UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

ACTIVIDAD Y EXPRESION DE LA TIMIDINA CINASA
DE MAIZ DURANTE LA GERMINACION
DE MAIZ

T E S l S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS)

P R E S E N T A

LUIS JIRO SUZURI HERNANDEZ

Tutor: Dr. Francisco Javier Plasencia de la Parra

México, D.F. Septiembre 2006

o —



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Presidente:

Vocal:

Secretario(a):

Suplente:

Suplente:

JURADO ASIGNADO

Dr. Federico Sanchez Rodriguez
Dr. Marco A. Villanueva Méndez
Dra. Sobeida Sanchez Nieto

Dra. Martha Patricia Coello Coutifio

Dra. Adela Rodriguez Romero

Sitio donde se desarrolld el tema:

Laboratorio 101, Departamento de Bioquimica

Facultad de Quimica, UNAM

Asesor del Tema:

Dr. F. Javier Plasencia de la Parra

Sustentante:

Q.F.B. Luis Jiro Suzuri Hernandez

Comité Tutoral:



Dr. Federico Sanchez Rodriguez

Dr. Diego Gonzélez Halphen



Reconocimientos

RECONOCIMIENTOS

Luis Jiro Suzuri Hernandez recibio becas de CONACYT (No. 167248), de DGEP, y del proyecto
DGAPA-PAPIIT IN225405, durante sus estudios de Maestria.

El trabajo de tesis fue financiado por el proyecto DGAPA-PAPIIT IN225405 (Caracterizacion

bioguimica y funcional de la timidina cinasa de plantas).

Se agradece al M.V.Z. Atonatiu Gémez Martinez del Bioterio de la Facultad de Quimica por su

ayuda en la inmunizaciéon y mantenimiento de los conejos para la obtencion de los anticuerpos.

Se agradece la asistencia de la M.C. Manuela Najera Martinez en la implementacion de las
técnicas de Biologia Molecular y de la Q.F.B. Consuelo Enriquez Arredondo en la

implementacioén de las técnicas radiométricas.

Se agradece el apoyo técnico de la Q. Laurel Fabila Ibarra



. indice de contenido

[I. Resumen

[1l. Introduccion

Estructura de la semilla

Germinacion

Biosintesis de nucledtidos trifosfato en plantas

Timidina cinasa 1 o citosélica

IV. Antecedentes experimentales

V. Hipotesis

VI. Objetivo general

VII. Objetivos particulares

VIII. Materiales y métodos

Material biologico y tratamiento

Andlisis de la sintesis de ADN durante la germinacion

Determinacion de la actividad enzimética de la timidina cinasa

Obtencion y caracterizacion de los anticuerpos anti-TK1

Deteccion de la proteina TK1 por inmunoblot

Sobreexpresion del ADNc parcial de la TK1 de maiz en Escherichia coli

Técnicas generales de proteinas

Técnicas generales de acidos nucleicos

IX. Resultados experimentales

Busqueda y aislamiento de una clona de la TK1 de maiz en un banco de ADNc
Analisis del ADNc completo de la TK1 de maiz obtenido de un banco de secuencias esty
su comparacion con el ADNc de la clona delta42

Busqueda del ADNc de la TK1 de Arabidopsis thaliana y comparacion con la TK1 de maiz
Sintesis de ADN en ejes embrionarios y embriones durante la germinacién medida por
incorporacion de [3H]-timidina

Efecto de la hidroxiurea en la incorporacién de [3H]-timidina en embriones de maiz
Incorporacion de [3H]-timidina al ADN durante la germinacién en presencia de HU
Actividad de timidina cinasa durante la germinacion

Obtencidn de anticuerpos anti-TK1 de maizDeterminacion de los niveles de la TK1 de
maiz durante la germinacion de embriones

X. Discusién

Andlisis de la secuencia de nucleétidos de la TK1 de maiz

Analisis de la secuencia de amino&cidos de la TK1 de maiz

Incorporacion de [3H]-timidina al ADN durante la germinacion de embriones de maiz
Actividad de la TK1 durante la germinacion de embriones de maiz

Perfil de los niveles de proteina de la TK1 durante la germinacion de embriones de maiz
Efecto de la HU en la incorporacién de [3H]-timidina y en la actividad de la TK1 durante la
imbibicién de embriones de maiz

Conclusiones y perspectivas

Referencias bibliograficas

Apéndice a

Apéndice b

Palabras clave: germinacién, maiz, timidina cinasa, metabolismo de nucledétidos, sintesis
de ADN, timidina, plantas, bioquimica.



Resumen

RESUMEN

La timidina cinasa 1 (TK1) fosforila al nucleésido timidina en una reaccion dependiente de ATP
y participa en la ruta de salvamento de nucle6tidos de pirimidina. La TK1 est4 conservada en la
mayoria de los organismos, desde virus hasta procariontes y eucariontes, y se ha demostrado
gue en células de mamifero los niveles de transcrito, proteina y actividad enzimatica aumentan
en la transicibn G./S del ciclo celular. A pesar de que existe conservacion en las rutas
biosintéticas y de salvamento de nucledtidos entre eucariontes, las caracteristicas y funcion de
la timidina cinasa de plantas no se han estudiado.

En este trabajo se hizo un estudio molecular y bioquimico de la timidina cinasa de maiz
a partir de la secuencia de una clona de ADNc parcial que se habia aislado previamente. Se
ensamblo6 una secuencia, probablemente completa, de ADNc a partir de clonas EST (Expressed
Sequence Tags) de maiz que predijo un marco de lectura de 279 aminoacidos que posee los
sitios canénicos de unién a ATP, Mg* y timidina. Ademas, se identificé una posible secuencia
de transito al cloroplasto en el extremo amino terminal de la proteina, que localizaria a la
timidina cinasa en los plastidios y cloroplastos.

Se establecieron las condiciones para determinar la actividad enzimatica y ésta se
estudid en extractos proteicos de ejes embrionarios de maiz durante la germinacion. La
actividad de fosforilacién de timidina dependiente de ATP se asocio directamente a la sintesis
de ADN nuclear medida por la incorporacion de [*H]-timidina. También se prepararon y
caracterizaron anticuerpos dirigidos contra la proteina que detectaron una banda
inmunorreactiva de 37 kDa cuyos niveles se mantuvieron sin cambio. Nuestros resultados
sugieren que la actividad enzimatica est4 regulada por un mecanismo post-traduccional,
probablemente similar a la TK1 de mamiferos, que sufre una transicion de homodimero a
homotetramero dependiente de ATP y que se asocia a una afinidad mas alta por la timidina en
el estado tetramérico.

La aplicacion de hidroxiurea (HU) 200 mM, un inhibidor de la via de sintesis de novo de
nucledtidos, a los embriones embebidos abatié la incorporacién de [*H]-Thd y la actividad de
timidina cinasa. El principal efecto de la HU es la detencion de la apertura de las horquillas de
replicacion tempranas en respuesta a la falta de aporte de nucleétidos, interrupcion que no fue
compensada por la actividad de la timidina cinasa. Bajo estas condiciones, los niveles de TK1
tampoco variaron, lo que apoya la existencia de un mecanismo post-traduccional de regulacién

de la actividad enzimatica.



Introduccion

INTRODUCCION

1. Estructura de la semilla

La semilla es la estructura vegetal donde ocurre el desarrollo parcial del embriéon (Flores, 1999)
y deriva de la doble fertilizacién del évulo dentro del saco embrionario por nucleos masculinos
provenientes del grano de polen (Street & Opik, 1986). La semilla madura de las angiospermas
consta del embrién, el endospermo, el perispermo y la cubierta seminal o testa (Figura 1;
Bewley & Black, 1994).

Los embriones de las diferentes especies vegetales son variables en tamafio y
apariencia, pero generalmente estan formados por el eje embrionario y uno o mas cotiledones
(Meyer et al., 1973). En el eje se distinguen tres estructuras: la radicula, el hipocotilo (estructura
a la cual se unen los cotiledones) y la plumula con las primeras hojas verdaderas. El eje es la
estructura que dara origen a la plantula después de la germinacion. En las gramineas, el
cotiledén es muy pequefo, se le conoce como escutelo y forma una estructura larga y
vascularizada que rodea al eje embrionario. Por su parte, el extremo basal del cotiledon forma
el coledptilo que cubre a la plumula. En el maiz el hipocotilo da origen al mesocotilo, tejido entre
la base del coledptilo y el punto de origen del escutelo (Bewley & Black, 1994; Flores, 1999).

En la mayoria de las especies vegetales, el perispermo no logra desarrollarse y se
absorbe durante la maduracion del embrion. El endospermo (tejido resultante de la fusion entre
una célula espermatica y los nucleos polares de la célula central del saco embrionario) esta
formado por células atrofiadas debido al almacenamiento masivo de nutrientes y en las
gramineas constituye el principal tejido de almacenamiento. En su parte exterior se encuentra
localizada la capa de aleurona, formada por células que participan en la movilizacion de las
reservas durante la germinacion (Bewley & Black, 1994; Flores, 1999).

La testa tiene la funcion de proteger al embrion del medio ambiente, y se encuentra
compuesta por una cuticula interna y una externa, impregnadas de ceras y grasas. La testa
participa en la entrada de agua a la semilla y en el intercambio de gases —O, y CO,— durante la

germinacion (Bewley & Black, 1994; Flores, 1999).
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Figura 1. Estructura de la semilla de maiz (tomado de Neuffer et al., 1997; Foster & Gifford, 1959). A, By
C, estructuras principales durante la germinacién de una semilla de maiz y su desarrollo a plantula.

2. Germinacion

La germinacion es un proceso que comienza con la penetracion de agua a la semilla, involucra
cambios estructurales a nivel subcelular asi como la activacion del metabolismo (respiracion
celular, sintesis de macromoléculas y actividad enzimatica) y culmina con la protrusién del eje
embrionario (Bewley & Black, 1994; Street & Opik, 1986; Milthorpe & Moorby, 1974),
transformando al embrion heterotrofico en un organismo autotrofico (Georgieva et al., 1994).
Durante este proceso en maiz, la radicula se elonga y atraviesa la testa, para formar la
raiz primaria. El escutelo permanece dentro de la semilla mediando el transporte de nutrientes
entre el endospermo y el eje en desarrollo. Después de la protrusion de la radicula, la plumula 'y
el coledptilo atraviesan la testa impulsados por la elongacién de los tejidos adyacentes a la
plumula; una vez que el coledptilo sale a la superficie, comienza el crecimiento de la primera

hoja verdadera (Meyer et al., 1973).
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a. Imbibicion de la semilla
La entrada de agua a la semilla ocurre de manera trifasica (Figura 2). En la primera fase de la
imbibicion, la velocidad de toma de agua exhibe un comportamiento logaritmico y marca el
reinicio del metabolismo del embrion. Durante la fase Il comienzan los procesos bioquimicos
que conducen a la penetracion del endospermo por la radicula, y culmina en el instante en que
se detectan los primeros signos de la emergencia de ésta; a diferencia de la fase I, esta etapa
presenta un comportamiento estacionario debido a una disminucion en la velocidad de entrada
de liquido. La transicion entre las fases Il y Il marca el fin de la germinacién y se observa un
aumento logaritmico en la velocidad de introduccion de agua a la semilla debido a los cambios
que sufren las células de la radicula al expandirse. La duracion de cada fase depende de las
propiedades de la semilla (permeabilidad de la testa, tamafio de la semilla y consumo de
oxigeno, entre otras), y de las condiciones de hidratacion (temperatura, humedad y composicién
del medio; Bewley & Black, 1994).

Il
Fase 1" Fase 2

Toma de agua
(incremento de peso humedo)

Tiempo

Figura 2. Patron de absorcion de agua durante la germinacion. La flecha indica el momento de la
protrusion de la radicula (Bewley & Black, 1994).

b. Elongacion radicular
La penetracion de la capa de endospermo por parte de la radicula se produce por la expansion
de las paredes celulares al hidratarse, y no a procesos de division celular. Al término de la
extensién radicular por efecto de la hidratacion sucede la mitosis y el consecuente incremento
en el numero de células en la zona apical de la radicula. Se han propuesto tres causas del
crecimiento radicular: (a) la acumulacion intracelular de solutos que, por 6smosis, conduce a un
incremento en la presién de turgencia responsable de la expansion de las paredes celulares; (b)

la relajacion de las paredes de la radicula, facilitando la expansién de ésta, o (c) el
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debilitamiento de los tejidos que rodean el extremo radicular. Este debilitamiento puede deberse
al aumento, mediado por giberelinas, en la actividad de enzimas hidroliticas de galacto-(gluco)-
mananas que conforman parte importante de la pared celular del endospermo (Bewley & Black,
1994; Karssen, 1995).

c. Sintesis de ARN y ribonucleosidos trifosfato durante la germinacion
La sintesis de novo del ARNm comienza en un periodo de 30 a 90 minutos después de la
entrada de agua, y suple al ARNm —previamente almacenado— consumido por la sintesis
acelerada de proteinas durante los primeros minutos de la germinacién. Estudios previos han
determinado que muchos ARN mensajeros almacenados durante la maduracion de la semilla
son diferentes a los sintetizados de novo durante la germinacion (Bewley & Black, 1994; Street
& Opik, 1986; Castroviejo et al., 1979; Sanchez-Martinez et al., 1986).

En lo que respecta al ARNr y al ARNt, su sintesis se ha detectado en tiempos tan
tempranos como los registrados para el ARNm. Inmediatamente después de su sintesis, el
ARNTr se incorpora a los ribosomas (Bewley & Black, 1994).

La sintesis de novo de las proteinas ribosomales (Ribosomal Proteins o RPs) y su
incorporacién a los ribosomas se ha detectado a partir de las 6 horas de imbibicién de ejes
embrionarios de maiz. La sintesis de estas proteinas también ocurrié bajo inhibicion de la
transcripcion, lo que sugirid que existen transcritos de RPs almacenados en el eje embrionario
(Beltran-Pena et al., 1995). Los transcritos de las proteinas acidicas ribosomales P1 y P2
(Acidic Ribosomal Proteins o ARPs), fosfoproteinas que participan en la traduccion
interactuando con los factores de elongacién eEF-2, se encuentran almacenados en los ejes
embrionarios de maiz, y la sintesis de dichas proteinas inicia en etapas tempranas de la
germinacion (Montoya-Garcia et al., 2002).

A pesar de que se ha observado un aumento en la actividad de ARN polimerasas
durante la germinacién, los estudios en embriones de trigo, centeno y soya parecen indicar que
los embriones poseen una cantidad suficiente de ARN polimerasas para mantener la
transcripcién durante todo el tiempo que dure la germinacion, y no se requiere de un aumento
en la sintesis de novo de éstas para mantener la transcripcion (Bewley & Black, 1994).

Los precursores del ARN (adenosina trifosfato, ATP, citidina trifosfato, CTP, guanosina
trifosfato, GTP y uridina trifosfato, UTP) se encuentran en niveles muy bajos en el embrion de
trigo, pero éstos se incrementan rapidamente al comenzar la germinacion, aunque la sintesis de
los ribonucleésidos trifosfato UTP y CTP es mas lenta y su aumento se registra a las 3 y 5.5

horas respectivamente (Bewley & Black, 1994).
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d. Sintesis de proteinas durante la germinacién

A partir de semillas secas ha sido posible aislar ribosomas, acido ribonucleico mensajero
(ARNm), ARN de transferencia (ARNt), factores de inicio y elongacién, aminoacidos, aminoacil
ARNLt sintetasas y ARN polimerasas I, Il y Ill en cantidades suficientes y en estados apropiados
para efectuar la sintesis de proteinas. De esta manera la sintesis de proteinas comienza de
manera casi simultanea a la imbibicién de la semilla. En embriones de trigo, se ha reportado la
activacion de la maquinaria de sintesis de proteinas a los 30 minutos de iniciada la imbibicién
(Castroviejo et al., 1979). Ciertos ARNm se conservan integros en el embrién con el propésito
de promover la sintesis de proteinas de manera inmediata. A pesar de la existencia de
ribosomas intactos en semillas secas, los polirribosomas se encuentran ausentes y su niumero
se incrementa (acompafnado de la consecuente disminucion del numero de ribosomas libres) en
cuanto la célula se hidrata (Bewley & Black, 1994; Street & Opik, 1986).

El ARNm presente en la semilla seca puede clasificarse en dos categorias: ARNm
residual que no se utiliza para la sintesis de proteinas durante la germinacién y que se degrada
en cuanto comienza la imbibicion, y el ARNm almacenado y conservado en éptimas condiciones
y que por ende puede ser traducido en cuanto comience la germinacion; este tipo de ARNm
puede clasificarse en transcritos que codifican para enzimas del metabolismo intermediario y
transcritos que codifican para proteinas esenciales para la germinacion. Para la conservacion
de los transcritos en 6ptimo estado, se almacenan en su forma poliadenilada dentro del nucleo
durante la maduracion de la semilla o se acumulan en ribonucleoproteinas mensajeras en
donde el ARNm se asocia fuertemente a proteinas que lo protegen de la degradacion (Bewley &
Black, 1994). A pesar de la independencia de la sintesis de proteinas con respecto a la sintesis
de ARNm durante los primeros minutos de la germinacién, la conclusion exitosa de la

germinacion si depende de la sintesis de nuevos transcritos (Bewley & Black, 1994).

e. Sintesis de ADN y su regulacion en el ciclo celular durante la germinacién
Durante la maduracién de la semilla, la mayor parte de las células embrionarias sufren un
bloqueo en la fase G4 del ciclo celular (denominada fase Gyp), fendmeno que también se ha
reportado en células de mamifero previo al inicio de la diferenciacién y que mantiene viables a
las células por largos periodos de tiempo (Georgieva et al., 1994). Este estadio no varia con la
entrada de agua pues el crecimiento de la radicula se debe, en las primeras horas de la
germinacion, a la elongacién de las células radiculares, mientras que durante o después de la

protrusion se debe a la divisiéon celular (Bewley & Black, 1994; Vazquez-Ramos & Sanchez,
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2003). La poblacién celular en el embrién es muy heterogénea pues hay células cuyo contenido
de ADN ya se ha duplicado (estado 4C o fase G, del ciclo celular), mientras que otras aun no
(estado 2C o fase G, del ciclo celular). Las células que componen el meristemo radicular son
las primeras en iniciar el ciclo celular (Baiza et al., 1989; Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).
Aunque la divisidn celular no es indispensable para la germinacién (definida hasta el momento
de la protrusién), si lo es para el establecimiento y desarrollo de la plantula (Vazquez-Ramos &
Sanchez, 2003).

