of @ human
mitochondrial protein homologous to the bacterial and plant chaperonins and to the 65-
kilodcxlion mycobacterial antigen. Mol. Cefi. Biol. 9: 2279-2283, 1989%.

Joshi, C. P.: An inspection of the domain between putative TATA box and translation start site
in 79 plant genes. Nucl, Acid. Res. 15: 6643—6653. 1987.

Joshl, C. P., Zhou, H., Huang, X., and Chiang, V. L: Context sequences of franslation initiation
codon in plants. Plant Mol. Biol. 35: 993-1001, 1997.

Jukes, T. H.: On the prevalence of cgrfoin codons ["RNY"} in genes for proteins. j. Mol. Evol.
42: 377-381, 1996, |

Kahn, P.: From genome to proteome: Looking at the cell's proteins. Science 270: 369-370, 1995,
Kakeda, K., and Ishikawa, H.: Molecular chaperon produced by an infraéellulor symbiont. J.
Biochem. 110: 583-587, 1991. . )

Kardar, M.: Which came first, protein sequence or structure? Science 273: 610, 1996.

Kellin, F. ®. §., and Smith, J. §.: Hemoglobin and nitrogen fixation in the root nodules of
leguminous plants. Nature 159: 692-694, 1947. .
Kelley, W. L., and Georgopovulos, C.: Chaperones and pfotein folding. Curr. Op. Cell Biol. 4:
984-991, 1992

Kim, J., and Rees, D. C.: Structural models for metal centers in the nitrogenase molybdenum-
iron protein. Science 257: 1677-1682, 1992.

Kim, S., Willlson, K. R., and Horwich, A. L.: Cytosolic chaperonin subunits have a conserved
ATPase domain but diverged polypeptide-binding domains. Trends Biochem. Sci. 19: 543-548,
1994, '

Kislauskds, £. H., LI, Z, Singer, R. H., and Tanejq, K. L.: Isoform-specific 3'-untransiated sequences
sort oa-cardiac and p-cytoplasmic actin messenger RNAs to different cytoplasmic
compartments. J. Cell Biol. 123: 165-172, 1993.

Kluger, M. J.: fhe febrile response. In Stress Proteins in Biology and Medicine. R. I. Morimofto, A.
Tissiéres, & C. Georgopoulos Eds. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York, pp. 61-78,
1990. |

Knapp, 5., Schmidi-Krey, Y., Herbert, H., Bergman, 1., Jomvall, H., and Ladenstein, R.: The
molecular chaperonin TF55 from archaeon Suffolobus soffataricus. A biochemical and
structural characterization . J. Mol. Biol. 242: 397-407, 1994,

Kocisko, D. A., Come, J. H., Priola, $. A., Chesebro, B., Raymond, G. J., Lansbury, P. T., and
Caughey, B.: Cell-free formation of protease-resistant prion protein..Nafure 370: 471-474, 1994.
Koenen, M.: Recovery of DNA frorrlm agarose gels using liquid nitrogen. Trends Genet. 5: 137,
1989.

129



201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

209.

210.

211

212

213.

214,

218

Kaohler, S., Delwiche, C. F., Denny, P. w;, Tiiney, L. G., Webster, P., Wilson, R. J. M., Palmer, J. D.,
and Roos, D. S.: A plastid of probable green algal origin in apicomplexan parasites. Science
275: 1485-1489, 1997.

Kong, T. H., Codtes, A. R. M., Butcher, P. D,, Hickman, C. J., and Shinnick, T. M.: Mycobacterium
tuberculosis expresses two chaperonin-60 homologs. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2608-2612,
1993.

Koonin, E. V., Musheglan, A. R., and Rudd, K. E.: Sequencing and analysis of bacterial
genomes. Curr. Biol. é: 404-414, 1996.’

Kouchi, H., and Hata, $.: Isolation and characterization of novel nodulin cDNAs representing
genes expressed at early stages of soybean nodule development. Mol. Gen. Genet. 238: 106-
119, 1993, | |

Kubota, H., Willison, K., Ashworth, A., Nozaki, M., Mlyamoto, H., Yamamoto, H., Matsushiro, A.,
and Morita, T.: Structure and expression of the gene encoding mouse t-complex polypeptide
(Tep-1). Gene 120: 207-215, 1992.

Kubota, H. Hynes, G., Came, A.: Ashwoﬂh, A., and Willison, K.: Identification of six Tep-I-
related genes encoding divergent §ubunifs of the TCP-1—'confcin1ng chaperonin. Curr. Biol, 4:
89-99, 1994. '

Kubota, H., Hynes, G., and Willison, K.: The chaperonin containing t-complex polypeptide 1
{TCP-1). Multisubunit machinery assisting in protein folding and assembly in the eukaryotic
cytosol. Eur. J. Biochem. 230: 3-14, 1995.

. Kuhlemeler, C., Green, P. )., and Chua, N.-H.: Regulation of gene expression in higher plants.

Ann. Rev. Plant Physiol, 38: 221-257, 1987. _

Kuwalima, K.: The molien globule state of a-lactalbumin. FASEB J. 10: 102-10%, 1994.

Kyte, J., and Doolittle, R. F.: A simple method for displaying the hydropathic character of @
protein. J. Mol. Biol. 157: 105-132, 1982.

Lakhotia, 8. C., and Singh, B. N.: Synihesis of a ubiquitously present new H3P40 family protein is
enhanced by heat shock only in the Malpighion mbules of Drosophila. Experientia 52: 751-756,
1996,

tander, E. S.: The new genomics: Global views of biclogy. Science 274: 534-539, 1996.

Landry, S. J., and Glerasch, L. M.: The chaperonin GroEL binds a polypeptide in an a-helical
conformation. Biochemistry 30: 7359-7362, 1991.

Landry, S. J., Jordan, R., McMacken, R., and Gierasch, L. M.: Different conformations }or the
same polypeptide bound to chaperones Dnak and GroEL. Nature 355: 455-457, 1992..'

landry, $. J., and Glerasch, L. M.: Polypeptide interactions with molecular chaperones and

their retationship to in vivo protein folding. Annu. Rev. Biophys Biomol. Struc. 23: 645-669. 1994.

130



216,

217.

218.

219.

220.

221.

222,
223.

224,

225.

226.

227.

228.

229,

230.

231.

232.
233.

lanfranchi, G., Pallavicini, A., Lavender, P., and Valle, G.: Ancestral hemoglobin switching in
lampreys. Dev. Biol. 164: 402-408, 1994.

Langer, 1., Pleffer, G., Martin, J., Boumelster, W., and Harll, F.- U.: Chaperonin-mediated protein
fo'lding: GroES binds to one end of ‘the GroEL cylinder. which accommodates the protein
subsirate within its central cavity. EMBO J. 11: 4757-4765, 1992 a.

Langer, T., Lu, C., Echols, H., Flanagan, J., Hayer, M. K., and Harl, F. U.: Successive action of
Dnak, Dnal and Grotl aleng the pé:fhwcy of chaperone-mediated protein folding. Nature
356: 693-689, 1992 b. \

Llara, M., Porda, H., Padilla, ) E., FtI:Ich, J.. and Sanchez, F.: Heterogeneity of glutamine
synthetase polypeptides in PhaseoiuS vulgaris L. Plant Physiol. 76: 1019-1023, 1984,

Laskey, R. A, Honda, B. M., Mills, A. D., and Finch, J. T.: Nucleosomes are assembled by an
acidic protein which binds histones and iransfers them to DNA..Nature 275: 416-420, 1978.

Lee, G. J., Basha, E., Suxuld, 1., Waters, E. R., Krawitz, D., Azpiroz, R., Wehmevyer, N., and Vietling,
E.: Structure and molecular chaperone activity of small heat shack proteins. (Abstract 21001).
Plant Physiol. 111 {Supp.): 18, 1996.

Lehninger,A. L: Principles of Biochemistry. Worth Publishers, Inc. New York, 1982.

Llesk, A. M., and Chothia, C.: How differenf aminoacid sequences determine similar protein
structures: The structure and evolutfonary dynamics of the globins. J. Mol. Biol, 134: 225-270,
1980.

Lewin, B.: Genes V. Chapter 22, pp 657-676, Oxford University Press, Oxford, 1994.

Lewin, R.: Sumprise finding with insect globin genes. Science 226: 328, 1984.

Lewls, V., Hynes, G. M., Zheng, D.,fSalbII, H., and Willison, K.: T-complex polypeptide-1 is a
subunit of a heteromeric particle in the eukaryotic cytosol, Nature 358: 249-252, 1992,

U, H., and Lue, L: The relation between codon usage, base cormrelation and gene expression
level in Escherichia coli and yeast. J‘. theor. Biol. 181: 111-124, 19964.

li, H., Helling, R., Tang, C, and Wlnbreen, N.: Emergence of preferred structures in a simple
model of protein folding. Science 273: 666-669, 1996.

Uang, P., and MacRae, T. H.: Molecular chaperones and the cytoskeleton. J. Cell Scl. 110:
1431-1440, 1997. ,

ln, Z., Schwarz, F. P., and Eisenstelin, E.: The hydrophobic nature of GroEL-subsirate binding. J.
Biol. Chem. 270: 1011-1014, 1995. |

Lindquist, $.: Regulation of protein synthesis during heat shock. Nature 293: 31 1-314, 1981.
Lindquist, $.: The heat shock response. Annu Rev. Biochem. 45: 39-72, 1984.

Lindquist, S., and Cralg, E. A.: The héat shock proteins. Annu. Rev. Genet. 22: 631-677, 1988.

131



234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241,

242,

243.

244,

245,

246.

247.

248.

249.

250.

Lingappa, J. R.. Martin, R. L, Wong,H'M. L, Gamen, D., Welch, W. J., and lingappa, V. R.: A
eukaryotic cytosolic chaperonin is associated with a high molecular weight intermediate in
the assembly of hepatitis B virus capsid, a multimeric particie. J. Cell Biol, 125: 99-111, 1994.
Lissin, N. M., Venyaminov, $. Yu., and Girshovich, A. §.: (Mg-ATP}-dependent self-assembly of
molecular chaperone GrokL. Nature 348: 339-342, 1990.

Ussin, N. M.: in vitro dissociation and self-assembly of three chaperonin 60s: The role of ATP.
FEBS Lett. 361: 55-60. 1994.

logemann, J., Schell, J., and Willmhzer, L.: Improved method for the isolation of RNA from
plant fissues. Anal. Biochem. 163: 16-20, 1987.

Lodmer, G.: Optimizing protein folding with chaperonins. (Abstract No. 21003}. Plant Physiol.
111 (Supp.): 18, 1996 a.

Lorimer, G. H.: A quantitative assessment of the role of the chaperonin proteins in protein
folding in vivo. FASEB J. 10: 5-9, 1996 b.

losick, R., and Kaiser, D.: Why and how bacteria communicate. Sci. Amer. 276 (2}: 52-57, 1997.
iubben, 1. H., Donaldson, G. K., Vﬂk':nen, P. V., and Gatenby, A. A.: Several proteins imported
into chioroplast form stable complexes with the GroEl-related chloroplast molecular
chaperone. Plant Cell 1: 1223-1230,,1989. _

tyon, M. F., Zenthon, J., Evans, E. P.,:Burlenshaw. M. D., and Willison, K. R.: Extent of the mouse t
complex and its inversions shown by in situ hybridization. Immunogenetics 27: 375-382, 1988.
Maddox, J.: Does folding determine protein configuration? Nature 370: 13, 1994 a.

Maddox, J.: Towards more measurement in biology. Nature 368: 95, 1994 b,

Maldonado, R., Jiménez, ., and Cassadeus; J.: Changes in ploidy during the Azotobacter
vinelandii growth cycle. J. Bacteriol. 176: 3911-39219, 199_4.

Mande, S. C., Mehra, V., Bloom, B: R., and Hol, W. G. J.: Struciure of the heat shock protein
chaperonin-10 of Mycobacterium feprae. Science 271: 203-207. 1996.

Mandel, M., and Higa, A.: Calcium dependent bacteriphage DNA infection. J. Mol. Biol. 53;
159-162, 1970. '

Manna, A. C., and Das, H. K.: Determination of the size of the Azofcbacter vinelandii
chromosome. Mol. Gen. Genet. 241: 719-722, 1993,

Manning-Krieg. U. C., Scherer, P.‘ E., and Schatr, G.: Sequential action of mitochondrial
chaperones in protein import into de matrix. EMBO J. 10: 3273-3280, 1991.

Marco, S., Carrascosa, J. L, and Valpuesta, J. M.: Reversible inferaction of g-actin along the
channel of the TCP-1 cytoplasmic chaperonin. Biophys J. 67: 364-348, 1994.

132



251,

252.
253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

Margolin, W., Wang, R., and Kumar, M.: Isolofion of an ftsZ homolog from the archaebactetium
Halobacterium salinarium: Implications for the evolution of FisZ and tubulin. J. Bacteriol. 178:
13201327, 1966. '

Margulls, L.: Origin of Eukaryotic celis. Yale University Press. New Haven CT 1970,

Martel, R., Cloney, L. P. Pelcher, L E., and Hemmingsen, $. M.: Unique composmon of plcshd
chaperonin-60: o and p polypeptide-encoding genes are highly divergent. Gene 94: 181-187,
1990.

Martin, J., Llanger, T., Boteva, R., Schramel, A., Horwich, A L., and Harl, F.-U.: Chaperonin-
mediated protein folding at the surface of groEl through a ‘molten gloSufe'-l‘rke intermediate.
Nature 352: 36-42, 1991.

Martin, J., Horwich, A. L., Harll, F. U.:: Prevention of protein denaturation under heat stress by
the chaperonin hspé0. Science 258: 995-998, 1992.

Martin, J.. Mayhew, M., Langer, T., and Hamll. ‘F. U.: The reaction cycle of GroEL and GroES in |
chaperonin-assisted protein folding‘l Nature 366: 228-233, 1993 a.