En las primeras horas de la germinacién del maiz, la mayoria de las células del embridn
(~75%) se encuentran en la fase G4, y no es sino hasta las 12 a 15 horas de iniciada la
germinacion que comienza la replicacion del ADN cromosdémico (Coello et al.,, 1992). Las
primeras 4 horas de la germinacion se caracterizan por un notable incremento en el numero de
células en G4 y una disminucién equivalente en la proporcién de células en la fase S, por lo que
se cree que este intervalo de tiempo constituye un periodo de sincronizacion en G;.

Durante la germinacién de maiz, la sintesis de ADN, medida por incorporacion de
timidina, ocurre en dos etapas. La primera se observa 3 a 6 horas después de iniciada la
entrada de agua, y tiene el propdsito de reparar dafos en el ADN cromosomal durante la
maduracién, secado, almacenamiento y rehidratacion de la semilla. Esta incorporacion de
timidina también corresponde a la sintesis de ADN mitocondrial (Bewley & Black, 1994;
Georgieva et al., 1994; Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003). En semillas de lechuga (Lactuca
sativa), cebada (Hordeum spp.), centeno (Secale cereale) y maiz (Zea mays) se ha demostrado
que la reparacién del ADN es vital durante las primeras horas de la germinacion (Baiza et al.,
1989; Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003). En semillas envejecidas se acumulan mas
alteraciones en el ADN que prolongan el periodo de reparacion y por ende retrasan el curso
normal de la germinacién (Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003). La segunda etapa -y la de
mayor magnitud— corresponde a la duplicacién del ADN cromosoémico. En la germinacion del
maiz, las poblaciones celulares empiezan la fase S de manera discreta y no gradual, lo que
sugiere un cierto grado de sincronizacion (Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

Esta sincronizacion parcial se ha podido correlacionar con los niveles de algunas
proteinas reguladoras del ciclo celular, como la ciclina D2 cuyos niveles se incrementan durante
las primeras 6 horas para luego disminuir drasticamente a niveles muy bajos a las 24 horas.
Este patrén concuerda con el papel de la CycD como mediadora de la transicion G4/S, que
ocurre entre las 12 y las 15 horas de imbibicion. También se demostré que el inmunoprecipitado
obtenido con anticuerpos anti-CycD posee una actividad de cinasa que desaparece después de

las 15 horas, de manera paralela a los niveles de CycD (Gutiérrez et al., 2005). Un posible
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sustrato de este complejo ciclina-cinasa es la proteina de retinoblastoma, pues es fosforilada
por un complejo CycD/ Cdk-A/ PCNA, cuya actividad disminuye conforme bajan los niveles de la
CycD. Este complejo parece analogo al complejo CycD/ Cdk4(6)/ PCNA de mamiferos y muy
probablemente regula el inicio del ciclo celular (Sanchez et al., 2002).

Los niveles del factor transcripcional E2F no varian durante las primeras 24 horas de
germinacion, aunque este resultado pudiera deberse a la deteccidn de distintos miembros de la
familia de proteinas con un anticuerpo heterélogo, lo que complica el analisis pues hay
miembros E2F tanto inductores como represores de la transcripcion (Vazquez-Ramos &
Sanchez, 2003). Otro marcador del avance del ciclo celular son las histonas H1, H2A, H2B, H3
y H4, y en maiz, estas proteinas no se encuentran en semilla seca pero su acumulacion inicia
entre las 12 y las 24 horas, al mismo tiempo que inicia la duplicacion del ADN (Bewley & Black,
1994; Georgieva et al., 1994; Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

Varias proteinas relacionadas con la sintesis del ADN aumentan sus niveles de manera
paralela a la incorporacién de timidina observada. En la germinacién de trigo, la replicacion del
ADN empieza a las 7-8 horas de imbibicion, alcanzando su maximo a las 12-13 horas. De
manera paralela, la actividad de la ADN polimerasa A (con una actividad semejante a la ADN
polimerasa o de mamiferos), de la ADN polimerasa B (semejante a la 5 de mamiferos), y de
una primasa, alcanzan su maximo a las 12 horas (Benedetto et al., 1996). En maiz, la
replicacion del ADN inicia a las 12 horas de imbibicion con un maximo a las 24 horas. La
actividad de la ADN pol 1 (tipo &) se mantiene constante en este periodo, pero la actividad de la
ADN pol 2 (tipo a) se incrementa paulatinamente hasta las 24 horas, sin un aumento
correspondiente de los niveles de la proteina. Ambas polimerasas estan presentes en semillas
secas (Coello & Vazquez-Ramos, 1995). Los niveles de PCNA, factor indispensable para la
procesividad de las ADN polimerasas, se incrementan gradualmente hasta alcanzar un maximo
a las 24 horas (Herrera et al., 2000).

Como ya se menciond, la division celular ocurre generalmente después de la protrusién
radicular. La regulacién de la transicion G,/M depende del complejo CycB/ Cdk-A. En los
meristemos del mesocotilo de maiz, la presencia de [°H]-timidina en cromosomas mitéticos se
detectd después de las 28 horas de imbibicidon. En el caso de los meristemos seminales y
radiculares, la actividad mitética aparecio a las 32 y 36 horas respectivamente. Sin embargo, en
los tres tejidos la actividad mitdtica maxima se registré a las 36 horas, cuando mas del 80% de
las semillas ya habian protruido. Este resultado demuestra que la divisién celular ocurre

después de terminada la germinacién (Baiza et al. 1989). En general, la mayoria de las células
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empiezan y concluyen un ciclo celular durante las primeras 72 horas de germinacion (Bewley &
Black, 1994; Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

3. Biosintesis de nucleétidos trifosfato en plantas

La disponibilidad de nucleétidos para la sintesis de acidos nucleicos (ADN y ARN) es
indispensable para la supervivencia celular. La horquilla de replicacién es incapaz de regular
por si misma el aporte de los componentes del ADN, y la duplicacion de esta molécula es
sensible tanto a la escasez como al exceso de desoxinucledtidos. ElI metabolismo de
nucleoétidos se compone de dos rutas alternativas cuyo fin comun es la incorporacion al ADN o
ARN. La via biosintética de novo produce nucleétidos a partir de compuestos sencillos. Este
proceso consume cantidades considerables de energia en forma de ATP, por lo que la segunda
via —llamada de salvamento— se encarga de reciclar los nucleétidos que por diversos motivos

llegan a convertirse en nucledsidos o en bases nitrogenadas libres.

a. Viade novo de sintesis de nucleétidos
Mediante estudios con marcadores radiactivos e inhibidores especificos de la sintesis de
nucleoétidos, asi como la purificacion y caracterizacion cinética de enzimas, se ha determinado
que las vias biosintéticas de nucleétidos propias de animales y microorganismos se conservan
en plantas (Moffatt & Ashihara, 2002).

La sintesis de novo de nucledtidos parte de moléculas precursoras sencillas. En el caso
de nucledtidos de pirimidina, inicia a partir de CO,, aspartato y el grupo amida de la glutamina.
Mediante seis reacciones consecutivas, que componen la ruta del acido orético, se forma el
orotato de pirimidina (el primer compuesto que posee un anillo pirimidinico completo), que
sucesivamente se une al 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) para constituir una molécula
compuesta por una base nitrogenada y una ribopentosa. Este compuesto sufre modificaciones
posteriores hasta formar la uridina monofosfato (UMP). En reacciones sucesivas, el UMP se
fosforila hasta generar UTP, que sufre una transaminacion para formar la citidina trifosfato
(CTP; Reichard, 1988; Sugiura & Takeda, 2000; Moffatt & Ashihara, 2002; Katahira & Ashihara,
2002; Stasolla et al., 2003). En plantas superiores, muchos detalles de esta via biosintética se
desconocen, pero en algunas especies vegetales como Triticum aestivum, Lycopersicon
esculentum y Arabidospis thaliana, entre otras, se han encontrado, purificado y estudiado
algunas de las enzimas que participan en la sintesis de novo de nucledtidos de pirimidina
(Stasolla et al., 2003).
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La sintesis de novo de nucleétidos de purina comienza con la unién secuencial al PRPP
de glicina, CO,, los grupos amida del aspartato y de la glutamina. Esta serie de reacciones
genera la inosina 5’-monofosfato (primer compuesto con un anillo purinico completo, IMP) que a
su vez deriva en los ribonucleétidos adenosina monofosfato (AMP) y guanosina monofosfato
(GMP; Sugiura & Takeda, 2000; Katahira & Ashihara, 2002; Moffatt & Ashihara, 2002; Stasolla
et al., 2003). En especies vegetales como T. aestivum, Z. mays y A. thaliana se han identificado
y estudiado las propiedades de muchas de las enzimas participantes en la via de sintesis de
novo de purinas (Moffett & Ashihara, 2002; Stasolla et al., 2003).

Una enzima clave en la biosintesis de novo de nucleétidos de purina y pirimidina es la
ribonucledtido reductasa (RNR) que reduce el hidroxilo en el carbono 2’ de la ribosa de los
ribonucledtidos difosfato (NDP) para formar los desoxirribonucleétidos correspondientes (Figura
3; Reichard, 1988; Sugiura & Takeda, 2000; Moffatt & Ashihara, 2002; Stasolla et al., 2003). Los
niveles y actividad de la ribonucleétido reductasa estan estrictamente regulados durante el ciclo
celular, pues alcanzan un maximo durante la fase S y disminuyen considerablemente en células
en Gy. Este patrén de regulacion de la actividad también se ha observado para otras enzimas

relacionadas con la sintesis de nucleétidos (Reichard, 1988; Bianchi et al., 1997).

H,O  PPi
dCTP dUTP U > dUuMP
ADP « 4 ADP <A |, — MTHF
NDC NDC TS
ATP — | ATP — | ¢\> Dihidrofolato
dCDP dUDP
\ / dTMP
RNR RNR |/ ATP
P NMC o dTMP cinasa
/NDP\ ¢\> ADP
RNR RNR dTDP
» R | —ATP
ADP dG|DP ADP <d\AIDP "
«—
N S l\u ADP
ATP — * ATP /¢ dTTP
dGTP dATP

Figura 3. Sintesis de novo de desoxirribonucleétidos a partir de la reduccién de nucleétidos. NDP,
nucledtido difosfato. RNR, ribonucleétido reductasa. NDC, nucledsido difosfato cinasa. TS, timidilato
sintasa. MTHF, N®, N'°-metilentetrahidrofolato. NMC, nucledsido monofosfato cinasa (tomado de Stasolla,
et al., 2003).



Introduccion

En plantas, parece que una sola RNR se encarga de la reduccion de todos los
ribonucledtidos, que posteriormente se fosforilan hasta dUTP, dCTP, dATP y dGTP. Para
convertir la dUTP al nucledtido de timina, primero se desfosforila a dUMP y en seguida se metila
(Sugiura & Takeda, 2000; Moffatt & Ashihara, 2002; Stasolla et al., 2003). En mamiferos y en
plantas la enzima timidilato sintasa cataliza la transferencia de un grupo metilo del N°, N'"-
meteniltetrahidrofolato (MTHF) al carbono 5 del dUMP para formar dTMP (Figura 3). Esta
reaccion es la unica fuente conocida de dTMP intracelular de novo. La timidilato sintasa se
encarga de mantener baja la concentracion de los nucleétidos de desoxiuridina para evitar su
incorporacion erronea al ADN (Sugiura & Takeda, 2000; Reichard, 1988). La fosforilacion del
dTMP a dTTP se lleva a cabo en reacciones sucesivas catalizadas por una nucledsido
monofosfato cinasa (o la timidilato cinasa) y una nucleésido difosfato cinasa (Sugiura & Takeda,
2000; Moffatt & Ashihara, 2002; Stasolla et al., 2003).

En plantas, todas las enzimas que participan en la sintesis de novo de nucledtidos de
pirimidina se localizan en los plastidios, donde se lleva a cabo este proceso, mientras que la
sintesis de nucledétidos de purina ocurre en el citosol (Sugiura & Takeda, 2000). Por ejemplo, las
dos subunidades de la enzima carbamoilfosfato sintetasa de Arabidopsis (que cataliza la
primera reaccién de la via de novo de nucleétidos de pirimidina) poseen secuencias de transito
al cloroplasto, y la actividad enzimatica se ubica en este organelo. Los ADNc de dos isoformas
de chicharo de la aspartato transcarbamilasa (que cataliza la segunda reaccion de la via)

poseen también secuencias de transito al cloroplasto (Stasolla et al., 2003).

b. Via de salvamento de nucleétidos

Ademas de la sintesis de novo de nucledtidos, en todos los organismos existen rutas de
salvamento que reutilizan los nucledsidos y bases libres, producto de la degradacién del ADN,
el ARN vy los nucleétidos (Sugiura & Takeda, 2000; Castroviejo et al., 1979). Este reciclaje
permite mantener el aporte de nucledtidos con un requerimiento energético menor que la
biosintesis de novo (Moffatt & Ashihara, 2002). Hasta el momento se carece de suficiente
informacién para establecer la ruta completa de salvamento de nucledtidos en plantas, pero
muchas de las enzimas caracteristicas ya se han encontrado y caracterizado (Castroviejo et al.,
1979; Sugiura & Takeda, 2000; Moffatt & Ashihara, 2002; Stasolla et al., 2003). Esto sugiere
que las dos rutas de salvamento de nucledtidos caracterizadas en mamiferos se conservan en
plantas superiores. Estas rutas son:

(A) Reacciones de un paso catalizadas por la enzima fosforribosil transferasa. En este

tipo de reacciones, la base libre se une al PRPP generando directamente un nucledtido
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monofosfato (Reichard, 1988; Sugiura & Takeda, 2000; Moffatt & Ashihara, 2002; Stasolla et al.,
2003):

Base libre + PRPP %5 Ribonucledsido monofosfato + PP,

En el genoma de Arabidopsis se han identificado cinco secuencias que codifican la
adeninafosforribosil transferasa, la primera de las cuales se activa en etapas de crecimiento y
desarrollo intenso (Stasolla et al., 2003).

(B) Reacciones de dos pasos catalizadas primero por la enzima nucleésido fosforilasa
seguida de una nucledsido cinasa o una nucleésido fosfotransferasa (para la Thd, ver Figura 4):

(B.1) Nucleodsido fosforilasa. Cataliza reversiblemente la fosfordlisis de ribo vy

desoxirribonucledsidos para generar la base libre y la 2’-desoxirribosa-1-fosfato. En
plantas, la actividad de este tipo de enzimas en el salvamento de adenosina e
inosina-guanina es muy baja, por lo que se cree que el salvamento de nucleétidos
por esta via desempefa un papel marginal (Sugiura & Takeda, 2000; Stasolla et
al., 2003).

Base libre + (desoxi)Ribosa 1-P %; (desoxi)Nucleésido + P;

(B.2) Nucleésido cinasa o fosfotransferasa. En esta reaccion el nucledsido es fosforilado
por una cinasa que emplea ATP como donador de fosfato o bien por una
fosfotransferasa inespecifica que puede incorporar el fosfato de un nucleétido
monofosfato, como el AMP (Sugiura & Takeda, 2000; Stasolla et al., 2003).

cinasa

(desoxi)Nucledsido + ATP ? (desoxi)Nucledsido monofosfato + ADP

fosfotransferasa
(desoxi)Nucledsido + NMP ‘ > (desoxi)Nucledsido monofosfato + Nucleosido
Entre las nucledsido cinasas de plantas, la adenosina cinasa es la mejor caracterizada. En
Arabidopsis los transcritos de las dos isoformas de la adenosina cinasa se encuentran en todos
los 6rganos y en general tiene una actividad enzimatica muy elevada (Stasolla et al., 2003;
Moffatt & Ashihara, 2002). Por su parte, la inosina-guanosina cinasa solamente se ha

encontrado en unas cuantas especies de plantas, y en algunas de éstas el salvamento de estos
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nucledsidos es llevado a cabo por una fosfotransferasa inespecifica. La uridina/ citidina cinasa
se ha encontrado en todas las plantas en las que se la ha buscado y se encarga del salvamento
de UMP y CMP. Tanto la desoxicitidina cinasa como la timidina cinasa existen en plantas,
aunque se desconocen sus propiedades (Stasolla et al., 2003).

Ademas de contribuir a la reutilizacién de nucleétidos, la via de salvamento participa en
la regulacion de los niveles de nucledtidos y por ende de la sintesis de ADN y ARN (Reichard,
1988; Castroviejo et al., 1979). Durante las distintas fases del ciclo celular hay variaciones en
las pozas de nucleétidos, pues se incrementan durante las fases S y G,, y disminuyen en las
fases Gy y G4 (Reichard, 1988; Spyrou & Reichard, 1988).

La conversion de nucledtidos a nucledsidos y viceversa, catalizados por cinasas y
fosfatasas, regulan el tamafo de estas pozas. El aporte de timidilato (TMP) debido a la timidina
cinasa 1 (TK1) se mantiene bajo control gracias a la accion de la enzima timidilato 5'-

nucleotidasa (dTMPasa), que cataliza la desfosforilacién del TMP a timidina (He & Skog, 2002).