Martin J.,, Geromanos, S., Tempst. P., and Harll, F. U.: Identification of nucleotide-binding
regions in the chaperonin proteins GroEL and GroES. Nature 364: 279-282, 1993 b.
Martinez-Romero, E., Segovia, L., Marins-Mercante, F., Franco, A. A., Graham, P., and Pardo,
M. A.: Rhizocbium fropici, a novel species nodulcﬂﬁg Phaseolus vulgari; L. beans and
Leucaena sp. Int. J. Syst. Bacteriol. 41: 131-135, 1991. '
Mascagni, P., Tonolo, M., Ball, H., Lim, M., Ellis, R. J., and Coates, A.: Chemical synthesis of 10
kDa chaperonin. Biclogical activity suggests chaperonins do not reqguire other molecular
chaperones. FEBS Lett. 286: 201-203, 1991.

Masison, D. C., and Wickner, R. B.. Prion-inducing domain of yeast Ure2p and protease
resistance of Ure2p in prion-confqining cells. Science 270: 93-95, 1995.

May, R. M., and Nee, 5.: The species alias problem. Nature 378; 447-448, 1995.

May, R. M.: How many species inhabif the earth? Sci. Amer. 267(4): 18-24, Oct., 1992.

Mayhew, M., and Harli, F. U.: Lord of the rings: GroES structure. Science 271: 161162, 1994,
Mayhew, M., da Silva, A. C. R., Maﬁln, J., Erdjument-Bromage, H., Tempst, P., and Hadl, F. U.:
Protein folding in the central cavity of the GroEL-GroES chaperonin complex, Nature 379: 420-
426, 1996. |

McDowell, ). M., Huang, §., McKln;ney. E. C.. An, Y.-Q., and Meagher, R. B.: Structure and
evolution of the actin gene family in Arabidopsis thaliana. Genetics 142: 587-602, 1996.
McElroy, D., Rothenberg, M., Reece, K. S.. and Wu, R.: Charocterization of the rice (Oryzo
sativa) actin gene ‘fqmihly. Plant Mol.l Biol. 15: 257-248, 1990.

133



267.

268.

269.

270.

271,

272.

273.

274

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

Mclean, B. G., Huang, S., McKinney, E. C., and Meagher, R. B.: Plants contain high.ly divergent
actin isovariants. Cell Motil. Cytoskeleton 17: 274-290, 1990,

McMullin, T. W., Hallberg, R. L: A highly ‘evolutionarily conserved mitochondrial protein is
structurally related to the protein enpoded by the Escherichia coli groEl gene. Mq!. Cell Biol.
8: 371-380, 1988.

Melld, k., Vainberg, I. E.,, Chow, R. L, and Cowan, N. J.: Chaperonin mediated folding of
vertebrate actin-related protéin and y-tubulin. J. Cell Biol. 122: 1301-1310, 1993.

Mendoza, J. A, Rogers, E., Lorimer, G. H., Horowitz, P. M.: Unassisted refolding of urea unfolded
rhodanase. J. Biol. Chem. 266: 13587-13591, 1991.

Mestel, R.: Putting prions to the test. Science 273: 184-189, 1994,

Miao, G. -H., Hirel, B., Marsolier, M. C., Ridge, R. W., and Verma, D. P. §.: Ammonia-regulated
expression of a soybean gene encoding cytosolic glutamine synthetase in transgenic Lofus
corniculatus. Plant Cell 3: 11-22, 1991.

Michelson, A. M., and Orkin, 5. H.: The 3' uniransiated regions of the duplicated human a-
globin genes are unexpectedly divergent. Cell 22: 371-377, 1980.

MHflin, L. C., and Cohen, R. E.: Chérccten’zaﬁon of denatured protein inducers of the heat
shock (s&ress) response in Xenopus laevis oocytes. J. Biol. Chem. 269: 15710-15717, 1994.

Mirsky, A. E., and Pauling, L: On the structure of native, denatured and coagulated proteins.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 22: 439-447, 1936.

Miziorko, H. M., and Lotimer, G. H.: Ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase-oxygenase. Ann.
Rev. Biochem. 52: 507-535, 1983.

Monod, J.: Chance and Necessity: An essay on the natural philosophy of modern biology.
Wainhouse, Anstryn (trans.). Vintage Books, Rondorﬁ House, 1971.

Morl, M., Murata, K., Kubota, H., ngamoio. A.., Matsushiro, A., and Morita, T.: Cloning of a
cDNA encoding the Tcp-! (t complex polypepﬁdé 1} homologue of Arabidopsis thaliana.
Gene 122: 381-382, 1992).

Morimoto, R. |, Tissiéres, A., and.Georgopoulos, C.: The stress response, function of the
proteins, and perspectives. In Stress Profeins in Biclogy and Medicine. R. . Morimoto, A.
Tissieres, & C. Georgopoulos Eds. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York. pp. 1- 36,
1990. |

Morshauser, R. C., Wang, H., Flynn, G. C.. and Zulderweg, E. R. P.: The pepflide-binding domain
of the chaperone protein Hsc70 hé:s an unusual secondory structure topology. Biochemistry
34: 6261-6266, 1995, | '
Moulder, 1. W.: Intracellular parasitism: Life in an extreme environment. J. Infect. Dis. 130: 300-
306, 1974,

' 134



282.

283.

284,

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292,

293.

294,

295.

296.

297.

1

Moulder, ). W.: Comparative bioloéy of infracellular parasitism. Microbiol. Rev. 49: 298-237,
1985. "

Mummer, E., Gimm, R., Speth, V., Eckerkom, C., Schiltz, E., Gatenby, A. A., and Shdéfer, E.: A
TCP1 related molecular choperoné from plants refolds phytochrome to its photoreversible
form. Nature 343: 644-648,1993.

Mummert, E., Griimm, R., Speth, V., Eckerkomn, C., Schiltz, E., Gatenby, A. A., and Shédfer, E.:
Emratum. Nature 372: 709, 1994,

Munson, D., Obar, R., Tzerzinls, G., and Margulis, L.: The tubulin-like' S1 protein of Spirochaeta
is @ member of the hspé5 stress protein family. Biosystems 31: 161-167, 1993.

Musgrove, J. E, Johnson, R. A, and Ellis, R. J.: Dissociation of the ribulosebisphoshate-
carboxylase large-subunit binding brotein inta dissimilar subunits. Eur. J. Biochem. 143: 529-534,
1987.

Myolna, P., Pawloski, K., and Bisseling, T.: Symbiotic nitrogen fixation. Plant Cell 7: 869-885,
1995. |

Nagata, K.: Hsp47: g collogen—speéiﬁc molecular chaperone. Trends Biochem. Sci. 21: 23-264,
1996. |

Nagpal, P., Jafi, 8., Reddy, M. A., and Das, H. X.: Multiple chromosomes of Azofobacter
vinelandii. J. Bactericl. 171: 3133-3138. 1989%.

Nap, J. -P., and Bissellng, 1.;: Developmental biology of a plant-prokaryote symbiosis: The
legume root nodule. Science 250: 948-954, 1990,

Netzer, W. J., and Harll, F. U.: Recombination of protein domains facilitated by co-translational
folding in evkaryotes. Nature 388: 3:13—349, 1997.

Nguien, T.. Zelechowska, M., Foster, V., Bergmann, H., and Verma, D. P. S.: Primary structure of
the sc;ybecn nodulin-35 gene encoding uricase |l localized in the peroxisomes of uninfected
cells of nodules. Proc. Natf. Acad. Sci. USA 82: 5040-5044, 1985.

Nlisson, B., Anderson, $.: Proper and improper folding of proteins in the cellular environment.
Annu. Rev. Microbiol. 45: 607-635, 1991.

Norh, G.: A cytoplasmic chaperonin® Nature 354: 434-435, 1991.

Nowak, R.: Entering the postgenome era. Science 270: 348-371, 1995,

Qesch, B., Westaway, D., Wdlchli, ‘M., McKinley, M. P., Kent, 8. B. H., el al.: A cellular gene
encodes scrapie PrP 27-30 protein.“Cell 40: 735-744, 1985.

Ogawa, J., and long, 8. R.: The Rhizobium melilcti groEle locus is required fbr regulation of

early hod genes by the frcnscripﬂdn activator Nodb. Genes Devel. 9: 714-729, 1995,

135



298.

299,

300.

301.

302.
303.

304.

305.
306.

307.
308.

309.

310.

311.

312.

313.

314.

Ohno, $., and Ohno, M.: The all pervasive principle of repetitious recurrence governs not only
coding sequence construction but also human endeavor in musical compaosition.
immunogenetics 24: 71-78, 1986.

Ohtaka, C., Nakemura, H., and Ishikawa, H.: Structures of chaperonins from an intracellular
symbiont and their functional expréssion in Escherichia coli groE mutants. ). Bacteriol. 174:
1869-1874, 1992.

Qishl, M., and Cosloy, $. D.: The géneﬁc and biochemical basis of the transformability of
Escherichia coli K12. Biochem. Biophys. Res. Commun. 49: 1568-1572, 1972.

Okazakl, A., kura, T., Nikaido, K., am?i Kuwajima, K.: The chaperonin GroEL does not recognize
apo-a-lactalbumin in the molten globule state. Nature Struc. Biol. 1: 439-446, 1994.

Olson, M. V.: A fime to sequence. Science 270: 394-396, 1995.
@stergaard Jensen, E., Paludan, K., Hyldig-Nielsen, J. J., J@rgersen, P., and Marcker, K. A.: The

structure of a chromosomal leghaemoglobin gene from soybean. Nature 291: 677-679, 1981.
Ostermann, J., Horwich, A. L, Neupert, W., and Harll, F. -U.: Protein folding in mitochondria
requires complex formation with hspé0 and ATP hydrolysis. Nature 341: 125-130, 1989.

Pace, C. N.: Conformational stability of globular proteins. Trends Biochem. 3ci. 15: 14-17, 1990.
Pace, N. R.: A molecular view of microbial diversity and the biosphere. Science 274: 734-740,
1997. .

Palmer, J. D.: Organelle genomes: Going, going gonel Science 275: 790-7%1, 1997.

Palleros, D. R., Reid, K. L., Shi, L, Welch, W. )., and Fink, A. L. ATP-induced protein-Hsp70
corﬁplex dissociation réquires K+ but not ATP hydrolysis. Nature 3465: 664-666. 1993.

Pan, K-M., Baldwin, M., Nguyen, J., Cassei, M., Serban, A, et al.: Conversion of a-helices into
p-sheets features in the formation of the scrapie prion proteins. Proc. Nall. Acad. Sci. USA 90:
10962-10966, 1993. ‘

Parsell, D. A., and Lindquist, S.: The function of heat-shock proteins in stress tolerance:
Degradation onéﬂ reactivation of damaged proteins. Annu. Rev. Genet, 27: 437-496, 1993.
Parsell, D. A., Kowal, A. S., Singer, M. A., and Lindquist, §.: Protein disaggregation mediated by
heat-shock protein Hsp104. Nature 372: 475-478, 1994,

Patino, M. M., Uu, J-J., Glover, J.R., and Llindquist, 5.. Support for the prion hypothesis for
inheritance of a phenotypic trait in yeast. Science 273: 622-626, 1996.

Petham, H. R. B.: Speculations on the functions of the major heat shock and glucose regulated
proteins. Cell 46: 959-961, 1986. |
Pelham, H. R. B.: Functions of the hsp70 protein family: An overview. In Stress Proteins in Biology
and Medicine, R. |. Morimoto, A. Tissieres, & C. Georgopoulos Eds. Cold Spring Harbor
Laboratory Press. New York. pp. 287-:299, 1990.

136



315.

316.

317.

318.

319.

320.

321.

322.

323.
324,
325.
326.

327.

328.

329.

330.

Penmetsa, R. V., and Cook, D. R.: A :Iegume ethylene-insensitive mutant hyperinfected by its
rhizobial symbiont, Science 275: 527-530, 1997. .
Pérez, H. E., Sdnchez, N., Viddll, L., Herndndez, J. M., Lara, M., and Sanchez, F.: Actin isoforms in
non-infected roots and symbiotic root nodules of Phaseolus vulgaris L. Planta 193: 51-56, 1994.
Phipps. B. M., Typke, D., Hegen, R., Volker, S., Hoffmann, A., Stetler, K. O., and Baumeister, W.:
Structure of a molecular chapercne from a thermophilic archaebacterium. Nature 361: 475-
477.1993. ‘

Prasad, T. K., and Hallberg, R. L.: Identification and metabolic characterization of the Zea
mays mitochondrial homolog of the rEscherichia coli groEL protein. Plant Mol. Biol. 12: 60%-618,
1989.

Prasad, T. K., and Steward, C. R.: cDNA clones enceding Arabidopsis thaliana and Zea mays
mitochondrial chaperonin HSP&0 and gene expression during seed gemmination and heat
shock. Plant Mol. Biol. 18: 873-885, 1992.

Prusiner, 8. B.: Novel proteinaceous.infectious particles cause scrapie. Science 214:; 136-144,
1962. ' f

Prusiner, S. B.: Molecular biclogy of prion diseases. Science 252: 1515-1521, 1991.

Prusiner, S. 8., Groth, D., Serban, A., Koehler, R., Foster, D., Torchia, M., Burton, D., Yang, $-L.,
and DeArmond, $. J.: Ablation of the prion protein {PrP) gene in mice prevents scrapie and
facilitates production of anti-PrP qntjbodies. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 10608-10612, 1993.
Prusiner, 8. B.: The prion diseases. Sci. Amer. 272(1): 30-37, Jan., 1995..

Piitsyn, O. B.: How the moiten globule became. Trends Biochem. Sci. 20 376-379. 1995,

Piltsyn, C. B.: A determinable but unresolved problem. FASEB J. 10: 3-4, 1994,

Puiney, 5.D., Benkovic, $. J., and Schimmel, P. R.: A DNA fragment with an a-ﬁhosphoro?hiocie
nucleotide at one end is asymetrically blocked from digestion by exonuclease lil and can be
replicated in vivo. Proc. Natl. Accd.‘Sci. USA 78: 7350-7354, 1981.

Quinto, C., de la Vega, H., Flores, M leemans, J.,, Cebadlles, M. A., Pardo, M. A., Azpiroz, R.,
Girard, M. L., Calva, E., and Palacioes, R.: Nitrogenase reductase: A functional multigene fcfnily
in Rhizobium phaseoli, Proc. Nall. Acad. Sci. USA 82: 1170-1174, 1985.