0
Hs NH Nucleésido
| /g fosforilasa
0 NH o) o
Timina Hs
NH NH
ﬁ l N/g l N/g
HO—P— o)
o H o e)
H ATP
Timidina
H cinasa H
ADP N
2-desoxi-uridina-5'-fosfato Timidina
o AMP
Hg Nucleosido
NH fosfotransferasa
ﬁ | N/K Adenosina
HO—P— @)
> o)
Timidilato H
. Timidina-5’-fosfato
sintasa

H

Figura 4. Metabolismo de novo y de salvamento de TMP (adaptado de Dobrovolsky et al., 2003). La
actividad de la timidina cinasa y de la timidilato sintasa (TS) se incrementa en la fase S, con el
consecuente aumento de la concentracion de timidina-5’-fosfato. La TS se encarga de catalizar la
transformacion de desoxiuridina monofosfato (2-desoxi-uridina-5'-fosfato, dUMP) a timidina monofosfato
(timidina-5’-fosfato; TMP), a través de la transferencia dependiente de folato de un grupo metilo al C5 del
anillo pirimidinico. Esta enzima es la responsable de la sintesis de nucledtidos de timidina por la via de
novo. La via de salvamento parte de la fosforribosilacion de la timina. La TMP se fosforila dos veces mas
antes de incorporarse al ADN.
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c. Sintesis de nucledtidos en la germinacion de semillas

Durante la germinacién de semillas la disponibilidad de nucleétidos es fundamental, ya que
participan tanto en el metabolismo bioenergético y biosintético del embrién como en la sintesis
de acidos nucleicos. Este hecho supone una estricta coordinacion entre las vias de sintesis de
novo y de salvamento para fijar las concentraciones de las pozas de ribo vy
desoxirribonucledtidos durante la imbibicion de la semilla (Stasolla et al., 2003) pues por
ejemplo, en los embriones secos de trigo no se detecta la presencia de dNTPs (Castroviejo et
al.,, 1979). En la germinacién, las bases y nucledsidos liberados desde los tejidos de
almacenamiento se convierten en nucledtidos por reacciones de salvamento (Moffatt &
Ashihara, 2002). Por ejemplo, en el metabolismo de nucledtidos de pirimidina el aporte de
nucleotidos se debe inicialmente a la via de salvamento, y en una segunda etapa es la via de
novo la responsable del aporte (Stasolla et al., 2003).

En los cotiledones de Phaseolus mungo y P. glauca los requerimientos de uracilo y
uridina para la sintesis de nucleétidos y ARN son altos durante las primeras 24 horas de la
germinacion. La conversién de uridina a un nucledétido la realizan actividades de uridina cinasa
(UK) y de otras fosfotransferasas inespecificas. Las actividades de estas enzimas también se
han detectado en semillas de maiz y de trigo (Stasolla et al., 2003).

La transicion del metabolismo de salvamento al de novo parece ser consecuencia de la
disminucién de la actividad de las enzimas de salvamento (como por ejemplo la UK, cuya
actividad disminuye conforme decae la sintesis de salvamento en P. glauca) o a la saturacion
de la reaccion de conversion de UMP a UDP, que parece funcionar como un paso limitante en
la actividad de la via (Stasolla et al., 2003).

La actividad de la via de novo que reemplaza a la de salvamento aporta los sustratos
para el mantenimiento de la sintesis de acidos nucleicos de manera continua, necesarios para
el establecimiento, crecimiento y desarrollo de la plantula (Stasolla et al., 2003).

Durante la germinacion tanto la via de novo, via RNR, como de salvamento de
desoxirribonucledtidos también se activan. La citidina cinasa (CK) y las fosfotransferasas
inespecificas de embriones de semillas de P. glauca y de maiz catalizan la conversion del
desoxinucledsido a CMP. Lo mismo sucede en el caso de la desoxicitidina, cuya conversion a
dCMP es llevada a cabo por la desoxicitidina cinasa (Stasolla et al., 2003). En la germinacion de
semillas de trigo, se observa un aumento rapido de la concentracion de dATP al principio de la
imbibicion, pero para los otros dNTPs el aumento es lento y discreto, alcanzandose un maximo

para dCTP y dTTP a las 20 horas de la germinacién (Castroviejo et al., 1979).
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4. Timidina cinasa 1 o citosolica

La timidina cinasa es una enzima clave en la via de salvamento de nucleétidos de timina, ya
que regula el aporte de éstos para la sintesis de ADN. Los distintos niveles de regulacion de la
actividad de la TK1 aseguran que durante la replicacion no exista ni un exceso ni una carencia
en la cantidad de nucledtidos, en vista de que ambos desequilibrios pueden ocasionar
mutaciones en el ADN o la detencion en el avance de las horquillas de replicacion. En vista del
mayor consumo de energia necesario para la sintesis de TMP por la via de novo a partir de
precursores sencillos, la TK1 provee la materia prima para la duplicacion de los cromosomas a
un menor costo para la célula.

La timidina cinasa (ATP:timidina 5’-fosfotransferasa; EC 2.7.1.21; TK) es una
desoxirribonucledsido cinasa que participa en la via de salvamento de nucleétidos de pirimidina,
pues cataliza la fosforilacion dependiente de ATP y Mg?* de la timidina (Thd) para producir
timidina 5-monofosfato. Esta sufre dos fosforilaciones posteriores, primero por la timidilato
cinasa seguida de la nucledsido difosfato cinasa para generar timidina 5’-trifosfato, precursor de
la sintesis del ADN (Figura 4; Bradshaw & Deininger, 1984; Wang & Eriksson, 2000).

En mamiferos se han identificado dos timidina cinasas diferentes: la timidina cinasa 1
(TK1) de localizacién citosdlica y la timidina cinasa 2 (TK2) de localizacion mitocondrial y
expresada preferentemente en higado, pulmén y bazo. En humanos, el gen de la TK1 se
localiza en el cromosoma 17, mientras que el gen correspondiente a la TK2 se encuentra en el
cromosoma 16 (Wettin et al., 1999; Wang & Eriksson, 2000; Balzarini et al., 2000).

La actividad de la TK1 es regulada durante el ciclo celular y alcanza su maximo en la
fase S en células en proliferacion y en células en cultivo expuestas a suero; en estas
condiciones, el 1-5% del total de la actividad corresponde a la TK2. Por el contrario, en células
quiescentes o diferenciadas, la Unica actividad de timidina cinasa detectable se debe a TK2.
(Munch-Petersen et al., 1995; Lipson & Baserga, 1989).

a. Estructura del gen de la TK1 humana

El gen de la TK1 de humano (Figura 5) abarca casi 13 kpb del genoma y contiene siete exones
que codifican para un ARNm de 1430 pb de longitud, excluyendo la sefal de poliadenilacién
(considerando esta sefal, la longitud es de aproximadamente 1500 pb). El tamafo de los
exones es respectivamente 130, 32, 111, 94, 90, 120 y 851 pb. El tamafo de los intrones del
gen humano varia desde 1 kpb hasta aproximadamente 7 kpb; el tamafio de los tres intrones
mas extensos se debe a la presencia de secuencias repetitivas de ADN de la familia Alu
(Flemington et al., 1987).
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El analisis de la secuencia del ADNc de la TK1 de humano indica que el ARNm posee
una regién no traducida 5 (5-UTR) de 57 pb, un marco abierto de lectura (Open Reading
Frame, ORF) de 702 pb y una regién no traducida 3 (3-UTR) de 662 pb (Bradshaw &
Deininger, 1984).
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Figura 5. Estructura del gen de TK1 de humano. Las barras de color negro representan los siete exones,
mientras que las regiones blancas indican los seis intrones y las secuencias flanqueantes. Las flechas
(a—m) representan las secuencias de las familias Alu, y la direccién sefala las orientaciones de
transcripcion. Asimismo se indican la secuencia de poli(Py) (TCCCC), y sefnales transcripcionales como
elementos CCAAT, TTTAAA y ATA (adaptado de Flemington et al., 1987).

b. Estructura primaria de la TK citosolica
La comparacion de las secuencias de aminoacidos de la TK de varias especies de vertebrados
ha revelado un elevado porcentaje de identidad y se han identificado dominios altamente
conservados como son el de unién a ATP (secuencia consenso GPMFSGKSTEL), el de unién a
Mg?* (secuencia consenso VIGIDEGQ) y el de unién a Thd (FQRKAFGSI; Figura 6). El extremo
carboxilo terminal de la proteina es la zona que exhibe la mayor variabilidad entre las distintas
especies, lo que concuerda con reportes que indican que este extremo no es necesario para la

actividad enzimatica pero si para la regulacion (Wintersberger, 1997).
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Raton MSY INLPTVLPSSPSKTRGQIQVILGPMEFSGKSTELMRRVRRFQIAQYKC 50
Humano MSCINLPTVLPGSPSKTRGQIQVILGPMFSGKSTELMRRVRRFQIAQYKC 50
Hamster MNYINLPTVLPGSPSKTRGQIQVILGPMESGKSTELMRRVRRFQINQYKC 50
Pollo MDCLTVPGVHPGSPGRPRGN INL I FGPMFSGKSTELMRRVRRFNLANYRC 50

Ratodn LVIKYAKDTRYSNS FSTHDRNTMDALPACMLRDVTQESLGVAVIGIDEGQ 100
Humano LVIKYAKDTRYSSS FCTHDRNTMEALPACLLRDVAQEALGVAVIGIDEGQ 100
Hamster LVIKYAKDTRYSSS FSTHDRNTMDALPACLLRDVAQEALGAAVIGIDEGQ 100
Pollo LLVKYAKDTRYCTTGVSTHDRDTMEARVACALQDVYEEALGSAVIGIDEGQ 101

Raton FFPD1VDFCEMMANEGKTVIVAALDGTFQRKAFGSILNLVPLAESVVKLT 150

Humano FFPDIMEFCCAMANAGKTVIVAALDGTFQRKPFGAILNLVPLAESVVKLT 150

Hamster FFPDIVDFCEVMANAGKTVIVAALDGTFQRKAFGSILNLVPLAESVVKLT 150

Pollo FFPDIVEFCEKMADTGKTVIVAALDGTFQRKAFGSILNLVPLAESVVKLD 151

Raton AVCMECFREAAYTKRLGLEKEVEV IGGADKYHSVCRLKAFKKSSAQTAGS 200
Humano  AVCMECFREAAYTKRLGLTKEVEVIGGADKYHSVCRLCAFKKASGQPAGP 200
Hamster AVCMECFREAAYTKRLGLEKEVEVIGGADKYHSVCRVCYFKKSSVQPAGP 200
Pollo AVCMECYREASYTKRLGAEREVEV IGGADKYHSVCRACYFKRPEEELGSE 201

Ratodn DNK NCLVLGPPGEALVVRKLFASQQVLQYNSAN 233
Humano DNKENCPVPGKPGEAVAARKLFAPQQILQCSPAN 234
Hamster DNKENCPVLGQPGEASAVRKLFAPQQVLQHNSTN 234
Pollo NKENVEMGVKQLDMPASRKIFAS 224

Figura 6. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de TK1 de ratén, humano, hamster y pollo. Se
muestran las regiones involucradas en la union a ATP (subrayado y negritas), Mg2+ (negritas), y Thd
(subrayado discontinuo y negritas). El &cido aspartico fundamental para la unién del Mg“* se encuentra
subrayado (Wintersberger, 1997).

c. Clasificacion y estructura de las desoxirribonucleésido cinasas
La TK1 forma parte de una familia de cinasas que se divide en dos grupos: el grupo de la TK1,
representado practicamente por solamente esta enzima, y el grupo de las desoxirribonucledsido
cinasas (dNKs) que incluye a la desoxicitidina cinasa (dCK), la desoxiguanosina cinasa (dGK),
la timidina cinasa 2 (TK2), la desoxinucledsido cinasa multifuncional de Drosophila

melanogaster (dNK) y las desoxirribonucléosido cinasas virales (Figura 7).

TK2 H. sapiens

dNK D. melanogaster
dCK H. sapiens
—f ;
dGK H. sapiens Grupo de las dNKs
[ dAK B. subtilis
' dGK B. subtilis
TK virus herpes simple

[ TK1 H. sapiens
' TK B. subtilis Grupo de la TK1

Figura 7. Relacion filogenética entre las dNKs (tomado de Sandrini & PiSkur, 2005).
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En comparacion con los miembros de la familia dNK, la estructura primaria de la TK1 de
humano soélo exhibe una identidad significativa con respecto al asa P (ubicada en el extremo N-
terminal) que une al donador de fosfato. El plegamiento de las proteinas pertenecientes a la
familia de las dNKs es semejante entre si, y es mas parecido al plegamiento de la timidilato
cinasa (la enzima que lleva a cabo la segunda fosforilacion sobre la timidina después de la TK1)
que a la TK1 del virus del herpes. La estructura activa de todas las dNKs es dimérica, y la
unidad monomeérica tiene de 8 a 10 a—hélices que rodean a una lamina-f de 5 cadenas
paralelas (Sandrini & PiSkur, 2005).

A partir del analisis de las estructuras cristalograficas de miembros de las dNKs como la
dCK, la dGK, la TK2 y la TK1 del virus del herpes, se han identificado los aminoacidos que
participan en la catdlisis: una glutamina, un par acido glutamico/ tirosina y un par acido
glutdmico/ arginina interactian mediante puentes de hidrégeno con la base nitrogenada y la
desoxirribosa mientras un acido glutamico actia como una base para desprotonar el hidroxilo
(ver Mecanismo catalitico de las dNKs mas adelante). Por su parte, una arginina aproxima el
fosfato-y del ATP al hidroxilo 5°. La dNK de Drosophila posee un sitio catalitico mas holgado que
explica el porqué de su amplia especificidad por el sustrato, en contraste con la limitada
especificidad de las enzimas humanas (Sandrini & Piskur, 2005).

La mayoria de los organismos, incluidos virus, bacterias, hongos, plantas y mamiferos
poseen por lo menos una enzima con actividad especifica de cinasa de timidina, aunque las
TKs 1 virales tienen la capacidad para fosforilar una amplia variedad de analogos de
nucledsidos, realizar multiples fosforilaciones sobre la timidina y emplear otros nucleétidos
trifosfato, ademas del ATP, como fuente de fosfato (Evans et al., 1998). Un par de excepciones
son los insectos (Drosophila melanogaster y Bombyx mori) que poseen una unica dNK
multifuncional y S. cerevisiae que carece de TK1 (Wintersberger, 1996; Eriksson et al., 2002).

Otra caracteristica distintiva de las TKs tipo 1 es la especificidad por el sustrato pues
exclusivamente fosforila timidina y desoxiuridina. En contraste, la TK2 fosforila la timidina, la
desoxiuridina y la desoxicitidina; la dCK fosforila la desoxicitidina, desoxiadenosina y
desoxiguanosina, y la dGK fosforila la desoxiadenosina y la desoxiguanosina. El restringido
espectro de sustratos fosforilables de la TK1 se debe a que su sitio activo es mas estrecho en
comparacion con el de las dNKs y a que todos los grupos polares del sustrato pueden formar
puentes de hidrégeno con grupos de la proteina (Sandrini & PiSkur, 2005).

La molécula donadora de fosfato también varia dependiendo de la enzima; mientras que
la TK1 utiliza casi exclusivamente ATP como donador, la dCK puede utilizar indistintamente
UTP o ATP y la TK2 ATP o CTP (Sandrini & PiSkur, 2005; Eriksson et al., 2002).
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d. Estructura terciaria de la TK1
Hasta el afio 2004, la resolucion de una estructura cristalografica de una TK1 habia resultado
imposible, y sélo se habian obtenido estructuras de la TK del virus del herpes, de la dNK de D.
melanogaster y la dGK de humano. Welin y colaboradores (2004) reportaron la primera
estructura de la TK1 de humano (Figura 8A), y especularon que la dificultad en la obtenciéon de
los cristales estribo en la presencia de regiones flexibles en la estructura. Para la cristalizacion
se utilizé una proteina truncada mas estable, que carece de los ultimos 41 aminoacidos en el

extremo C-terminal, pero que conserva la actividad enzimatica (Welin et al., 2004).

A B

Figura 8. Estructura tridimensional de la TK1. A. Estructura terciaria de un monémero de la TK1 de
humano (tomado de Welin et al., 2004). EIl monémero esta formado por 4 a-hélices (a1-a4) alrededor de
6 cadenas de B-plegada (B1-p6). Esta regién constituye el dominio o/p en la parte central de la figura. El
atomo de Mg2+ (color amarillo) que estabiliza el fosfato-y del ATP se une al dominio a/p. El asa P (P-loop)
ubicado en el dominio a/p une al donador de fosfatos. EI dominio lazo, en la parte superior de la figura,
cubre el sitio catalitico. La timidina interactia con ambos dominios. EL dominio lazo esta estabilizado por
un atomo de Zn** coordinado con cisteinas de la cadena de aminoacidos. B. Conformacion tetramérica
de la TK1 de humano (tomado de Welin et al., 2004).
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La estructura cuaternaria de la TK1 es un homotetramero y los datos cristalograficos
permitieron determinar que cada subunidad tiene dos dominios, el o/ y un dominio mas
pequefio que contiene un atomo de zinc, con el sitio activo ubicado entre ambos dominios. El
nucleo del dominio a/p esta formado por 6 laminas-f paralelas, flanqueadas por una a-hélice y
un asa flexible de un lado y 3 hélices mas cortas del otro lado. El dominio o/ se parece al
dominio de uniéon de ATP de enzimas de la familia RecA-F,ATPasa (factores de intercambio de
hebras de ADN dependientes de ATP), asi como de helicasas y de proteinas de reparacién de
ADN (Welin et al., 2004; Sandrini & PiSkur, 2005).

El dominio pequefio, de 70-80 aminoacidos, tiene una estructura con forma de lazo que
cubre el sitio de unién de desoxirribonucledsidos, que no tiene semejanza con ninguna otra
estructura conocida. El sitio de union del sustrato de las dNKs dCK, dGK y DmdNK -
conformado por dos pares de hélices y una estructura helicoidal en forma de tapa— es
inexistente como tal en la TK1 (Sandrini & PiSkur, 2005). Este dominio pequefo esta formado
por dos lazos-f3 unidos entre si por un atomo de zinc. Uno de los lazos-f§ se abre y se cierra
para formar un asa en forma de lazo que se une, a través de puentes de hidrégeno, con la base
nitrogenada del desoxirribonucledsido. El lazo se mantiene fijo gracias a una tirosina y una
arginina de la cadena principal que se unen por puentes de hidréogeno al lazo. El zinc esta
coordinado tetrahédricamente con cuatro cisteinas (Welin et al., 2004).

El orden de las cadenas y las posiciones de las hélices del dominio o/p de la TK1 son
diferentes a los de este dominio del resto de la dNKs, pues en éstas el sitio activo no se forma
en la transiciéon entre el dominio o/f y el dominio con el Zn, sino entre dos pares de hélices y
una estructura helical en forma de tapa, de la cual carece la TK1. Estas diferencias
estructurales suponen un origen evolutivo diferente de la TK1 con respecto al resto de la dNKs
(Welin et al., 2004; Eriksson et al. 2002).

e. Formacion de la estructura cuaternaria de la TK1
La union de los cuatro monémeros forma un canal en la parte central del tetramero (Figura 8B),
cuya superficie contiene principalmente residuos polares y cargados. Existen dos tipos de
interacciones entre los mondémeros: (1) dos a-hélices (una de cada mondmero) interaccionan de
manera antiparalela; (2) una ldmina- de cada mondmero se conecta de manera antiparalela
con la de otro mondmero a través de puentes de hidrogeno con moléculas de agua entre
ambas. Por comparacion con la estructura de la TK1 de Ureaplasma urealyticum, se ha
sugerido que el extremo C-terminal de la TK1 forma un asa y una hélice que interactian con

una hélice del monémero adyacente (Welin et al., 2004).
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f. Union de los sustratos a la TK1
El donador de fosfato se une en una region expuesta formada por el asa P (P loop) ubicada en
el dominio a/B, mientras que el desoxinucledsido se une a una hendidura entre el dominio o/f y
el domino lazo (que contiene el atomo de Zn). Como se mencioné arriba, la base se apoya en
una tirosina (Y181) y una arginina (R165) que ademas, estabilizan la estructura del lazo. El
anillo de la tirosina se ubica paralelo al anillo de la base pirimidinica. Del otro lado, la base se
apoya en dos fenilalaninas orientadas de manera perpendicular con respecto al anillo de la
base. Tanto el donador como el receptor de fosfatos forman puentes de hidrégeno con atomos
de la cadena de aminoacidos: el O2 y el N3 de la timina forman puentes de hidrogeno con
atomos del dominio lazo, mientras el O4 forma un enlace con un nitrégeno del dominio a/p. El
metilo de la timina se acomoda en un bolsillo hidrofébico, en direccidon a una leucina, y rodeado
por una metionina, una leucina y una tirosina. El O3’ de la desoxirribosa forma un puente de
hidrogeno con el grupo amino de una glicina en el dominio lazo y con la cadena lateral de un
acido aspartico perteneciente al asa flexible del dominio o/p. EI O5 esta proximo a un acido
glutamico (Glu98) del dominio a/B, que parece funcionar como un residuo catalitico acido-base
(Welin et al., 2004).

La alta especificidad de la TK1 para sus sustratos se explica por un menor tamano de su
sitio catalitico con respecto al resto de las dNKs y por los humerosos puentes de hidrogeno que
se establecen entre todos los grupos polares de la base y la enzima. La especificidad para 2’-
desoxirribonucledsidos se debe al impedimento estérico que impondria el OH 2’ de un
ribonucledsido con el carbonilo de una glicina y el anillo de una tirosina ubicadas en el dominio
lazo, ya que los radios de van der Waals de ambos grupos estorbarian al OH. En el caso de un
desoxinucledsido, tanto la tirosina como la glicina estan en contacto directo con el carbono 2’.
Por el contrario, el OH 3’ se encuentra expuesto hacia la superficie, a pesar de interactuar con
una glicina del dominio lazo. Con respecto a la posicién del sustrato del resto de la dNKs, la

timina se ubica de manera perpendicular en el sitio activo (Welin et al., 2004).

g. Mecanismo catalitico de la dNKs y las TKs tipo 1
El mecanismo de reaccién aceptado para las dNKs inicia con la activacion del 5-OH por
sustraccion de un proton, que ataca nucleofilicamente al fosfato y del donador. En la TK del
virus del herpes, el grupo carboxilo de un acido glutamico proximo al 5’-OH actua como una
base y desprotona al 5-OH. El caracter basico de una arginina ubicada cerca del hidroxilo
facilita la extraccion del protén. En la dNK de Drosophila y en la dGK, también un &cido

glutdmico y una arginina son responsables de la catalisis acido-base (Eriksson et al., 2002). En
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el caso de la TK1, el acido glutdmico 98 se encuentra en la posicion adecuada para actuar
como una base y activar el 5’-OH para que actie como un nucledfilo, y la arginina 60 puede

estabilizar el estado de transicion (Figura 9; Welin et al., 2004).

NH,
O
Nk\/ | :\> O—E o—ip? O—E ‘/\ 4 \
e S S WA (P
H OH Mo -OJ
(0]

lu

Figura 9. Mecanismo de reaccion de las desoxirribonucledsido cinasas. El acido glutdmico actua como
una base y abstrae un proton del 5’-OH del desoxirribonucledsido, que a su vez ataca nucleofilicamente
al fosfato y del ATP (tomado de Eriksson et al., 2002).

El mecanismo de reaccién requiere iones Mg?*, que interacttian con los fosfatos By v,
estabilizando la posicidon del donador. Hasta el momento no hay informacion estructural sobre la
posicién del Mg en las dNKs (Welin et al., 2004).

h. Propiedades cinéticas de la TK1
La TK1 de humano es una proteina con un peso molecular de 24 kDa con una conformacion
activa enzimaticamente homotetramérica (con un peso molecular de alrededor de 96 kDa;
Sherley & Kelly, 1988a). La exposicion al sustrato ATP induce un cambio conformacional —
dependiente de la concentracién de enzima— de un dimero de 50 kDa con baja afinidad por la
Thd (Ku = 15 uM) al tetramero que presenta una elevada afinidad por el mismo sustrato (Ky =
0.7 uM; Berenstein et al., 2000; Britton et al., 1998). Esta diferencia de afinidades significa que
en concentraciones fisioldgicas de Thd (0.1-1.2 uM) en la célula, la conformacion tetramérica
sera mas activa que el correspondiente dimero (Munch-Petersen et al., 1995). A diferencia de la
afinidad de la TK1 por la Thd, la unién del ATP y la consecuente tetramerizacién no modifica la
velocidad maxima de la enzima (Munch-Petersen et al., 1993). La integridad de la secuencia y
estructura del sitio de union a timidina es indispensable para mantener la capacidad de
tetramerizacion, ya que de lo contrario, la enzima adquiere preferentemente la conformacién
dimérica y disminuye su estabilidad (Posch et al., 2000). La Ky de la TK1 para el ATP-Mg?* es
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de 0.22 mM, y la cinética, cuando se varia la concentracién de ATP-Mg?*, es sigmoidal lo que
indica cooperatividad. EI dATP también puede utilizarse como donador de grupos fosfato, pero
la velocidad maxima que se alcanza es alrededor del 65% de la que se obtiene cuando se usa
ATP como donador (Lee & Cheng, 1976b).

El coeficiente de Hill de la conformacion tetramérica de la TK1 de humano es de 1, lo
que indica ausencia de cooperatividad. Sin embargo, el coeficiente de Hill del dimero es menor
a la unidad lo que sugiere cooperatividad negativa (Li et al., 2004).

El pH optimo de la TK1 de humano purificada de células blasticas de leucemia
mielocitica aguda comprende el intervalo de 7.6 a 7.8, es estable entre 25 y 40°C y su energia
de activacion es de 15.17 kcal mol™ (Lee & Cheng, 1976).

i. Regulacién transcripcional de la timidina cinasa

Las células diferenciadas o en un estado quiescente poseen niveles muy bajos de ARNm de
TK1 que se reflejan en una baja cantidad de proteina y actividad enzimatica. Por ende, la
elevacion de la cantidad de proteina y actividad cuando el crecimiento de células en cultivo se
estimula con suero generalmente es precedido por la induccion de la transcripcion. A pesar del
patrén de expresién caracteristico y conservado en practicamente todas las especies, las
diferencias evidentes en los promotores entre especies sugieren la existencia de distintos
mecanismos de regulacién transcripcional (Wintersberger, 1997).

En cultivos celulares, la expresion génica de la TK aumenta en la transicién G4/S en
respuesta a factores de crecimiento. El mismo patrén de expresién se observa in vivo en
linfocitos de bazo cuando se estimulan con algun agente mitogénico (Dobrovolsky et al., 2003).

En la regulacién durante el ciclo celular de la expresion del gen de la TK1 de ratén, el
factor de transcripcion E2F forma por lo menos tres complejos con las proteinas pRb, p107,
CycE, CycA y Cdk2. Durante la fase Gy/G4, se forma el primer complejo constituido por E2F y
p107 (complejo E2FeGy/G+) sobre la region MT2 del promotor; esta interaccion inhibe la funcion
activadora de E2F sobre la transcripcion, contribuyendo a mantener reprimido el gen de TK1.
En la fase G4/S el complejo activado CycE/Cdk2 se asocia al complejo E2FeGy/G4 (complejo
E2FeG,/S), permitiendo la fosforilacion de p107 por Cdk2. Esto provoca la disociacién de p107
del complejo aboliendo la represion transcripcional. Durante la fase S, se forma un tercer
complejo entre E2F, p107, CycA y Cdk2 (complejo E2FeS) donde nuevamente Cdk2 fosforila a
p107 con la consecuente liberacion de mas E2F (Dou et al., 1994).

Ademas de la actividad inherente a E2F, la transcripcion del gen de la TK1 de ratén

requiere la union de Sp1 a la cromatina de la region MP1 y la interaccion entre ambos factores
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de transcripcion. Esta interaccién ocurre entre el extremo amino terminal de E2F que incluye
122 aminoacidos y el extremo carboxilo terminal de Sp1 (Wintersberger, 1997; Rotheneder et
al.,, 1999). El factor Sp1 también puede unirse con el represor transcripcional histona
desacetilasa (HDAC) evitandose asi la expresiéon génica. El factor E2F compite con HDAC por
Sp1, por lo que se especula que la funcidn de la interaccion E2F-Sp1 sea eliminar la represion
debida al estado hipoacetilado de la cromatina (Rotheneder et al., 1999).

Sin embargo, la funcién de E2F como elemento regulador de la expresiéon de este gen
no se ha podido demostrar tan claramente en otras especies. En la linea celular tumoral
humana Hela el factor de transcripcion NF-Y se une a dos secuencias invertidas CCAAT en el
promotor del gen TK y esto es un requisito para la unién de otro factor transcripcional, Sp1, que
es responsable del aumento en la expresion de TK1 en la fase S (Chang et al., 1999). Aunque
en el promotor del gen hay elementos de union a E2F, no se ha demostrado su participacion en

la regulacion dependiente del ciclo celular.

j. Regulacioén post-transcripcional y post-traduccional de la timidina cinasa
Ademas de la regulacion a nivel transcripcional, la TK1 esta sujeta a varios mecanismos de
regulacion post-transcripcional y post-traduccional que controlan los niveles de la enzima y su
actividad, asi como la poza de precursores para la sintesis de ADN.

Se ha observado que células en proliferacién experimentan un aumento en los niveles
de transcrito y proteina durante la fase S del ciclo celular. Sin embargo, mientras que los niveles
de transcrito se incrementan apenas 3 veces con respecto a los niveles observados en G,y Gy,
los niveles de proteina se elevan hasta 15 veces. Este comportamiento dispar entre la cantidad
de proteina y de ARNm se debe a un aumento de casi 10 veces en la eficiencia traduccional
durante la fase S (Sherley & Kelly, 1988b). En estudios de traduccién in vitro de la TK1 de
humano, Chou & Chang (2001) identificaron en la regién 5-UTR un sitio IRES (Internal
Ribosome Entry Segment) atipico de 30 nucleétidos (en comparaciéon con los 300-500
nucleodtidos de los IRES virales) que permite la traduccion independiente del CAP del ARNm de
la TK1. Debido a que la gran mayoria de los ARNm eucariotes se traducen por mecanismos
dependientes del CAP, se desconoce si la traduccion mediada por el IRES tiene algun
significado fisioldgico (Chou & Chang, 2001). El aumento en la eficiencia de la traduccién podria
ser consecuencia de la traduccion dependiente e independiente del CAP.

A nivel post-traduccional, el perfil temporal de oligomerizacién de la TK1 también
contribuye a su regulacion. Las determinaciones de peso molecular por cromatografia de

filtracion en gel han demostrado que la elucion en presencia de ATP favorece la oligomerizacién
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reversible del tetramero. Asimismo, la tetramerizacién de la TK1 depende de manera lineal de la
concentracion de proteina: la estimacion de la concentracion de TK1 a nivel intracelular (en
linfocitos estimulados con fitohemaglutinina) a partir de la actividad enzimatica especifica,
sugiere que la forma predominante en células en Gy/G; (90 ng/mL de TK1) es el dimero,
mientras que en células en fase S (4000 ng/mL de TK1) predomina el tetramero. Este hecho
podria constituir un mecanismo de regulacién fina de la actividad de TK1 a nivel post-
traduccional pues, como ya se menciono, el valor de Ky del tetramero es aproximadamente 30
veces mas bajo que el del dimero (Munch-Petersen et al., 1993, 1995).

Otro mecanismo de control propuesto ocurre cuando la proteina alcanza su nivel
maximo en la fase G,/M y es fosforilada en la serina 13 (Ser13). Esta fosforilacion ocasiona un
desplazamiento del equilibrio dimero < tetramero hacia la conformacion dimérica, con la
consecuente disminucion de su afinidad por la timidina sin afectar la unidén del ATP. La cinasa
dependiente de ciclina Cdc2 es la responsable de esta fosforilacion, lo que demuestra que esta
modificacion constituye una mecanismo de regulacién acorde con la etapas del ciclo celular. (Ke
et al., 2003; Li et al., 2004). El papel de la serina como modulador de la conformacién de la TK1
se demostré mediante el analisis de un par de mutantes: cuando la serina se sustituye por
alanina (aminoacido no fosforilable), la proteina adquiere preferentemente la conformacién
tetramérica, mientras que la sustitucién por acido aspartico (aminoacido con carga que simula el
grupo fosfato) favorece la conformacién dimérica (Li et al., 2004).

Ademas de esta regulacion de la actividad, se ha demostrado que los niveles de
proteina de la TK1 de humano se regulan por degradacién mediada por el proteasoma. La TK1
se ubiquitina en las etapas finales de la mitosis, lo que la hace blanco del complejo promotor de
la anafase/ ciclosoma (APC/C), contribuyendo a la desaparicion de la TK1 en la transicion
mitosis/G, y la siguiente G;. Evidentemente, esta reduccion en los niveles de proteina se
reflejan en la actividad y disminuye el aporte de TTP por parte de la via de salvamento (Ke &
Chang, 2004; Ke et al., 2005). La interaccién entre el APC/C y la TK1 depende de una
secuencia KEN (Lys-Asp-Asn) ubicada en la posicion 203 de la enzima. La eliminacién de los
ultimos 40 aminoacidos de la TK1 (incluido el motivo KEN) abate este tipo de regulacion y los
niveles de la proteina se mantienen constantes a lo largo del ciclo celular. EI motivo KEN (o
KEN-like) esta conservado en las TK1 de pollo, hamster chino y raton. Por el contrario, las TK1
de virus como vaccinia, a pesar de ser homoélogas a las de mamiferos, carecen de este motivo
en sus extremos C-terminales. Esto constituiria un mecanismo de escape que previene que la
enzima viral sea degradada por el proteasoma del hospedero (Ke & Chang, 2004). En las

secuencias de TK1 reportadas de plantas, no se identifica el motivo KEN.
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Ademas, la TK1 esta sujeta a inhibicién por retroalimentacion por el producto final de la
via de salvamento, el TTP. El desoxinucledsido trifosfato inhibe a la enzima uniéndose como si
fuera el par de sustratos. La base nitrogenada ocupa el lugar de la timidina, mientras que el
grupo trifosfato se une al revés de como lo hace el ATP en el asa P (Xu & Plunkett, 1993; Welin
et al., 2004).

k. Funcién biol6gica de latimidina cinasa

La funcién bioldgica de la timidina cinasa de mamiferos aun no se ha establecido con certeza.
Mientras que en células normales la enzima es ubicua y se encuentra sujeta a un estricto
control, en algunas lineas de células inmortalizadas la enzima puede estar ausente y éstas son
capaces de crecer y proliferar indefinidamente. La conservacion de esta proteina a lo largo de la
evolucion y su presencia en una gran variedad de organismos sugiere que juega un papel
importante en el metabolismo. Una explicacién posible de la resistencia de las células
inmortalizadas a la ausencia de dicha enzima podria ser que la pérdida de la regulacién fina de
los niveles de la poza de timidina —por la ausencia de la TK1- produce un aumento en el
numero de mutaciones en el genoma y por ende incrementa la frecuencia de tumorigénesis,
hecho que no afectaria sustancialmente a las células inmortalizadas pero resultaria letal para
células normales (Wintersberger, 1997).

El desequilibrio en las pozas de desoxinucleétidos provoca un retraso en el crecimiento
de las células en suspension, especificamente en la transiciéon S — G,/M. Este efecto derivado
del incremento en la concentracién de TTP es muy similar al observado cuando se adicionan
concentraciones elevadas de Thd al medio de células en cultivo (Ke et al., 2005). En este caso
especifico se comprobd que el tratamiento detiene el avance de las horquillas de replicacién
debido a una falta de dCTP. Asimismo, el desequilibrio en las pozas aumenté el indice de
mutaciones espontaneas. Este hecho sugiere que el aporte excesivo de TTP y el consecuente
detrimento en los niveles de dCTP comprometen la fidelidad de la sintesis del ADN, debido a la
acumulacion de errores durante el prolongado retraso de la mitosis. El estudio demostré la
importancia de la regulacion post-traduccional de la TK1 en el mantenimiento de la integridad
genomica (Ke et al., 2005).