Ranson, N. A., Dunster, N. J., Bursion, 8. G., and Clarke, A. R.: Chaperonins can catalyze the
reversal of early aggregation steps {vvhen a protein misfolds. J, Mol. Biol. 250: 581-586, 1995.
Rao, P. V., Horwitz, )., and Zigler, $.: Chaperone-ike activity of a—crystallin. J. Biol. Chem. 249:
13266-13272, 1994.

Reading, D, §., Hallberg, R. L., and Myers, A. M.: Characterization of the yeast HSP40 gene
coding for a mitochondrial assembly factor. Nature 337: 655-659. 1989.

137



331.

332.

334.

. 335.

336.

337.

340.
341.

342.

345.

346.

Rensing, S. A., and Madier, U.-G.: Phylogerietic analysis of the stress-70 protein family. J. Mol.
Evol. 39: 80-86. 1994. '

Riek, R., Hormemann; S., Wider, G., Billeter, M., Glockshuber, R., and Wiithrich, K.: NMR structure
of the mouse prion protein domain PeP{121-231). Nature 382: 180-182, 1996.

. Rippman, F., Taylor, W.R., Rothbard, J. B., and Green, N. M.: A Hypothetical model for the
peptide binding domain of hsp70 based on the peptide-binding domain of HLA. EMBO J 10:

1053-1059. 1991.

Ritossa, . M.: A new puffing p;:ﬂemj induced by a temperature shock and DNP in Drosophila.
Experientia 18: 571-573. 1962.

Robinson, C. V., Grop, M., Eyles, 5. J., Ewbank, J. J., Mayhew, M., Harl, F. U., Dobson, C. M.,
and Radford, S. E: Conformation of GroEl-bound a-lactalbumin probed by mass
spectrometry. Nature 372: 646-651, 1994, 7

Rose, G. D., and Wolienden, R.: H\‘/drogen bonding, hydrophobicity. packing, and protein -
folding. Annu. Rev. Biophys. Biolol. Struct. 22: 381-415, 1993.

Rospert, §S., Loeser, R., Dubaqule, :Y., Mdatouschek, A., Glick, B. S., and Schatz, G.: HspéQ-
independent protein folding in the matrix of yeast mitochondria. EMBO J. 15: 754-774, 1996.

. Roy, H., Bloom, M., Mllos, P., and Monroe. M.: Studies on the assembly of large subunits. of

ribulose bisphosphate corboxylcse‘in isolated pea chloroplasts. J. Cell Biol. 94: 20-27, 1982.

. Rusanganwa, E., and Gupta, R. $.: Cloning and characterization of multiple groEL chaperonin-

encoding genes in Rhizobium meliloti. Gene 126: 67-75, 1993.

Saibll, H., and Woad, 5.: Chaperonins. Curr. Op. Struc. Biol. 3: 207-213, 1993.

Salbll, H. R., Zheng, D., Roseman, A. M., Hunter, A. §., Walson, G. M. F., Chen, S., auf der Mauer,
A., O'Hara, B. P.,, Wood, §. P., Mann, N. H., Bamett, L. K., and Ellis, R. J.: ATP induces large
quatemary rearrangements in a cage-like chaperonin structure. Cun. Biol. 3: 265-273, 1993.
Sakaguchl, $., Katamine, S.,- Nishida, N., Moriuchi, R., Shigematsu, K., ef al.: Loss of cerebellar
Purkinje cells in aged mice homozygous for a disrupted PrP gene. Nature 380: 528-531, 1994.

. Sali, A., Shakhnovich, E., and Karplus, M.: How does a protein fold? Nature 349: 248-251, 1994,
344,

Sambrook, J., Fritsch, E. F., and Maniafis, T.: Molecular Cloning. A Laboratory Manual. Second
Edition. Cold Spring qubor Laboratory Press. New York. 1989.

Sanchez. E., Tobin, S. L., Rdest, U., iulauf. E.. and McCarthy, 8. J.: Two Drosophila actin genes in
detail. Gene structure, protein structure and transcription during development. J. Mol. Biol.
163: 533-551, 1983 |

Sdanchez, F., Campos, F., Padﬂld, J. £, Bonneville, J. M., Enriquez, C., and Caput, D.:
Purification, cDNA cloning and developmental expression of the nodule-specific uricase from
Phaseolus vuigaris L. Plant Physiol. 84: 1143-1147, 1987. f

138



347.

348.

349.

350.

351,

352.

353.

354.

355.

356.

357.

358.

359.

340.

Sdanchez, F., Padilla, J.E., Pérez, H| and lara, M.: Control of nodulin genes in root-nedule
development and metabolism. Annt"J. Rev. Plant Physiot Plant Mol. Biol. 42: 507-528, 1991.
Sdnchez, M., Valencla, A., Ferrdndiz, M. - 1., Sander, C., and Vicente, M.: Correlation between
the structure and biochemical activities of FtsA, an essential cell division protein of the actin
family. EMBO J. 13: 4919-4925, 1994. }

Sanchez, F., Cardenas, L, van Sprodsen, P., Villanueva, M. A., Valdés, V., Gulllen, G., Rongcai,
M. Noguez, R., Dantan, E., Vidall, L., Pérez, H., Hepler, P., and Quinto, C.: Actin cytoskelefon
expression and organization during root-nodule development. {Abstract No. 10002). Plant
Physiol. 111 ({Supp.}: 3. 1996.

Sanger, F., Nicklen, §., and Coulson, A. R.: DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5467, 1977.

Sano, §., un'd Granlck, §.: Mitochondrial coproporphyrinogen oxidase and protoporphyrin
formation. J. Biol. Chem. 236: 1173, 1961.

Sato, S., and Ishikawa, H.: Expression and control of an operon fram an intracellular symbiont
which is homologous to the groE operon. J. Bacteriol. 179: 2300-2304, 1997.

Sauk, J. J., Smith, T, Nonmis, K., and Femelra, L: Hsp47 and the translation-translocation
machinery cooperate in the production of al {l} chains of type | procoliagen. J. Biol. Chem.
269: 3941-3946, 1994.

Savageau, M. A.: Proteins of Escherichia coli come in sizes that are multiples of 14 kDa:
Domain concepts and evolutionary implications. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 1198—1202
1986. |

Schiicher, 1., and Soll, J.: Molecular chaperones are present in the thylakoid lumen of pea
chicropiasts. FEBS Lett. 379: 302-304, 1996.

Schmid, D., Baici, A., Gehring, H., and Christen, P.; Kinetics of molecular chaperone action.
Science 263: 971-973, 1994. |

Schmidt, M., and Buchner, l.: Interaction of GroE with an all-p protein. J. Biol. Chem. 267:
16829-16833, 1992, '

Schmidf, M., Ruitkal, X., Rachel, R., Plelfer, G., Jaenicke, R., Viitanen, P., tormer, G., and
Buchner, J.: Symmetric complexes of GroE chapéronins as part of the functional cycle.
Science 265: 656-659, 1994, ;

Schneider, G., lindqvist, Y., Br&dcjan, C.-l, and Lordmer, G.: Three-dimensional structure of
ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase/oxygenase from Rhodospiriffum rubrum ai 29 A
resotution. EMBO J. 5: 3409-3415, 1986.
Schwartz, R. M., and Dayhoff, M. O.: Origins of prokaryotes, eukaryotes. mitochondria, and
chloroplasts. Science 199: 395-403, 1978.