La funcién de la TK1 in vivo ha podido ser estudiada durante el desarrollo por la
generacion de ratones knockout (tk™). Estos tienen un desarrollo embrionario normal pero a
partir del destete, 0 mas tarde, adquieren una postura jorobada, después arrastran sus patas
traseras al caminar y eventualmente quedan inmdviles. Su periodo de vida promedio es de 166

* 49 dias, y antes de los 298 dias todos han muerto, lo que contrasta con los 2 afios de vida
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promedio de un ratdn silvestre. Estos ratones exhiben un muy bajo indice reproductivo, y los

+/+

niveles de timidina en sangre son el doble que en los ratones tk”". Esto permite suponer que
esta ruta sintética no es suficiente para mantener la poza de TMP en muchos tipos de células, o
que la actividad degradativa de las nucleotidasas es alta y por ende se requiere de la via de
salvamento para el mantenimiento de la poza (Dobrovolsky et al., 2003).

A nivel tisular, los ratones tk”~ presentan varias alteraciones como glomeruloesclerosis
difusa, con un ensanchamiento irregular de la membrana capilar basal acompafiado de una
reduccién en el numero de células. Alrededor de la membrana capilar basal también se
detectan depdsitos granulares densos y acumulaciéon de inmunoglobulinas I1gG, lo que sugiere
la presencia de complejos inmunes. En algunos animales los glomérulos desaparecen y son
sustituidos por tejido escarificado (Dobrovolsky et al., 2003).

El bazo de los animales knockout también presenta anormalidades inmunoldgicas y
hematoldgicas, como atrofia linfoide (disminucion en la capacidad de activacion y proliferacion)
y destrucciéon prematura de eritrocitos. Tanto el tamano del bazo como el rendimiento de
linfocitos se reduce. Algunos ratones sufren de neumonia con infiltracién de macréfagos y
linfocitos. En lugar de una glandula salival sublingual con apariencia y secrecion mucosa
normal, los ratones tk”~ tienen una membrana de apariencia cerosa, similar a una glandula
parétida. El pancreas es de un tamafio menor y hay una deficiencia de islotes, asi como
granulos de eosindfilos en las células acinares (Dobrovolsky et al., 2003).

Curiosamente, muchos de los tejidos afectados por la deficiencia de TK1 no se
caracterizan por una activa proliferacién y, por el contrario, tejidos con una vigorosa sintesis de
ADN como son la médula 6sea y las células epiteliales del tracto gastrointestinal no sufren
ningun dafo. En el caso de estos tejidos proliferativos, la via de sintesis de novo seguramente
es capaz de aportar los nucleoétidos necesarios. Por otro lado, el efecto del deterioro de los
tejidos puede deberse a una mayor sensibilidad o a la intoxicacién con exceso de timidina
extracelular. Inesperadamente, el indice de mutagénesis no aumenta significativamente en los
ratones knockout, y no se les encontré ningun tumor (Dobrovolsky et al., 2003).

En humanos no se ha asociado ninguna patologia con la deficiencia de la TK1, en
contraste con alteraciones en la via de salvamento de purinas que repercute en enfermedades

como la gota y el sindrome de Lesch-Nyhan (Voet & Voet, 1995).
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5. Antecedentes experimentales

En contraste con la informacion que hay sobre la timidina cinasa de mamiferos, en plantas son
escasos los estudios sobre esta enzima. Se ha detectado una actividad fosforilante de timidina
que alcanza un maximo a las 24 h de germinacion en semillas de trigo (Castroviejo et al., 1979)
y de maiz (Georgieva et al., 1994) y se ha aislado un ADNc de arroz que codifica una timidina
cinasa (Ullah et al., 1999). Esta sonda se empled para estudiar la expresién del gen y se
encontraron mayores niveles del transcrito en tejidos maduros que en tejidos meristematicos. El
proyecto de secuenciacion del genoma de A. thaliana permitié la identificacion de dos probables
genes de la timidina cinasa (www.arabidopsis.org), aunque no se ha estudiado su funcién. En el
laboratorio se aisl6é una clona parcial de ADNc de maiz (clona 842) cuyo Unico marco de lectura
codifica una secuencia de 204 aminoacidos en la que se identificaron dominios de unién para
timidina, para el cation Mg®* y para ATP. Este ADNc muestra un 84% de identidad con respecto
al de arroz.

La sonda 042 se utilizd6 para estudiar la expresion del gen de la TK1 durante la
germinacion de ejes embrionarios de maiz y se encontraron niveles maximos del transcrito a las
12 horas de imbibicion de los ejes y una disminucion gradual a partir de las 24 y hasta las 48
horas. No se detectd la presencia del transcrito en ejes secos. Los niveles del ARNm se
modificaron por la adiciéon de fitohormonas pues la aplicacion simultdnea de benciladenina (una
citocinina) y acido 2,4-diclorofenoxiacético (una auxina) en concentraciones cercanas a las
fisiolégicas provocéd un incremento en la cantidad del transcrito a las 12 horas (Suzuri, 2001).

Con el propodsito de hacer una caracterizacion de la timidina cinasa y proponer una de
sus funciones durante el desarrollo vegetal, en este proyecto se establecieron las condiciones
para la medicion de la actividad enzimatica y de los niveles de la proteina en embriones de maiz
durante la germinacién, y se asociaron estos parametros a la sintesis de ADN que ocurre en
esta fase. Asimismo se intentd aislar el ADNc completo de la TK1 de maiz para comparar su

estructura con la de otras enzimas homologas.
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HIPOTESIS

La fosforilacion de timidina mediada por la timidina cinasa es un evento asociado a la sintesis

de ADN nuclear en embriones de maiz durante la germinacion.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles y actividad de la timidina cinasa durante la germinacion de embriones de
maiz y estudiar el efecto de un inhibidor de la biosintesis de novo de nucleétidos sobre estos

pardmetros.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la secuencia completa del ADNc de la timidina cinasa 1 de maiz

e Establecer las condiciones para determinar la actividad enzimatica de la timidina cinasa
durante la germinacion de embriones de maiz

e Detectar los niveles de la timidina cinasa 1 durante la germinacion de embriones de
maiz, empleando un anticuerpo especifico para esta enzima

o Determinar el efecto de la hidroxiurea en la incorporacién de [°H]-timidina al ADN y en
los niveles de proteina y actividad de la timidina cinasa durante la germinacion de

embriones de maiz.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material biologico y tratamiento

a. Desinfeccion y sembrado de embriones de maiz
Se emplearon embriones obtenidos manualmente de semillas de maiz (Zea mays L.) de la raza
Chalquenio, adquiridos en Chalco, Estado de México.

Los embriones se desinfectaron en una soluciéon de hipoclorito de sodio de una
concentracion final aproximada de 0.5% (v/v). Los embriones se sumergieron en 50 mL de la
solucion desinfectante y se agitaron durante 2 minutos, transcurridos los cuales dicha solucion
se sustituyé por 50 mL de agua estéril y los embriones se agitaron durante un minuto. Se
realizaron un total de 4 lavados con agua estéril. Los embriones se dejaron secar sobre papel
filtro estéril dentro de una campana de flujo laminar por 5 minutos y se sembraron en agar
Murashige y Skoog sin sacarosa (MS [Apéndice A]; Gibco BRL), colocandolos sobre la
superficie del medio.

Se tomaron muestras de los embriones durante la germinacién a las 3, 6, 9, 12, 18, 24,
36 y 72 horas. A partir de estas muestras se extrajo y precipitdé el ADN total para la
cuantificacién de la [metil->H]-timidina incorporada al ADN o se extrajeron las proteinas a partir
de la region apical (2-5 mm) del coleoptilo y la radicula para determinar niveles de proteina y

actividad enzimatica.

2. Analisis de la sintesis de ADN durante la germinacién

a. Medicion de la incorporacién de [metil-*H]-timidina al ADN de embriones en
germinacion

Este ensayo (adaptado de Zuniga-Aguilar et al., 1995) permite monitorear la sintesis de ADN y

consiste en embeber embriones de maiz en presencia de [metil->H]-timidina, un precursor

radiactivo del ADN, que es incorporado durante su sintesis a lo largo del periodo de

germinacion. Posteriormente, se determina la radiactividad asociada al ADN precipitado con
acido tricloroacético (TCA).

Se sembraron 30 embriones de maiz desinfectados en cajas Petri de 10 cm de diametro

con 20 mL de medio MS, sobre cuya superficie se distribuyeron 100 uL de [metil-*H]-timidina

(1.78 TBg/mmol, 48.0 Ci/mmol; Amersham Pharmacia Biotech). Los embriones germinaron
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durante 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36 y 72 horas a 27°C en oscuridad. Para los tratamientos con el
inhibidor se incorporé hidroxiurea (HU) 200 mM al agar fundido antes de vaciarlo a la caja Petri.

A partir de los embriones germinados se extrajeron los ejes embrionarios, se pesaron
para calcular el incremento de peso humedo y se molieron en un mortero con 1 mL de
amortiguador de homogenizacion (Apéndice A). EI homogenado se transfirié desde el mortero a
un tubo de ensayo de 1.5 x 15 cm. El mortero se lavé con 500 puL de amortiguador de
homogenizacion.

A cada muestra se le adicion6 un volumen de 1 mL de acido tricloroacético (TCA) al
20% (v/v) y se incubd por 1 hora en hielo para precipitar el ADN. Las muestras precipitadas se
filtraron con filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C, 24 mm) por vacio en un dispositivo
Millipore® y se lavaron tres veces con ~3 mL de solucién de TCA al 10% (v/v) y una vez con ~3
mL de solucion de etanol al 90% (v/v).

Los filtros con el precipitado se fijaron a un soporte y se secaron en un horno a 54-60°C
por lo menos 1 hora. Los filtros secos se depositaron en viales con 2.5 mL de liquido de
centelleo (Apéndice A) y se cuantificaron las cuentas por minuto (cpm) en un contador de

centelleo automatico (Beckman LS 6000IC).

3. Determinacion de la actividad enziméatica de la timidina cinasa

Este ensayo enzimatico es una adaptacion del reportado por Wolcott & Colacino (1989), que se
basa en la precipitacién selectiva con cloruro de lantano de la [metil->H]-timidina fosforilada. La
mezcla de reaccion se preparé como sigue:

o 500 pL de amortiguador de reaccion (Apéndice A)

o 37.5 pL de [metil-*H]-timidina 1.78 TBg/mmol 48.0 Ci/mmol (Amersham Pharmacia

Biotech)
o 1.25 L de solucion de timidina 1 mM
o Un volumen de extracto proteico equivalente a 500 ug de proteina total

o Agua desionizada c.b.p. 1 mL

La concentracién de timidina total fue de 2 uM (0.75 uM de [metil-*H]-timidina y 1.25 uM
de timidina fria). Esta concentracion de timidina total es suficiente para saturar a la enzima
durante el tiempo que dura la reaccion. El blanco de reaccién se prepard con los mismos
componentes mencionados, pero sustituyendo el extracto proteico por amortiguador Tris-HCI
(50 mM pH 7.4).
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La muestra preparada se incubd a 37°C por 2 horas, y la reaccion enzimatica se detuvo
transfiriendo 100 uL de la mezcla a un tubo Eppendorf de 2 mL con 1 mL de solucion de
precipitacion (LaCl; 100 mM; trietanolamina 5 mM). La mezcla se agité en voértex por 10
segundos y se centrifugé a 4°C y 200 x g durante 10 minutos (centrifuga Jouan MR1814). El
precipitado se lavé con 1 mL de solucién de precipitacion y se disolvié en 300 uL de HCI 0.05 N
y 3 mL de liquido de Bray (Apéndice A). Las cpm se determinaron en un contador de centelleo
automatico (Beckman LS 6000IC).

4. Obtencidén y caracterizacion de los anticuerpos anti-TK1 (Harlow & Lane, 1998)

a. Inmunizacién de conejos con el péptido de la TK1
El péptido TK-KLH fue sintetizado por Global Peptide Services, Colorado, E.U.A. Consta de 16
aminoacidos (NH,-DYKRRKSGSILDIVPC-CONH;) correspondientes al dominio de unién de la
timidina. El péptido conjugado con hemocianina (1 mg/mL) se inyectd intramuscularmente a un

par de conejos, de acuerdo con el siguiente protocolo de inmunizacion:

Tabla 1. Calendario de inmunizacién por via intramuscular para la
produccion de anticuerpos policlonales de conejo anti-TK1 de maiz.

Fecha |Conejo |Péptido TK-KLH | ACF* | AlIF**
22-1-2004 1 250 pug + -
2 250 pg + -
29-1-2004 1 250 pg - +
06-11-2004 1 250 pug - +
12-11-2004 1 250 pg -- +
2 250 pg - +
16-11-2004 1 Sangria de prueba
04-111-2004 2 250 pg - +
18-111-2004 2 250 pg - +
25-111-2004 2 Sangria de prueba

* Adyuvante completo de Freund (Sigma)
**Adyuvante incompleto de Freund (Sigma)

El péptido conjugado (1 mg) se disolvié en 1 mL de agua desionizada estéril, y se sonico hasta
disolverlo completamente. Se prepararon alicuotas de 250 uL, que se almacenaron a
—20°C. Antes de inyectar el péptido, se mezcl6 con ~400 uL de adyuvante completo o

incompleto de Freund y se agité en vortex por una hora.
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b. Obtencion del suero y purificacion de las inmunoglobulinas por precipitacion con
sulfato de amonio

Por puncién cardiaca, se obtuvieron aproximadamente 40 mL de sangre de cada conejo, la cual
se transfirid a un tubo Falcon® estéril, que se incubd en hielo por 2-2.5 horas para permitir la
compactacion del coagulo. Con un palillo de madera se despeg6 el coagulo de las paredes del
tubo, tratando siempre de minimizar la hemdlisis. Se centrifugé en una centrifuga Beckmann
GS-6R a 1700 x g a 4°C por 30 minutos, y el sobrenadante de color &mbar se dividié en
alicuotas de 100 uL, que se almacenaron a —20°C.

Para la precipitacion de las inmunoglobulinas se adicioné a un volumen de suero 0.5
volumenes de solucién saturada de sulfato de amonio (77.7% pH 7.3). La mezcla de incubd con
rotacién continua a 4°C durante 12 horas y se centrifugd a 3400 x g por 30 minutos a 4°C
(Centrifuga Sorvall RT 6000D). El sobrenadante se transfirio a un tubo Falcon® estéril y se le
adicioné el mismo volumen de la primera precipitacion. La mezcla se incub6 con rotacion
continua a 4°C durante 12 horas y se centrifugd a 3400 x g por 30 minutos a 4°C (Centrifuga
Sorvall RT 6000D). El sobrenadante se decantd y el botdn se disolvié en un volumen de PBS 1x
equivalente a un tercio del volumen inicial de suero. Un volumen equivalente del suero pre-

inmune se traté de la misma manera.

c. Desalado de las inmunoglobulinas por ultrafiltracion
Las inmunoglobulinas disueltas en PBS 1x (1 mL) se transfirieron a un tubo Amicon Ultra
(30,000 MWCO, Millipore®) y se le adicionaron 3 volumenes de PBS 1x. El tubo se centrifugd
(Sorvall RT 6000D) a 2600 x g durante 5 minutos o hasta reducir el volumen aproximadamente

a1 mL.
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5. Deteccion de la proteina TK1 por inmunoblot

a. Transferencia de proteinas a membranas de PVDF
La transferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida a una membrana de PVDF con un
tamano de poro de 0.45 um Immobilon-P (Millipore) se realizé en una camara de electroforesis
Mini-V 810 Vertical Gel Electrophoresis System (Gibco BRL), segun las instrucciones del
fabricante. La transferencia se realizé durante 1 hora a 200 V con amortiguador de transferencia

(Apéndice A) enfriado previamente a 4°C.

b. Bloqueo e incubacién de la membrana con el primer y segundo anticuerpo

La membrana se incubd con un volumen de la solucion de bloqueo (Apéndice A) suficiente para
cubrirla completamente, durante 4 horas con agitacién constante a 4°C. La solucién se decanto
y se sustituyd por solucion de bloqueo recién preparada, a la cual se le adicioné el anticuerpo
policlonal anti-TK1 de maiz (dilucién 1:1000). La incubaciéon con el primer anticuerpo se realizé
toda la noche con agitacion a 4°C. Se retird la solucion y la membrana se lavé tres veces con
PBS 1x por 15 minutos cada lavado, con agitacion constante y a temperatura ambiente. En el
segundo lavado se incluy6 ademas NaCl 0.5 M.

Después de los lavados, se adicioné solucion de bloqueo recién preparada y el
anticuerpo anti-lgG de conejo marcado con peroxidasa en una dilucién 1:10 000 (Amersham
Biosciences) y se incub6 durante 1 hora con agitacion constante a 4°C. Para eliminar el
segundo anticuerpo unido inespecificamente se llevaron a cabo tres lavados con PBS 1x, cada

uno de 15 minutos a temperatura ambiente y con agitacion constante.

c. Deteccién, exposicion y revelado de la pelicula autorradiografica
Para la deteccion de las proteinas inmunorreactivas, la membrana se incuboé durante 2 minutos
con 1 mL de una mezcla 1:1 (v/v) de los reactivos 1 y 2 del kit de deteccion por
quimioluminiscencia ECL (Amersham Pharmacia). La membrana de PVDF se fijé entre un par
de acetatos, cuidando de eliminar todas las burbujas de aire entre la membrana y el soporte, y
se introdujo en un casete Spectronics® Monotec (Spectronics Corporation) en contacto con una
pelicula Hyperfilm™MP (Amersham Pharmacia). La exposicién se realizd por periodos entre 30
s y 20 min. El revelado de la pelicula se realizé sumergiendo la pelicula en revelador y fijador
Kodak GBX durante 4 y 2 minutos respectivamente. Todo el proceso de revelado se llevo a

cabo en el cuarto oscuro.
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d. Anédlisis densitométrico
El andlisis densitométrico de las bandas de la autorradiografia correspondiente se realizé con el
equipo FLUOR-S® de BioRad para la captura de las imagenes y el software Quantity One®

para su analisis cuantitativo.