»

139



361.

362.

363.

364.

365.

366.
367.

368.

369.

370.

371.

372.

373.

374.

375.

Schweitzer, M. H., Marshall, M., COI’}OI’I, K., Bohle, D. S., Busse, S. C., Amold, E. V., Barnard, D.,
Homner, J. R., and Starkey, J. R.: Heme compounds in dinosaur frabecular bone. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94: 6291-6296, 1997. |

Searle, 1. W., Gorovils, B. M., Ybamra, J., and Horowlfz, P. M.;: Reversible cligomerization and
denaturation of the chaperonin GréES. Biochemistry 35: 4079-4083, 1996.

Selker, J. M. L. Three-dimensional organization of uninfected tissue in soybean root nodules
and its relation to cell specialization in the centrai region. Protoplasma 147: 178-190, 1988.
Shepherd, J. C. W.: Method to determine the reading frame of a protein from the
purine/pyrimidine genome sequence and its possible evolutionary justification. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78: 15961600, 1981.

Shepherd, J. C. W.: Ancient pafterns in nucleic acid sequences. In: Methods in Enzymology
183. Molecular Evolution: Computer Analysis of Protein and Nucleic Acid Sequences. Russell F.
Doolittle Ed. Academic Press, Inc. San Diego. pp 180-192, 1990.

Sheterline, P., Sparrow, J. C.: Actin. Prot. Prof. 1: 1-63, 1994,

Shinnick, T. M., Vodkin, M. H., and Williams, J. C.: The Mycobacterium fuberculosis 65-
kilodalton antigen is o heat shock protein which comrresponds to common antigen and to the
Escherichia coli GroEL protein. Infect. Immun. 56: 446-451, 1988.

Short, N.: On first looking into de human genome. Nature 377 Supp.: 1, 1995.

Singh, 8., and Gupta, R. $.: Expression of human é0-kD heat shock pro’rein' {HSP&C or P1) in
Escherichia coli and the development and characterization of comresponding monoclonal
antibodies. DNA Cell Biol. 11: 489-496, 1992.

Singh, L, and Jones, K. W.: The use of heparin as a simple cost-effective means of controlling
background in nucleic acid hybridization procedures. Nucl. Acids Res. 12: 5627-5438, 1984,
Solioz, M., and Bienz, D.: Bccfericll genetics by electric shock. Trends Biochem. 15: 175-177,
1990.

Solomon, F.: Analyses of the cytoskeieton in Saccharomyces cerevisiae. Ann. Rev. Cell Biol. 7:
633-662, 1991 |

Soltys, B. J., and Gupiaq, R. §.: Immunoelecfron microscopic localization of the 60-kDa heat
shock chaperonin protein [(Hspé0) in mammalian cells. Exp. Cell Res. 222: 16-27, 1996,

Southetn, E.: Detection of specific sequences among DNA fragments separated by gel
electrophoresis. J. Mol. Biol, 98: 503-517, 1975.

Staden, R.: Finding protein coding Iregic:ms in genomic sequences. In: Methods in Enzymology
183. Molecular Evolution: Computer Analysis of Protein and Nucleic Acid Sequences. Russell F.
Doolittle Ed. Academic Press, inc. Sgn Diego. pp 163-180, 1990.

140



376.

377.

378.

379.

Stephen, D., Jones, C., and Schofield, J. P.: A rapid method for isolating high quality plasmid
DNA suitable for DNA sequencing. N:ucl. Acids Res. 18: 7463-7464, 1990.

Sternberg, N.: Properties of a mutcrﬁf of Escherichia coli defective in bacteriophage A head
formation {grof). I. Initial characterization. J. Mol. Biol. 67: 1-24, 1973 a.

Sternberg, N.: Properties of a mu10|:1t of Escherichia coli defective in bacteriophage A head
formation (groE). II. The propagation of phage L. J. Mol. Bicl. 76: 25-44, 1973 b.

Stemlicht, H., Farr, G. W., Sternlicht, M. L, Driscoll, J. K., Willison, K., and Yaffe, M. B.: The i-

complex polypeptide 1 complex is a chaperonin for tubulin and actin in vivo. Proc. Natl,

. Acad. Sci. USA 90: 9422-9426, 1993.

380.

381.

382.

383.

384.

385.

386.

387.

388.

389.

390.

391.

Strauss, E. J., and Falkow, $.: Microbial pathogenesis: Genomics and beyond. Science 276:
707-712, 1997. | '

Suganuma, N., Tamacki, M., and Kouchl, H.: Expression of nodulin genes in plant-determined
ineffective nodules of pea. Plant Mol. Biol. 28: 102}-1038, 1995. '
Sunshine, M., Feiss, M., Stuarl, J., and Yochem, J.: A new host gene {groPC) necessary for
Iombdc DNA replication. Mol. Gen. Genet. 151: 27-34, 1977. '

Tabﬂo F. R.; Molecular and celiular reguiation and autotrophic carbon dioxide fixation in

1

micro-organisms. Microbiol. Rev. 52: 155-189, 1988.

Taguchi, H., and Yoshida, M. Chaperonin releases the substrate protein in a form with
tendency to aggregate and ability to rebind to chaperonin. FEBS Lett. 359: 195-198, 1995.
Takano, 1., and Kakefuda, T.. Involvement of a bacterial factor in morphogenesis of
bacteriophage capsid. Nature New Biol. 239: 34-37, 1972.

Taubes, G.: Misfoiding the way to disease. Science 271: 1493-1495, 1994,

Temple, S. J., Heard, J., Ganter, G., Dunn, K., and Sengupta-Gopadlan, C.: Characterization of a
nodule-enhanced glutamine synthetase from alfalfa: Nucleéﬁde sequence. in situ
localization, and transcript analysis. Mol. Plant-Microbe Interact. 8: 218-227, 1995.

Thomas, P. J., Qu, B-H., and Pedersen, P. L.: Defective protein folding as a basis of human
disease. Trends Blochem. Sci. 20: 456-459, 1995.

Thomas, P. S.: Hybridization of denatured RNA and small DNA fragments transferred to
nitrocellulose. Proc. Natl. Acad. Sci..USA 77: 5201-5205, 1980.

Thomson, M. D., Paavola, C. D., Lenvik, 1. R., and Gantt, J. S.: Chiamydomonas transcripts
encoding three divergent plastid éhcperonins are heat-inducible. Plant Mol. Bicl. 27: 1031-
1035, 1995.

Tian, G., Vainberg, . E., Tap, W, D.,' tewis, S. A., and Cowan, N. J.: Quasi-native chaperonin
bound intermediates in faciiitated protein folding. J. Biol. Chem. 270: 23910-23913, 1995 a.

141



392.

393.

394.

395.

396.

397.

398.

399.

400.

401.

402.

403.

404.

405.

Tian, G., Vainberg, Y. E, Tap, W. D' Lewis, $. A., and Cowan, N. J.: Specificity in chaperonin-
mediated protein folding. Nature 375: 250-253, 1995 b.

Tiiney, L. G., and Porinoy, D. A.: Ac:ﬂn filaments and the growth, mo{remenf, and spread of
infracellular bacterial parasite Lisfer;'c monocytogenes. J. Cell Biol. 109: 1597-1608., 1989.

Tilty, K., Murialdo, H., and Georgopfoulos, C.: Identification of a second Escherichia coli groE
gene whose product is necessary for bacteriophage morphogenesis. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78: 1629-1633, 1981. ' | '
Tissleres, A., Mitchell, H. K., and Tracy, V. M.: Protein synthesis in salivary glands of Drosophila
melanogaster: Relation to chromosome puffs. J. Mol. Biol. 84: 389-398, 1974.

Tober, Y., Gaus, $. E., Deboer, T., Achermann, P., Fischer, M., Riillicke, T., Moser, M., Oesch, B.,
McBride, P. A., and Manson, J. C.: Altered circadian activity rhythms and sleep in mice devoid
of prion protein. Nature 380: 639-642, 1996.

Todd, M. J., Vitanen, P. V., and Lorimer, G. H.: Dynamics of the chaperonin ATPase cycle:
Implications for facilitated protein folding. Science 265: 659-666, 19§4.

Todd, M. J., Lorimer, G. H., and Thirumalai, D.. Chaperonin-facilitated protein folding:.
Optimization of rate and yield by :cln iterative annealing mechanism. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93: 4030-4035, 1996.

Trent, ). D., NInmesgern, E.,, Wall, J. S Harl, F. -U., and Horwich, A: L: A molecular chaperone
from a thermophilic 'crchcebccterium is related to the eukaryotic protein t-complex
polypeptide-t. Nature, 354: 490-493; 1991.

Trent, J. D., Kagawa, H. K., Yaol, T,, Olle, E., and Zaluzec, N. J.: Chaperonin filaments: The
archaeal cytoskeleton? Proc. Natl. ?\cad. Sci. 94: 5383-5388, 1997.

Tulte, M. F.: Psi no more for yeast prions. Nature 370: 327-328, 1994.

Valdés-Lépez, V.. M., and Herrem-IEshello. L: Isolation and characterization of a non-allelic
chaperonin {cpné0-p). partial CDNA clone from Arabidopsis thaliana. Vi Pan American
Assaciation of Biochemical Socieﬁés (PAABS) Congress, Ixtapa, México, 1992.

van Brussel, A. A. N., Bakhuizen, R., van Spronsen P. C., Spainik, H. P., Tak, 1., lugtenberg, B. J.
J., and Kijne, R. W.: Induction of pré-infecﬁon thread strucfurés in the leguminous host plant by
mitogenic lipo-oligosaccharides of Rhizobium. Science 257: 70-72, 1992.

van der Vies, 3. M., Galenby, A. |., and Georgopoulos, C.: Bacteriophage T4 encodes a co-
chaperonin that can substitute for Escherichia coli GroES in protein folding. Nature 368: 654-
656, 1994, o

Van Dyk, T. K., Gatenby, A. A., and 'Lukosu, R. A.: Demonstration by genetic suppression of the ~
interaction of GroE products with rr:nony proteins. Nature 342: 451-453, 1989.

142



406.

407.

408.

409.

410.

411,

412,

413.

414,

415.

416.

417.

418.

419.

420.

van Kammen, A.: Suggested nomenclature for plant genes involved in nodulation and
symbiosis. Plant Mol. Biol. Rep. 2: 43-45, 1984.

van Spronsen, P. C,, Bakhulzen, R., van Brussel, A. A. N., and Kilne, J. W.: Cell walt degradation
during infection thread formation by the root nodule bacterium Rhizobium leguminosarum is
a two step process. Eur. J. Cell Biol. 64: 88.94, 1994,

VanBogelen, ®. A., and Neidhardt, F. C.: Ribosomes as sensors oh heat ond\cold shock in
Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 87: 5589-5593. 1990.

Varma, M., Aebi, U., Fleming, J., and Leavilt., J.: A 60-kDa polypeptide in mammalian cells with
epitopes related to actin. Exp Cell Res 173: 163-173, 1987.

Vasse, J., de Billy, F., Camut, ., and Truchet, G.: Correlation between ultrastructural
differentiation of bacteroids and rjiirogen fixation in alfaifa nodules. J. Bacteriol. 172 4295-
4306, 1990. ; |

Vasse, J., de Billy, F., and Truchet, G.;: Abortion of infection during Rhizobium melilofi-alfalfa
symbiotic interaction is accompanied by a hypersensitive reaction. Plant J. 4: 555-566, 1993.
Velculescv, V. E., Zhang, L, Vogelsteln, B., and Kinzler, K. W.: Serial analysis of gene expression.
Sclence 270: 484-487, 1995.
Verma, D. P. 8.: Signals in réot nodulle organogenesis and endocytosis of Rhizobium. Plant Cell
4: 373-382, 1992. ‘

Verma, D. P., and Hong, Z.: Biogenesis of the peribactercid membrane in root noduies. Trends
Microbiol 4: 364-368, 1994.

Viale, A. M., and Arakaki, A. K.: The chaperone connection to the origins of the eukaryotic
organelies, FEBS Lett. 341: 144-151, 1:994.

Viddli, L., Pérez, H. E., Valdés-lépez, V., Noguez, R.. Zamudio, F., and Sdnchez, F.: Purification,

characterization, and cDNA cloning of profilin from Phaseolus vulgaris. Plant Physiol. 108: 115-
123, 1995. |

Vierling, E.: The roles of heat shock proteins in plants. Annu. Rev. Plant Mol. Biol. 42: 579-420,
1991.

Vittanen, P. V., Lorimer, G. H., Seetharam, R., Gupta, R. 5., Oppenhelm, J., Thomas, J. 0 and
Cowan N. J.. Mammalian mitochondrial chaperonin 40 functions as a single toroidal ring. J.
Biol. Chermn. 267: 695-498, 1992 a. | _

Viltanen, P. V., Gatenby, A. A., and Lorimer, G. H.: Purified chaperonin 60 (GroEL) interacts with
the non-native states of a mulfifudé of Escherichia coli proteins. Protein Sci. 1: 363.369, 1992 b.

Vitanen, P. V., Schmidt, M., Buchner, J., Svzuki, T., Vieding, E., Dickson, R., Lorimer, G. H.,
Gatenby, A., ‘and Soll, J.: FUncfioncI characterization of the higher plant chloroplast
chaperonins. J. Biol. Chem. 270: 18158-18144, 1995.

143



421.

422.
423.

424,

425,

426.

427.

428.

429.

430.

431.

432.

433.
434,

vijn, |, das Neves, L, van Kumrr;en, A., Franssen, H., and Bisseling, T.: Nod factors and
nodulation in plants. Science 260: 1I764-1 765, 19%93.

Vogel, G.: Parasites shed light on cellular evolution. Science 275: 1422, 1997.

von Heljne, G., Steppuhn, J., and Herrmann, R. G.: Domain structure of mitochondrial and
chloroplast targeting peptides. Eur. J. Biochem. 180: 535-545, 1989.

Wakabayashi, 5., Marsubara, H., arid Webster, D. A.: Primary sequence of a dimeric bacterial
hemoglobin from Vitreoscilla. Nature 322: 481-483, 1986.