6. Sobreexpresiéon del ADNc parcial de la TK1 de maiz en E. coli

a. Ensayo de ligacion del ADNc de la TK1 en el plasmido pGEM

La ligacion se llevo a cabo con el vector pGEM®-T Easy Vector (Promega), eligiendo una
relacion aproximada de cantidad de ADN (inserto-vector) de 3:1 (segun recomienda el
fabricante) y partiendo de 50 ng del producto de la reaccion de PCR. Este plasmido contiene
extremos cohesivos con la base nitrogenada timina, por lo que los productos de PCR, que
poseen una adenina en sus extremos, son complementarios y se pueden ligar al vector con la
ADN ligasa.

Para la reaccién de ligacion se mezclaron 5 uL de 2x Rapid Ligation Buffer, 1 uL del
plasmido, 1 uL de T4 ADN ligasa (3 U/uL), y una cantidad del ADN recién obtenido a partir de

PCR, utilizando para el calculo de esta cantidad la siguiente formula:

ng de vector (50 ng) x tamafio del inserto (kb) x 3 = ng inserto
tamafio del vector (3.0 kb) 1

Por ultimo se agité para homogenizar la mezcla y se incubo 1 hora a 37°C.

b. Amplificacion por PCR del ADNc de la TK1 de maiz

Para clonar el ADNc de la TK1 de maiz (clona 642) que codifica el ORF de un péptido de 22.4
kD correspondiente a la TK1 en un plasmido de expresion, se amplificd dicha secuencia
utilizando como molde el ADNc clonado en el vector pUC19 con el cebador sentido TK22FWD
(5-GGATCCGCCGCTGCGGCTCAGTCCGGC-3’) y el cebador antisentido TK22REV (5'-
GAATTCCGGCCGCTTGTCAAGGTCCAA-3’). Los sitios para las enzimas de restriccion
indicadas permitieron la clonacion direccional del marco de lectura del fragmento de ADN en el
vector pGEX (Figura 10).
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A Trombina

lLeu Val Pro Arg'Gly SerlPro Glu Phe lle Val Thr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC,CCG GAA TTC,ATC GIG ACT GAC TGA CGA

B BamH | EcoR | Stop codons

Cebador sentido (con sitio de restriccion BamHI):

TK22FWD 57-GGA TCC GCC GCT GCG GCT CAG TCC GGC-3”
Gly Ser Ala Ala Ala Ala GIn Ser Gly

Cebador antisentido (con sitio de restriccion EcoRI):

TK22REV 57-TTG GAC CTT GAC AAG CGG CCG GAA TTC-3”
Leu Asp Leu Asp Lys Arg Pro Glu Phe

Figura 10. Secuencias del vector pGEX. A. Secuencia de nucledtidos del sitio multiple de clonacién del
vector pGEX (Amersham Pharmacia Biotech) La flecha indica el sitio de corte de la proteasa trombina
que separa al péptido recombinante de la glutation S-transferasa (GST). B. Los cebadores para amplificar
el ADNc de la clona 342 fueron disefiados de manera que no interrumpan el marco abierto de lectura del
ADNCc vy del sitio multiple de clonacion del vector pGEX. En la figura se muestra la traduccion de los
codones que conforman a ambos cebadores. En gris se sefiala la secuencia que corresponde al vector
pGEX y que contiene sitios de corte para BamHI y EcoRI. La secuencia de aminoacidos en el cebador
sentido Ala, Ala, Ala, Ala, GIn, Ser, Gly corresponde a los primeros aminoacidos de la clona 642.

La mezcla de reaccién se preparé como sigue:

Tabla 2. Mezcla de reaccion para la amplificacion del ADNc de la TK1.

Volumen (uL) Concentracion final

Amortiguador PCR (10x) 10 1x
MgCl, (25mM) 10 2.5mM
Mezcla de dNTPs (2.5 mM) 8 0.2mMclu
TK22FWD (10 uM) 5 0.5 uM
TK22REV (10 uM) 5 0.5 uM
Agua 59.5 --
Taq polimerasa (1 U/ulL) 2.5 0.025 U/uL

Para la amplificacion por PCR se realizaron 30 ciclos: desnaturalizaciéon a 94°C por 40
segundos, alineamiento a 57°C por 40 segundos y elongacion a 72°C por 1.5 minutos. El
producto de la reaccion de amplificacidn se resolvio por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
y se purifico utilizando el kit GENECLEAN Il
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Para confirmar que el ADNc de la TK1 se hubiera clonado en los vectores pGEM y
pGEX, se realizdé una amplificacién por PCR usando como moldes los plasmidos recombinantes
aislados a partir de colonias de E. coli transformadas con éstos y los cebadores TK22FWD y

TK22REV, siguiendo las mismas condiciones descritas.

c. Digestion del ADN plasmidico con enzimas de restriccidon
Para comprobar la presencia del ADNc de la TK1 en el vector pGEM, 500 ng de plasmido se
trataron con 1 unidad de EcoRI en un volumen final de 20 uL y se incubd a 37°C por 2 horas.
Los productos de la reaccion de digestion se visualizaron por electroforesis en geles de
agarosa.

Para clonar direccionalmente (y preservar la orientacion del ORF) el ADNc de la TK1 de
maiz, 1 ug del plasmido pGEM-TK22 se digiri6 con 1 unidad de cada una de las enzimas de
restriccion EcoRI y BamHI, durante 2 horas a 37°C. Los productos de la digestién se separaron
por electroforesis en gel de agarosa (1.5%) y se purificaron por GENECLEAN para clonarse en
el plasmido de expresiéon pGEX (Pharmacia). Para confirmar que el plasmido se hubiera
clonado en pGEX, se realizé una digestion con EcoRI y BamHI con las mismas condiciones

descritas.

d. Clonacién del ADNc de la TK1 en pGEX
El ADNc de la TK1 de maiz (clona 842) clonado en el plasmido pGEM se liberd por restriccion
con las enzimas EcoRI y BamHI. De la misma forma se traté el plasmido pGEX (500 ng) para
linearizarlo con sus extremos cohesivos. El inserto y el plasmido se separaron por electroforesis
en geles de agarosa, a partir del cual se purificé el inserto de 612 pb por GENECLEAN. Para la
reaccion de ligaciéon en pGEX, se emplearon las mismas condiciones descritas para la ligacion

en pGEM (50 ng de ADN de inserto, relacion 3:1 con el vector).

e. Transformacion de células competentes por electroporacion
La electroporacién con voltajes elevados es un método de transformaciéon con una mayor
eficiencia en comparacion con el método del choque térmico. Las eficiencias de transformacién
reportadas son superiores a las 10° transformantes por microgramo de ADN.
En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se mezclé 1 uL de ADN plasmidico (500 ng) con 100
uL de células competentes E. coli BL21-RIL. La mezcla se incubd 30 minutos en hielo antes de

adicionar 100 pL de amortiguador TE. La mezcla se transfirid a una celda de electroporacion
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fria, que a su vez se coloco en la camara de electroporacion Cell-Porator (Gibco BRL). Se
aplicod un pulso de corriente con una capacitancia de 60 uF y un voltaje de 400 V. El control de
resistencia de la fuente de poder se ajustdé a 200 ohms. Inmediatamente después del pulso, se
adicioné 1 mL de medio SOC y la mezcla se transfirié a un tubo Eppendorf para incubarla por 1
hora a 37°C con agitacién. La muestra se sembré en cajas Petri con medio LB, IPTG, X-Gal y
ampicilina (100 ng/mL) lo que permitio la seleccion fenotipica de colonias de color blanco.

La transformacién se comprobé por digestion del ADN plasmidico con las enzimas de

restriccion EcoRI y BamHI y corrimiento en un gel de agarosa.

f. Sobre-expresion de la proteina recombinante GST-TK22

Una colonia aislada o una asada de un stock de glicerol de las células transformadas con el
plasmido de expresién, se inoculé en 3-3.5 mL de caldo Luria con ampicilina 50-100 ug/mL y se
incubd a 30°C toda la noche, hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 a 600 nm. Se adicion6
entonces un volumen de IPTG 100 mM para una concentracion final de 0.25 mM, y el cultivo se
incubd por 2 horas mas. El cultivo se transfirié a tubos Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugé en
una microfuga (Sorvall MC12 FA-MICRO) a maxima velocidad por 15 segundos. El
sobrenadante se descartd y el botdn celular se resuspendio en 300 uL de PBS 1x frio.

Para la sobre-expresién a mayor escala de la proteina recombinante GST-TK22, la
colonia aislada o la asada de células transformadas se inoculé en 3.5 mL de caldo Luria con
ampicilina a una concentracion de 50 ug/mL, y se incubé a 30°C toda la noche. Al dia siguiente,
160 pL del cultivo se transfirieron a un matraz de 500 mL con 125 mL de caldo Luria con
ampicilina a una concentracién de 50 ug/mL. El caldo se incubo6 a 30°C por 5 horas, o hasta que
alcanzo6 una densidad éptica de 0.5-0.6 a 600 nm. Durante la incubacién se tomaron muestras
para monitorear la densidad 6ptica. La sobreexpresién se indujo adicionando el volumen de una
solucién de IPTG 100 mM necesario para obtener una concentracion final de 0.25 mM. El
cultivo se continud incubando por 2 horas, al término de las cuales se centrifugd (centrifuga
Jouan MR1814) por 10 minutos a 7600 x g. Cuando no se sonicd el paquete celular de

inmediato, se almacend a —70°C.

g. Purificacion de la proteina recombinante GST-TK22
El paquete celular que se traté con IPTG se resuspendié en 8 mL de amortiguador PBS 1x pH
7.3 y se centrifugd por 10 minutos a 2600 x g (centrifuga Jouan MR1814). El sobrenadante se

decanté y el paquete se resuspendié en 8 mL de amortiguador PBS 1x suplementado con 1
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tableta de coctel de inhibidores de proteasas (80 mg; Complete™ Boehringer-Mannheim). La
suspension se sonicd con un sonicador de punta a 15 kHz por diferentes periodos en el rango
de 30 segundos a 15 minutos; la sonicacién se realiz6 en periodos de 30 segundos con por lo
menos 30 segundos de reposo en hielo hasta completar el tiempo elegido.

Al sonicado se le adicion6 un volumen del detergente Triton X-100 que resultara en una
concentracion final de 1% (v/v) y se incubd con agitacién suave durante 15 minutos, tras los
cuales se centrifugd a 17700 x g por 10 minutos a 4°C (centrifuga Jouan MR1814). La
centrifugacion se repitio, sin decantar el sobrenadante, hasta que éste adquirié6 una apariencia
transparente. Al sobrenadante se le adicion6 125 uL de resina de glutatiéon-sefarosa 4B al 50%
(p/v) y se incubo a temperatura ambiente por 1 hora con agitacion suave.

Para la lisis con lisozima, antes de la sonicacion las células se resuspendieron en 8.9
mL de PBS 1x, se les adicionaron 0.08 g de lisozima y una tableta de inhibidores de proteasas,
y se incubd 1 hora a temperatura ambiente.

Para preparar 1 mL de resina de glutatidon-sefarosa, se agitoé el frasco de resina para
resuspender la matriz, y 1.33 mL de resina se transfirieron a un tubo Falcon® de 15 mL. La
resina se centrifugd a 2600 x g por 3 minutos a 4°C (Sorvall RT 6000D) y se elimin6 el
sobrenadante con ayuda de una micropipeta. La resina se lavé 6 veces con 10 mL de PBS 1x
pH 7.3, centrifugadndola a 2600 x g por 3 minutos a 4°C en cada ocasién. Finalmente, la resina

se resuspendié en 1 mL de PBS 1x.

Después de incubar la resina con el lisado celular, se centrifug6 a 1910 x g por 3
minutos a 4°C, se eliminé el sobrenadante y la resina se lavé 5 veces con 1 mL de PBS 1x pH
7.3, agitandola suavemente por 5 minutos a temperatura ambiente. En cada lavado se
centrifugd por 3 minutos a 1910 x g a 4°C. La resina se lavo 3 veces con 1 mL de Tris 50 mM
pH 8, agitandola suavemente por 5 minutos a temperatura ambiente. En cada lavado se
centrifugd a 2600 x g por 3 minutos a 4°C.

La proteina recombinante se eluyé con 200 uL de una solucion de glutation reducido 15
mM disuelto en Tris 50 mM pH 8, con agitacién suave por 15 minutos. La resina se separo por
centrifugacién a 2600 x g por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante que contenia la proteina
recombinante se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, y la resina se lavd 2 veces mas con

la solucion de glutation reducido. En cada ocasién, los lavados se juntaron con el primero.
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7. Técnicas generales de proteinas (Ausubel et al., 1992; Sambrook et al., 1989)

a. Extraccion de proteinas de los 4pices de embriones de maiz
El protocolo de extraccion de proteinas a partir de meristemos de maiz se basa en el descrito
por Najera-Martinez (2000). Este protocolo se utilizé con el fin de inmunodetectar a la TK1 por

ensayos de Western blot y determinar su actividad enzimatica.

Para la extraccion de proteinas se partié de 30 embriones de maiz germinados en cajas
Petri con medio MS por distintos periodos de tiempo. Los apices se cortaron con una navaja y
se almacenaron a —20°C previo a la extraccion de proteinas.

Una vez que se tuvo todo el tejido de una misma muestra, se colocé en un mortero y se
congeld con N, liquido para pulverizarlo. Se afadieron 1.5 mL de amortiguador de
homogenizacién (Apéndice A) y el homogenado se transfirié a tubos Eppendorf de 2 mL de
capacidad. EI homogenado se dejo reposar durante 30 a 60 minutos en hielo.

Los homogenados se centrifugaron a 16 200 x g por 30 minutos a 4°C en una centrifuga
Jouan MR 1812. El sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL cuidando de no

tomar la capa superficial de lipidos.

b. Cuantificacién de la cantidad de proteina en los extractos

La determinacion de la cantidad de proteina se realizé de acuerdo a Bradford et al. (1976). De
cada muestra se preparo una dilucién 1:600, mezclando 2.5 uL de extracto proteico, 200 ulL de
reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Inc.) y 1.3 mL de agua
desionizada. La absorbancia de la dilucion se determind a 595 nm contra un blanco que
contenia 200 pL de reactivo de Bradford, 798.33 pL de agua desionizada y 1.67 ulL de
amortiguador de homogenizacion.

La cantidad de proteina se calculdé interpolando los valores de absorbancia de las
muestras en una curva estandar de albumina sérica bovina (BSA) con un rango de
concentraciones de 3 hasta 30 pg/uL. La solucidon estandar de albumina sérica bovina se

preparo disolviendo 3 mg en 1 mL de agua desionizada.

c. Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes (SDS-PAGE)
La mezcla de proteinas se resolvid en geles de poliacrilamida al 12%. Para 4 mL de gel apilador
se mezclaron 1 mL de amortiguador (Tris-HCI 0.14 M, TEMED 0.11% (v/v) y SDS 0.11% (v/v),
pH 6.7-6.9 [Gibco BRL]), 532 uL de acrilamida-bisacrilamida (30%:0.938% [p/v]), 100 uL de
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persulfato de amonio al 10% (p/v), 4 uL de TEMED y 2.36 mL de agua desionizada. Para 10 mL
de gel separador se mezclaron 2.5 mL de amortiguador (Tris-HCI 1.5 M, SDS 0.4% [p/v], pH
8.8), 4 mL de acrilamida-bisacrilamida (30%:0.938% [p/v]), 100 uL de persulfato de amonio al
10% (p/v), 4 uL de TEMED y 3.4 mL de agua desionizada.

De cada muestra de extracto de proteinas se cargd en el gel un volumen equivalente a
10 ug de proteina total, mezclado con un volumen de amortiguador de carga equivalente al 50%
del extracto proteico. El gel se corrié en una camara de electroforesis Mini-V 810 Vertical Gel
Electrophoresis System (Gibco BRL) a 89 V durante 3.5 horas con 800 mL de amortiguador de
electrodos 0.5x. La tincién de las proteinas se llevd a cabo con la solucién SimplyBlue™
SafeStain (Invitrogen). El gel de enjuagd con aproximadamente 100 mL de agua desionizada
por 5 minutos; posteriormente se adicionaron aproximadamente 20 mL de la solucion de tincion
y éste se mantuvo en agitacién por 1 hora a T.A. Por ultimo, el gel tefiido se lavd con 100 mL de

agua desionizada toda la noche con agitacion a T.A.

8. Técnicas generales de acidos nucleicos (Sambrook et al., 1989)

a. Construccién de un banco de ADNc de ejes embrionarios de maiz

Extraccion de ARN total
Para la construccion del banco de ADNc se extrajo ARNm de ejes embrionarios de maiz de la
raza Chalquefo germinados durante 6, 24, 48 y 72 horas en medio MS. La elecciéon de tiempos
tempranos se basa en resultados previos de Northern blot segun los cuales la expresion del gen
de la TK1 aumenta a las 12 horas de la germinacion de ejes embrionarios y embriones de maiz.
Al elegir tiempos tempranos de germinacién, aumenta la probabilidad de que el ARNm de la
TK1 se encuentre representado dentro de la poblacion de transcritos a ser clonados en los

vectores del banco.