Walter, §., toimer, G. H., and Schmlid, F. X.: A thermodynamic coupling mechanism for GroEL-
mediated unfolding. Proc. Natl. Acéod. Sci. USA 93: 9425-9430. 1996.

Wallington, E. J., and Llund, P. A.: Rhizobium leguminosarum contains multiple chaperonin
{cpn60) genes. Microbiology 140: 1113-122, 1994.

Wang, C-C, and Tsou, C-1.: The ins:ulin A and B chains contain sufficient structural information
to form the native molecule. Trendé Biochem. Sci. 14: 279-281, 1991.

Wang, T.-F., Chang, J., and WGng,:’C.: Identification of the peptide binding domain of hse70.
18-kilodalton fragment located immediately after ATPase domain is sufficient for high affinity
binding. J. Biol. Chem. 268: 26049-26051, 1993.

Welssman, C.: The prion connecfiQn: Now in yeast? Science 264: 528-530, 1994,

Weissman, J. $., Kashi, Y., Fenton, W. A., and Horwich, A. L.: GroEL-mediated protein folding
proceeds by multiple rounds of birding and release of nonnative forms. Cell 78: 93-702, 1994.
Weissman J. S., Rye, H. S., Fenton, W. A_, Beechem, J. M., and Horwich, A. L.: Characterization
of the active intermediate of a GroEL-GroES-mediated protein folding reoctfon. Cell 84: 481-
490, 1996. ' '

Welch, W. J.: The mammalian sTress response: Cell physiclogy and biochemistry of stress
proteins. In Stress Proteins in B_ioiogy and Medicine. R.|. Morimoto, A. Tissieres, & C.
Georgopoulos Eds. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York. pp. 223-278, 1950.

Welch, J.: How cells respond to stress, Sci. Amer. 248(5): 34-41, May, 1993,

Wickner, R. B.. (URE3} as an altered URE2 protein: Evidence for a prion analog in

- Saccharomyces cerevisioe. Science 264: 566-569, 1994.

435.

436.

437.

Wiech, H., Buchner, J., Zlmmermqnn, R., and Jakob, U.: Hsp?0 chaperones protein folding in
vifro. Nature 358: 169-170, 1992. | |

Willison, K., Lewis, V., Zuckermon,;K. S., Cordell, )., Dean, C., Miller, K., Lyon, M. F., and Marsh,
M.: The t complex polypeptide 1. (TCP-1) is associated with the cytoplasmic aspect of Golgi
membranes. Cell 57: 621-632, 1989. '

Woese, C. R, and Fox, G. E.: Phy,‘logeneﬂc structure of the prokaryotic domain: The primary
kingdoms. Proc. Natl. Acad. Sci. U;SA 74: 50B8-5090, 1977.

i
‘ 144



438.
439.

440,

441,

442,

443.

444,

445.

446,

447,

448.

449,

450.

451.

Woese, C. R.: Archaebacteria. Sci. Amer. 244(6): 94-106, 1981.

Woese, C. R., Kandler, O.,.and Wheéll, M. L.: Towards a natural system of organisms: Proposal
for the domains Archaeq, Bocferic: and Eucarya. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87: 4576-4579.
1990. | ‘

Wolynes, P. G., Onuchic, J. N., and Thirumalal, D.: Navigating the folding routes. Science 267:
1619-1620, 1995. j

Wu, H. B., Feist, G. L., and Hemmlng'sen. $. M.: A modified Escherichia coli chaperonin (GroEL)
polypeptide synthesized in tobacco and targeted to the chloroplasts. Plant Mol. Biol, 22; 1087-
1100, 1993.

Wolting, C., and Plickthun, A.: Protein folding in the periplasm of Escherichia cofi. Mol
Microbiol. 12: 685-692, 1994.

Yatie, M. B., Fam, G. W., Miklos, D., Horwich, A. L, Stemnlicht, M. L., and Stemlicht, H.: TCP1
complex is a molecular chaperoné in tubulin biogenesis. Nature 358: 245-248, 1992,

Ybamrq, J., and Horowitz, P, M.: Refolding .ond reassembly of active chaperonin GroEl after
denaturation. J Biol. Chem. 270: 22113-22115, 1995.

Zabaleta, E., Oropeza, A., Jiménez, B., Salemo, G., Crespi, M., and Hermera-Estrella, L.: lsoloﬁdn
and characterization of genes edcoding chaperonin 60f from Arabidopsis thaliona. Gene
111:175-181, 1992. .‘

Zabaleta, E., Assad, N., Oropeza, A., Salero, G., and Hemrera-Estrella, L.: Expression of one of
the members of the Ara'bidopsis chaperonin 608 gene family is developmentally regulated
and wound-repressible. Plant MoI.JBioI. 24:195-202, 1994-a.

Iabaletq, E., Oropezaq, A., Assad, N., Mandel, A., Salerno, G., and Hemrera-Estrella, L.: Antisense
expression of chaperonin 608 in ironsgenic tobacco plants leads to abnormal phenctypes
and altered distribution of photoassimilates. Plant J. é: 425-432, 1994 b.

Zahn, R., SpHzfaden, C., Otliger, M., Wiithrich, K., and Plickthun, A.: Destabilization of the
complefe protein secondary structure on binding to the chaperone GroEL. Nature 348: 261-
265, 1994. '

Zahn, R., Penrett, 5., $tenberg, G., and Fersht, A. R.: Catalysis of amide proton exchange by the
molecular chaperones GroEL and SecB. Science 271: 642-645, 1996.

Zal, F., Lalller, F. H., Wall, J. §., Wnogradov, S. N., and Toulmond A.: The multi-hemoglobin
system of the hydrothermal vent tube worm Riftia pachyptila. |. Reexamination of the number
and masses of its constituents. J. Biol. Chem. 271: 8869-8874, 1996.

Zardeneta, G., ond Horowitz, P. M.: Micelle-assisted prétein folding. J. Biol Chem. 247: 5811-
5816, 1992. :

145



452,

453.

454,
455,

456.

Zeilstra-Ryalls, J., Fayet, O., and Georgopoulos, C.: The universally conserved GroE {Hspé0)
chaperonins. Annu. Rev. Microbiol. 45: 301-325, 1991.

Zhang, L., Zhou, W., Veculescu, V. E., Kemn, 3. E., Hruban, R. H., Hamilton, §. R., Vogelstein, B.,
and Kinzler, K. W.: Gene expressilon profiles in normal and cancer cells. Science 2764: 1268-
1272, 1997.

Zhov, C., deg, Y., and Jong, A. Y.: Mini-prep in ten minutes. BioTechniques 8: 172-173, 1990.
Zhu, H., Ownby, D. W., Riggs, C. K. Nolasco N. J., James K. Stoops, and Riggs, A. F.: Assembly of
the gigantic hemoglobin of the earthworm Lumbricus ferrestris. Roles of subunit equilibria,
non-globin linker chains, and valence of the heme iron. J. Biol. Chem. 271: 30007-30021, 1996
Zimmeman, S. B., and Minton, A._il’.: Macromaolecular crowding: Biochemical, biophysical and

physiological consequences. Annu. Rev. Biophys Biomol. Struc. 22: 27-65, 1993,

146