Para la extraccion de ARN total a partir de ejes embrionarios se utilizd el reactivo
TRIzol® (GIBCO BRL) siguiendo el protocolo del fabricante modificado para tejidos vegetales
(Sanjuan-Badillo, 1997). Se congelaron 100-150 mg de material vegetal con nitrégeno liquido y
se molieron hasta obtener un polvo fino en un mortero al cual se le adicion6 1 mL de TRIzol® y
10 uL de dietilpirocarbonato (DEPC). Después de homogenizar la mezcla, ésta se transfirié a un

tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril.
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La suspensién homogenizada se incubd a temperatura ambiente durante 2.5 minutos,
transcurridos los cuales, se centrifugé a 12000 x g por 10 minutos a una temperatura de 4°C en
una centrifuga Jouan MR1812. El sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendorf estéril y se le
adicionaron 200 pL de una mezcla cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 (v/v). Las muestras se
agitaron manualmente durante 15 segundos y se centrifugaron a 12 000 x g por 15 minutos a
4°C.

La fase acuosa se transfiri6 a otro tubo Eppendorf, se le agregaron 500 uL de
isopropanol helado (-20°C), se incubd 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12
000 x g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se eliminé por decantaciéon y el boton de ARN
se resuspendid6 en 1 mL de etanol al 70-75% helado (-20°C) por agitacion manual. La
suspension se centrifugd a 3400 x g por 5 minutos a 4°C y el sobrenadante se eliminé
completamente por decantacion y aspiracion; el boton se dejo secar al mechero por 4 minutos.
Para el ARN de ejes embrionarios, el botdn se disolvié en 100 uL de agua desionizada tratada
con DEPC (Apéndice A). Para facilitar la disoluciéon del boton, la muestra se incubd en hielo

durante 15 minutos antes de almacenarse a -20°C.

Purificacion y andlisis del ARN mensajero
Para la extraccion del ARNm se utilizé el kit PolyATract® mRNA Isolation System (Promega).
Este sistema utiliza una sonda de oligo(dT) biotinilado que forma un hibrido con la secuencia 3’
poli(A) que caracteriza a los ARNm. Las moléculas hibridas se aislan gracias a la capacidad de
la biotina para interactuar con la estreptavidina, que a su vez esta unida a particulas
paramagnéticas (StraptAvidin-ParaMagnetic Particles, SA-PMPs), lo que permite separar al

ARNmM de otras especies de ARNs mas abundantes.

Para la hibridacion sonda-ARNm se mezclaron 1-5 mg de ARN total y agua desionizada
tratada con DEPC c.b.p. 2.43 mL. La mezcla se incubé a 65°C por 10 minutos en un heat block,
transcurridos los cuales se adicionaron 10 pL de la sonda oligo(dT) biotinilada y 60 mL de SSC
20x. La mezcla se incubo a T.A. por 30 minutos (o hasta que alcanzara la T.A.).

La mezcla de hibridacion se adicioné al tubo que contiene las particulas SA-PMPs (que
previamente han sido lavadas tres veces con SSC 0.5x y resuspendidas en 0.5 mL de SSC
0.5x), y la mezcla se incubd a T.A. por 10 minutos. Cada 1-2 minutos se mezclé suavemente
por inversion. El tubo se colocé en el soporte magnético que contiene el iman (Magnetic Stand)
para capturar las particulas en una de las paredes del tubo, y entonces se decantd el

sobrenadante. Las particulas con el ARNm se lavaron cuatro veces con SSC 0.1x (1.5 mL por
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lavado) y se resuspendieron en 1.0 mL de agua-DEPC para eluir el ARNm; las particulas se
separaron del ARNm con ayuda del soporte magnético.

La concentracién y pureza del ARNm aislado se evalud por espectrofotometria a 260 y 280
nm. El ARN puro tiene un cociente Axes/Azgp mayor o igual a 2.0. Para calcular la cantidad de
ARNm se consider6 que una solucion de 40 ng/mL de ARNm tiene una absorbancia de 1.00 a
260 nm. La integridad del ARNm se evalud por electroforesis horizontal nativa en gel de

agarosa (1.2%) con tincion de bromuro de etidio.

Sintesis del ADNc y clonacion en el vector pSPORT1
Para la sintesis del ADNc obtenido a partir del ARNm se utilizé el kit SUPERSCRIPT™ Plasmid
System with GATEWAY™ Technology for cDNA Synthesis and Cloning (Invitrogen). La sintesis y
clonacion del ADNc se esquematiza en la Figura 11.

Para evitar que ADNc incompletos sean clonados en el banco, la poblacién de ADNc se
fracciona por tamafo para eliminar los ADNc menores a 500 pb. Para el fraccionamiento se
utilizaron columnas de exclusién en gel. Los ADNc seleccionados se ligan en el plasmido
pSPORT 1, con el cual se transforman células de E. coli (Promega).

Para la ligacion del ADNc en el vector pSPORT1 se preparé la siguiente mezcla: 4 ulL de
amortiguador para ADN ligasa T4 5x, 1 uL de vector digerido con Notl y Sall, 10 ng de ADNc
(>0.7 ng/uL), agua-DEPC c.b.p. 19 uL y 1 uL de ADN ligasa T4. La reaccion de ligacion se
incubd toda la noche a 4°C para posteriormente transformar células competentes de E. coli

DH5a con los productos de la ligacion.
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Figura 11. Construccién de un banco de ADNc con el sistema SuperSc:riptT'VI Plasmid System with
Gateway ™ Technology for cDNA Synthesis and Cloning (Invitrogen). La sintesis de la primera cadena del
ADNCc (a) se realizé con la transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina Moloney (M-MLV). La
sintesis de la segunda cadena de ADN (b) se llevé a cabo por nick translational replacement del ARNm,
con las enzimas ADN polimerasa |, ARNasa H y ADN ligasa de E. coli. La ADN polimerasa T4 deja los
extremos romos. Para la clonaciéon direccional del ADNc la secuencia del cebador-adaptador (5'-
pGACTAGT TCTAGA TCGCGA GCGGCCGC CC (T)45-3’) utilizado para la sintesis de la primera cadena
incluye un sitio de corte para la endonucleasa de restriccion Notl (subrayado). Después de la digestion
con Notl, el ADNc posee en sus extremos un sitio de corte para cada una de las enzimas, lo que facilita
su clonacién direccional.
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b. Otras técnicas

Preparacion de células competentes de E. coli (Inoue et al., 1990)

Una colonia aislada o una asada de un stock de glicerol de la cepa de E. coli (DH5a, BL21 o
BL21-RIL) se inoculé en 10 mL de caldo Luria (LB) en un matraz de 125 mL y se incub¢ toda la
noche con agitacion (250 rpm) a 37°C. A partir del cultivo liquido, se transfirieron 2 mL a 200 mL
de caldo LB en un matraz de 1 L que se incub6 a 37°C con agitacion (250 rpm) hasta que la
densidad optica alcanzé un valor de 0.375 a 590 nm. El cultivo de repartié en cuatro tubos
Falcon® de 50 mL estériles que se mantuvieron en hielo durante 5-10 minutos antes de
centrifugarlos a 945 x g a 4°C durante 7 minutos (centrifuga Jouan MR 1812).

Cada botdn celular se resuspendioé en 10 mL de solucion de CaCl, (Apéndice A) fria y se
centrifugd a 945 x g a 4°C por 5 minutos. Los botones resultantes se resuspendieron en 10 mL
de solucion de CacCl, fria, se juntaron en un mismo tubo Falcon® y se dejaron reposar a 4°C
durante 30 minutos, para después centrifugarlos a 945 x g a 4°C por 7 minutos. Por ultimo, el
botdn celular se resuspendioé en 2.5 mL de solucion de CaCl;, fria y se repartié en alicuotas de

100 uL en tubos Eppendorf de 1.5 mL, se congelaron con N, liquido y se almacenaron a —70°C.

Purificacién de ADN a partir de geles de agarosa
El ADN plasmidico digerido con las enzimas de restriccion EcoRI o EcoRI/ BamHI se corrié en
un gel de agarosa al 1.5% preparado con amortiguador TAE 1x. La banda correspondiente al
inserto (612 pb) se cortd y deposité en un tubo Eppendorf previamente pesado. Por diferencia
de peso se calculd el peso del gel cortado y la equivalencia en microlitros (0.1 g equivalen a 100
pL). La purificacion del ADN se llevé a cabo con el kit GENECLEAN Il (BIO 101). Al gel que
contenia el ADN se le adicionaron 2 a 3 volumenes de Nal y el tubo se colocé en un bafio maria
a una temperatura de 55°C durante 5 minutos, con el fin de disolver el gel de agarosa.
Concluida la incubacion, se adicionaron 5 uL de la resina GLASS-MILK que une fuertemente al
ADN, y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos agitando el tubo cada minuto.
Después de centrifugar la mezcla a maxima velocidad por 5 segundos (centrifuga Sorvall MC12
FA-MICRO), se elimind el sobrenadante por decantacion y se realizaron 3 lavados con 700 uL
de NEW-WASH helado (-20°C). Una vez completados los lavados, se permiti6 que el
sobrenadante remanente se evaporara completamente, se adicionaron 15 uL de agua

desionizada estéril y se incubé el tubo a 50°C por 3 minutos. Por ultimo, el ADN se centrifugo a



Materiales y métodos

maxima velocidad por 30 segundos, transfiriéndose el sobrenadante a un tubo Eppendorf

estéril.

Preparacion de ADN plasmidico
Con una punta de micropipeta estérii se tomaron las colonias de células de E. coli
transformantes y se sembraron en un tubo de ensayo con tapén de rosca que contenia 3 mL de
caldo Luria (LB) suplementado con 3 uL de una solucién stock de ampicilina (100 mg/mL). El
tubo se incub6 con agitacion (150-200 rpm) a 37°C durante un periodo de 8 horas; para la
preparacion del ADN se tomaron 1.5 mL del cultivo liquido que se centrifugaron 20 segundos a
maxima velocidad en una microfuga Sorvall MC12 (rotor FA-MICRO). El sobrenadante se
elimind por aspiracion, cuidando de no tocar el boton celular, que a su vez fue resuspendido en
200 pL de amortiguador GTE frio (4°C), e incubado 5 minutos a temperatura ambiente. Para la
lisis de las células, se adicion6 un volumen de 300 puL de una solucion recién preparada de
NaOH 0.2 N, SDS 1% (p/v), se mezcld por inversion y se incubd en hielo durante 5 minutos. Se
adicionaron 300 pL de acetato de potasio 3 M (pH 4.8) frio (4°C) y se incubd en hielo durante 5
minutos con el fin de precipitar el ADN cromosomal y carbohidratos de la pared celular. La
suspension se centrifugd por 10 minutos a temperatura ambiente en una microfuga. El
sobrenadante se transfirio a un tubo Eppendorf estéril y se le adicionaron 5 uL de ribonucleasa
A (ARNasa 10 mg/mL), y el tubo se incubd a 37°C durante 30 minutos. Para eliminar proteinas
se realizdé una extraccion con 400 uL de una mezcla de fenol-cloroformo 1:1 (v/v). La fase
acuosa se transfirié a un tubo Eppendorf estéril y se realizé una segunda extraccion con 400 ulL
de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 (v/v) que extrajo los lipidos y el fenol que
se hubiese mezclado en la fase acuosa. Esta se transfiri6 a un tubo Eppendorf estéril y se
adicionaron 700 uL de isopropanol helado (-20°C) para precipitar el ADN plasmidico, que se
concentré por centrifugacion a maxima velocidad a temperatura ambiente durante 10 minutos.
El sobrenadante se eliminé por aspiracion, el botéon se resuspendié en 1 mL de etanol al 70%
helado (-20 °C) y se centrifugd por 5 minutos a temperatura ambiente a maxima velocidad. El
sobrenadante se elimind por decantacion y se dejo el tubo abierto para evaporar el disolvente
restante. Finalmente, el botén se disolvio en 15 uL de agua desionizada estéril. EI ADN
preparado de esta forma se utilizé para digestiéon con el fin de liberar el ADN clonado en el

plasmido.
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Secuenciacion del ADN plasmidico
Para secuenciar el ADN plasmidico, se realizé un paso adicional de purificacion. El botén de
ADN se disolvié en 32 uL de agua desionizada estéril, se adicionaron 8 uL de NaCl 4 My 32 uL
de polietilénglicol al 13% (p/v). EI ADN se incubé a -20°C durante 1 hora para después
centrifugarlo a maxima velocidad y 4°C durante 15 minutos (Centrifuga Sorvall MC12, FA-
MICRO). El sobrenadante se elimind por aspiracién y el botén de ADN se resuspendié en 1 mL
de etanol al 70% helado (-20°C); se centrifugd durante 5 minutos a maxima velocidad y se
eliminé el sobrenadante por aspiracion. El botén se secd y se disolvio en 20 uL de agua
desionizada  estéril. La  concentracion del ADN plasmidico se determind
espectrofotométricamente en celdas de cuarzo a 260 y 280 nm.

La secuenciacion del ADN plasmidico se realizd por el método de terminacién de
cadena con didesoxinucledtidos, cuyos productos se resolvieron con un secuenciador
automatico AB1PRISM 310 (Perkin Elmer) ubicado en la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

Transformacion de células competentes por choque térmico
Se mezclaron 2 plL de la solucion de reaccion de ligacion con 50 pL de células competentes y
se incubaron durante 20 minutos a 4° C. Posteriormente se incubaron a 42°C, por 45-50
segundos y se colocaron en hielo por dos minutos. Se afiadieron 950 uL de medio SOC a
temperatura ambiente y se incubaron a 37° C durante 1.5 horas con una agitacion de 150 rpm
en una incubadora Lab-Line Orbit Environ-Shaker. Una vez concluida la incubacion se
plaquearon 100 uL en dos cajas de LB/ ampicilina/ IPTG/ x-Gal (Apéndice A). Las cajas se
incubaron 24-36 horas y se seleccionaron las colonias de color blanco, que son las que
contienen el plasmido con el inserto. Para comprobar la transformacién, se extrajo el plasmido,
se digirid y se separo6 en un gel de agarosa.

Para almacenar las células transformadas se sembraron las bacterias en LB y se
incubaron a 37° C, con agitacion de 200 rpm durante 14-16 horas. Se tomaron 350 uL del
cultivo y se le afnadieron 150 pL de una mezcla de glicerol-LB (1:1) estéril (la concentracion final

de glicerol fue de 15%).
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

1. Busqueday aislamiento de una clona de la TK1 de maiz en un banco de ADNc

Con el fin de completar la secuencia de ADNc parcial de la clona 842, se construyé un banco de
ADNc a partir de ARNm de ejes embrionarios de maiz de la raza Chalquefio embebidos por
diferentes periodos, segun se describe en Materiales y Métodos. El rendimiento de la sintesis
de la primera cadena de ADN fue de 18-19% lo que resulté éptimo pues, de acuerdo con el
manual experimental, se puede lograr una eficiencia de sintesis hasta del 20%. El titulo del
banco después de la transformacién de células de E. coli fue de 4.35x10° ufc/ug de ADN.

A pesar de multiples intentos por aislar el ADNc completo de la TK1 de maiz mediante
estrategias de PCR con cebadores complementarios tanto al ADNc de la TK1 como al vector
del banco (pSPORT1), resulté imposible amplificar especificamente alguna clona de ADNc que
correspondiera a la TK1. Esto sugiere que existen bajos niveles del transcrito en los tejidos de

los estadios de germinacion muestreados.

2. Andlisis del ADNc completo de la TK1 de maiz obtenido de un banco de secuencias

EST y su comparacion con el ADNc de la clona 842

Dado que la secuencia de ADNc incluida en la clona 842 carecia tanto de un marco abierto de
lectura completo como de los extremos no traducidos 5’ y 3’ UTR, se realizé una busqueda de
una secuencia EST (secuencias de ARNm expresadas en tejidos in vivo y convertidas a ADNc)
de la TK1 de maiz en la Maize Genetics and Genomics Database (MaizeGDB,
http://www.maizegdb.org/). Se encontraron 11 secuencias parciales EST que mostraron
regiones de traslape para el ensamblaje de un ADNc de 1404 pb correspondiente a esta enzima
(ZMtuc03-08-11.12975), y que se muestra en la Figura 12:
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Figura 12. Ensamblaje de la secuencia EST de la TK1 de maiz ZMtuc03-08-11.12975 a partir de 11
secuencias contiguas. En la derecha de la figura se incluyen los nombres de cada una de estas
secuencias parciales. La longitud de la secuencia es de 1404 pb y la clona 342 se ubica entre las
posiciones 414 y 1030.

La secuencia de nucledtidos de la secuencia ZMtuc03-08-11.12975 se compard con
otras secuencias en el banco de datos GenBank usando el programa BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), e indicd como los principales alineamientos significativos
la TK1 de arroz (e-103), de jitomate (1e—11), de Arabidopsis thaliana (9e—10), de Lotus
corniculatus (5e—08) y de Hevea brasiliensis (3e—06).

Las secuencias de las regiones 5 y 3’ del ARNm se analizaron con el programa
desarrollado por Bengert & Dandekar (2003), y disponible en http://wb2x01.biozentrum.uni-
wuerzburg.de/. Este programa predice que la regién 5 no traducida (UTR) abarca desde la
posicion 1 hasta la 212, con un marco abierto de lectura a partir de las posiciones 213 (posicion
del primer codén de inicio) hasta la 1052 que codificaria para un péptido de 279 aminoacidos.
En el extremo 3’ no traducido no se encontré sefial de poliadenilacion candnica AATAAA, pero
si algunas secuencias relacionadas que podrian funcionar como sefiales de poliadenilacién
(AATA, TAAA; Joshi, 1987; Rothnie, 1996). Para plantas, esto no es necesariamente cierto
puesto que secuencias relacionadas de unicamente 4 nucleotidos provenientes de la secuencia
candnica son suficientes para mediar la poliadenilaciéon. Asimismo, dentro de la secuencia se
identificaron 5 sitios posibles de union para proteinas Sm o snRNPs (small nuclear
ribonucleoproteins) empezando en las posiciones 752, 806, 1125, 1227 y 1245 (Figura 13), No
se encontré ninguna secuencia ARE (AU-rich element; secuencia de ~50 nucledtidos en el 3’
UTR necesaria para la desadenilacién y posterior degradacién del ARNm; su secuencia
consenso es AUUUA repetido varias veces), pero si una secuencia rica en los ribonucledtidos A
y U en el 3 UTR, que semeja a un ARE parcial. Estos resultados sugieren la posible funcion
como mensajero de ZMtuc03-08-11.12975.
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1 cggcacgacaaaaacauugcccaauccaaaucuccauucccuccacucccaaaauuucga
61  acuccgaaucgaagcuaucaugugcgagcgcucaccuaccccacguugacuagaagaacc
121 guccgacuucaacuucccaauuuugccuccaaaaaauucaaaauauuauucgaccccgcc
181 (gccaucccguccgcccuacaaaucccgccagcAUGCGCUCCAUGUUCGCCACUAGGUCGC
241 UUCUCGCCGCUGCCGCCUCCGCCCCCACCGUCCUCCGCGCCAGCGCUUUCCCAUCGCGUU
301 CGCUGCUCCUCUCUCUGCCUUUCCCUCGGGGUCGUGCUGCCAGAAAUAUGCUUGGCGCGG
361 CGAGGUCGAUCUCUUCGGCCGCCCCGUCGCGAGUCGGAGGCCGUGCGGCUAUGG e elvele
/X GGCGCGGCUCAGUCCGGCGAGAUCCAUGUCAUCGUGGGCCCCAUGUUCGCCGGCAAGACCA
VYR CCGCGCUCCUCCGCCGGGUCCAGGCCGAGGCCGGCAACGGGAGGAGCGUGGCACUAAUAA
57 X AGUCCGACAAAGACAACCGCUAUGGAUUGGAUUCUGUUGUGACUCAUGACGGUACAAAGA
{0}l GGCGUGCUGGGCCUUGUCAGAACUGUCAAGUUUUCAUGACAAAUUAGGAAAUGAGGCCU
1oy AUAAUAAGGUAGAUGUUAUAGGUAUCGAUGAGGCCCAAUUCUUCGACGAUCUUUAUGAUU
2 ) CUGCUGCAAAGCUGCAGAUCGUGAUGGAAAAAUUGUAGUUGUUGCUGGCCUAGAUGGUG
Fgs ¥\ CUACAAACGGAGAAAGUUCGGUUCAAUUCUUGAUAUUGUUCCUCUGGCUGACUCGGUCA
7 MR C CAAGCUAACAGCACGCUGUGAGCUAUGUGGUCGCCGGGCGUUCCUUACACUGAGGAAGA
[0 I CGCAGGAAACCAAGACUGAACUAAUUGGAGGAGCAGAUGUGUAUAUGCCUGUGUGCAGGC
e[S XA AGCACUACAUGGAUGGGCAGAUUGUUAUUGAGGCCACAAGGAUUGUGUUGGACCUUGACA
1021 FANeeNeeellGACGGCGAAAGCCUUGAAAUAGgCCaauaccugacuucugcaugcagauu
1081 ugcaguguguaacgEMIENIElugaugacauugguugcugucgaguguugaagacgcac
1141 accaguuggugaaaagcuguuggccuugagaugcugccaccagcgagggaagccaaauga
1201 guugaucccacaaaguacuguugagaaguuuguaaguaucuaacaguguuuggguuuaaa
1261 augcggacauguaucgcuuuucuuaugcaauuggcauugucauuuuuauuaagcaaucag
1321 augcuuggaaucagcuguacgaauuuguaccacaaaggaauugcauucaaguuugaaagu
1381 aaacuaaggcuaucuccaucaugc

Figura 13. Secuencia de nucledtidos de la clona EST de la TK1 de maiz ZMtuc03-08-11.12975. En
mayusculas se indica el marco abierto de lectura; en minusculas los extremos no traducidos; en negritas,
los codones de inicio y término. Subrayadas se indican las secuencias potenciales de unién a snRNPs.
En el recuadro gris se encierra la secuencia rica en AU. En el recuadro negro se indica la region de la
secuencia EST que corresponde a la clona 842. En los recuadros se indican las secuencias de
tetranucledtidos que probablemente sean sefales de poliadenilacion.

La secuencia de nucledtidos de ZMtuc03-08-11.12975 se tradujo a la secuencia de
aminodcidos utilizando el programa Clustal W 1.82 (http://www.expasy.ch/tools/dna.html) y que

se muestra en la Figura 14.
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1 cggcacgacaaaaacattgcccaatccaaatctccattccctccactcccaaaatttcgaac

63 tccgaatcgaagctatcatgtgcgagcgctcacctaccccacgttgactagaagaaccgt

123 ccgacttcaacttcccaattttgcctccaaaaaattcaaaatattattcgaccccgecgce
183 catcccgtccgecctacaaatcccgecagcatgegctccatgttcegecactaggtegett
1 @ ————————————————— e M R S M F A T R S L

243 ctcgecgetgecgectecgeccccaccgtectecgegecagegetttcccategegtteg
11 L AAAASAPTVLIRASAFUZPS R S

303 ctgctcctctctctgcctttccctcggggtcgtgctgccagaaatatgcttggcgcggcg
31 L L L SLPFPRGIRAARNWML A

363 aggtcgatctcttcggccgccccgtcgcgagtcggaggccgtgcggctatggaggtccgg
51 R S 1 S S A APPSRV G GRAAME VR

423 gcggctcagtccggcgagatccatgtcatcgtgggccccatgttcgccggcaagaccacc
71 A AQS GE 1 HV IV
483 gcgctcctccgccgggtccaggccgaggccggcaacgggaggagcgtggcactaataaag
o1 MM . R RV Q AEAGNGRTSVALI K

543 tccgacaaagacaaccgctatggattggattctgttgtgactcatgacggtacaaagatg
111 S DK DNRYGL DSV V THDGT K M

603 gcgtgctgggccttgtcagaactgtcaagttttcatgacaaattaggaaatgaggcectat
131 ACWAL S EUL S S FHDIKULGNTEAY

663 aataaggtagatgttataggtatcgatgaggcccaattcttcgacgatctttatgatttc
151 N k v D RAMECECEVNEE - F D D L Y D F

723 tgctgcaaagctgcagatcgtgatggaaaaattgtagttgttgctggcctagatggtgac
171 c C K AADIRDGIK 11T VVV A G L D G D

783 tacaaacggagaaagttcggttcaattcttgatattgttcctctggctgactcggtcacc
10 RENSEINENGNANENE . D | V P L A DSV T

843 aagctaacagcacgctgtgagctatgtggtcgccgggegttecttacactgaggaagacg
211 K L T A RCIELTCGRWIRAFULTULR K T

903 caggaaaccaagactgaactaattggaggagcagatgtgtatatgcctgtgtgcaggcag

231 Q E T K TEUL1T G GADVY M PV CRDOQ
963 cactacatggatgggcagattgttattgaggccacaaggattgtgttggaccttgacaga
251 HY M DG Q I V1 EATR 1 VL DULDR

1023 tccaccgtgacggcgaaagccttgaaataggccaatacctgacttctgcatgcagatttg
277 S T VvV T A K AL K - - -
1083 cagtgtgtaacgatttatttatgatgacattggttgctgtcgagtgttgaagacgcacac

1143 cagttggtgaaaagctgttggccttgagatgctgccaccagcgagggaagccaaatgagt

1203 tgatcccacaaagtactgttgagaagtttgtaaatatctaacagtgtttgggtttaaaat

1263 gcggacatgtatcgcttttcttatgcaattggcattgtcatttttattaagcaatcagat

1323 gcttggaatcagctgtacgaatttgtaccacaaaggaattgcattcaagtttgaaagtaa

1383 actaaggctatctccatcatgc

Figura 14. Traduccion de la secuencia de ADN ZMtuc03-08-11.12975. En negro se muestra Ia secuencia
de aminoacidos. En los recuadros en negro se indican los sitios candnicos de union ATP, Mg y timidina
respectivamente.

La secuencia de ZMtuc03-08-11.12975 codifica para una proteina con un peso

molecular tedrico de 30.2 kDa y un pl tedrico de 9.44 (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html/).
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El extremo amino terminal de la proteina es rico en aminoacidos hidroxilados, lo cual es
consistente con secuencias de transito al cloroplasto. El analisis de la secuencia traducida con
los programas ChloroP 1.1 (Nielsen et al., 1997; http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) y
TargetP 1.1 (Emanuelsson, et al.,, 2000; http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/), disehnados
para identificar posibles secuencias de transito al cloroplasto, predijo como tal a los primeros 70
aminoacidos del ORF de la secuencia ZMtuc03-08-11.12975 (Figura 15) y un corte en la
arginina 70.

Sin considerar el péptido de transito al cloroplasto en el analisis de la secuencia, tanto el
tamafo molecular como el pl disminuyen a 22.9 kDa y 7.08 respectivamente. Estos ultimos
parametros son semejantes a los obtenidos para la traduccién obtenida a partir de la clona 342,
que posee un tamafo molecular tedrico de 22.4 kDa y un pl de 6.49.

La comparacion por BLAST proteina-proteina de la secuencia de aminoacidos traducida
a partir de ZMtuc03-08-11.12975 arrojo los mismos resultados que el alineamiento a nivel de
nucledtidos en lo referente a la homologia con secuencias ya reportadas, es decir,
alineamientos significativos con la TK1 de arroz (e-103), de jitomate (1e-11), de A. thaliana
(9e—10), de L. corniculatus (5e—08) y de H. brasiliensis (3e—06).

3. Busqueda del ADNc de la TK1 de A. thalianay comparaciéon con la TK1 de maiz

En la base de datos del genoma de A. thaliana The Arabidopsis Information Resource (TAIR;
http://www.arabidopsis.org/index.jsp) se encontraron dos secuencias potenciales de genes de
TK1: la primera (AtTK) en el cromosoma 3 (AT3G07800.1) y la segunda (AtTKc) en el
cromosoma 5 (AT5G23070.1). Esta ultima tiene una posible secuencia de transito al cloroplasto
en su extremo amino. El tamafo molecular y el punto isoeléctrico tedricos de las secuencias de
aminoacidos correspondientes a la TK1 de Arabidopsis son 26 kDa y 6.52 para la primera, y
26.4 kDa y 6.88 (sin incluir el péptido de transito al cloroplasto) para la TK1 cloroplastica. La
comparacion de ambas secuencias con la clona 642 y ZMtuc03-08-11.12975 corroboré que son

proteinas que muestran una alta identidad (Tabla 3):
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Tabla 3. Porcentajes de identidad a nivel de nucleétidos y
aminoacidos entre las secuencias de ADNc de la TK1 de maiz y de
A. thaliana (todas las comparaciones se realizaron sin incluir
péptidos de transito).

Secuencias Identidad (%) Identidad (%)
Nucleobtidos Aminoacidos
842 vs. ZMtuc 96 96
542 vs. AtTK 65 66
342 vs. AtTKc 62 62
ZMtuc vs. AtTK 63 64
ZMtuc vs. AtTKc 60 60
AtTK vs. AtTKc 52 53
d42 1
Zmtuc 1 --MREFATRELLABAASAPTVLRASAFPERSLLLEEPFPRGRAZRNMLGARRS[ISEARPER
ALTK 1 MEDEKASFEIKTLDED
AtTKc 1 MFGVERTL I§PSLAPFELHLHKPELFSTALRFSFEIINNI TPTNPPﬁKQﬁKﬂTRV
d42 1 ——————- LVAAAQSGE THV I VGPMFAGKTTALLRRMQAEAGNGRSVAL IKSDKDNRYGLD,

Zmtuc Y\ EGREVYEVRAAQSGE IHV I VGPMF
ALTK 17 BIEESD ISINESGAVHVY 1 FIGPMFSGKE T L L RRINSELIEBGRS VANEK SSKDYRYE
TSS P

AtTKc 63 SSSQ SSESPGEIHVVVGPMFSGKT L LRRIMAERISRIGKEITAN | KSNKDURY®IE
d42

Zmtuc

AtTK

AtTKc

d42

Zmtuc KIVVVAGLDGDYKRRKFGSILDIVPLADSVTKLTARCELCGRRAF!TLRKTQETKTELIG
AtTK K1VIIVAGLDGDYERREFGAVLD I IIPFADSVTKLTARCEMCGHRAFFTLRKNOBTRTEL 1G
AtTKc

d42 iV@ZBCADVYMPVCRQHYMDGQ IV IEATR I VLDLEKRIEEEEEEEE 204

Zmtuc pZIOMGCADVYMPVCRQHYMDGQIVIEATRIVLDLY, STVTAKA;K——— 279

AtTK 196 aS (KMB=DSDSARAESC\UAATI 238

AtTKc 243 YIISSNNHSVVASSL--- 282

Figura 15. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de las secuencias de la TK1 de maiz
y de A. thaliana. El alineamiento se realiz6 con el programa Clustal W (1.82). 642, clona 842; Zmtuc,
ZMtuc03-08-11.12975, AtTK, TK1 de A. thaliana; AtTKc, TK1 cloroplastica de A. thaliana. Las barras
indican las secuencias de union a ATP, Mg2+ y timidina respectivamente. Segun el programa ChloroP, los
primeros 70 aminoacidos de la secuencia ZMtuc03-08-11.12975 corresponde a un péptido de transito al
cloroplasto. Los primeros 44 aminoacidos de la secuencia de AtTKc corresponden a una posible
secuencia de transito al cloroplasto.

La comparacién de la secuencia de la clona 842 con la secuencia EST de maiz y las
TK1 identificadas en A. thaliana confirman la identidad de 642 como una TK1 (Figura 15). Existe
un elevado porcentaje de identidad entre las secuencias de maiz y las de Arabidopsis, aunque
entre 642 y ZMtuc03-08-11.12975 no existe un 100% de identidad. La traduccion de las cuatro
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secuencias de nucleétidos exhibe los dominios tipicos de unién a ATP, Mg®* y timidina de las

TKs tipo 1 identificadas y caracterizadas hasta el momento.

4. Sintesis de ADN en ejes embrionarios y embriones durante la germinacién medida por
incorporacion de [*H]-timidina

Aunque la cuantificacién de la [°H]-Thd incorporada al ADN ha demostrado ser un marcador

preciso del inicio de la fase S en la germinacion de ejes embrionarios de maiz, su aplicabilidad

en el caso de embriones no habia sido demostrada. Por tal motivo, el objetivo de este ensayo

era comprobar la incorporaciéon de [°H]-Thd en el ADN de embriones, lo que demostraria el

paso del nucleétido a través del escutelo hasta llegar al eje embrionario.

Para la realizacién del ensayo, 30 ejes o embriones de maiz se embebieron por
diferentes periodos en medio MS en presencia de 100 uL de [metil-*H]-timidina 48.0 Ci/mmol
(Amersham Pharmacia Biotech). A partir de los embriones germinados, se separaron los ejes
de sus correspondientes escutelos, de manera que la [*H]-Thd alojada —pero no incorporada al
ADN- en el tejido del escutelo no influyera en la determinacién, y se cuantificé la radiactividad

asociada al ADN precipitado con acido tricloroacético (Figura 16).
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Figura 16. Incorporacion de [3H]-Thd en el ADN de ejes embrionarios aislados de embriones de maiz
antes de la incubacién con timidina (<>) y en ejes embrionarios asialdos de embriones de maiz después
de la incubacién con timidina (l). Se muestra la media * la desviacion estandar de tres experimentos
independientes.
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Los resultados confirman que la [*H]-Thd atraviesa el escutelo y llega al eje embrionario,
donde se incorpora al ADN. Asimismo, a lo largo de la germinacion la magnitud de la
radiactividad en los ejes embrionarios (<>) es significativamente menor a la radiactividad de los
ejes extraidos de embriones después de la imbibicién (H). Este hecho indica que, a pesar de la
barrera que representa el cotiledon o escutelo, la reservas lipidicas que éste contiene y los
azucares transportados al eje embrionario desde este tejido constituyen un aporte energético
que aumentan el vigor del eje embrionario, lo que se refleja en la sintesis de ADN.

A pesar de las diferencias en magnitud, se observan patrones comparables en los dos
tejidos: un primer incremento discreto entre las 3 y las 6 horas, que probablemente corresponda
a la sintesis de ADN organelar y con fines reparativos (Baiza et al., 1989; Reyes et al., 1991).
Mientras que en ejes embrionarios los niveles de incorporacion se mantuvieron constantes entre
las 6 y las 12 horas, en los embriones hubo un incremento significativo a las 9 horas, y los
niveles de incorporacion se mantuvieron tres horas después. Los niveles de incorporacion se
duplicaron en ambos tejidos a las 24 horas y esta incorporacién si corresponde a la sintesis de
ADN nuclear (Baiza et al., 1989). En este punto, los niveles de incorporacion especifica de
timidina fueron 7 veces mas altos en los embriones que en los ejes embrionarios,
probablemente debido a que éstos constituyen un tejido mas vigoroso que contendra un mayor
numero de células en proliferacion.

La disminucion en la incorporacién de la marca radiactiva después de 24 horas en los
embriones embebidos se debe a un aumento en la velocidad de la toma de agua —
correspondiente a la fase Ill de la germinacion— que se refleja en el aumento rapido de su peso.

Esto contrasta con los ejes, que después de 24 horas ganan peso mas lentamente (Figura 17).
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Figura 17. Toma de agua de ejes embrionarios (<>) y embriones de maiz (H) durante la germinacién. La
toma de agua de los embriones se midi6é en los ejes embrionarios extraidos a partir de los embriones
después de terminado el periodo de imbibicién. Se muestra la media * la desviacién estandar de tres
experimentos independientes.
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5. Efecto de la hidroxiurea en la incorporacién de [*H]-timidina en embriones de maiz

Las estrategias para detener el ciclo celular pueden ser tanto de indole fisica como quimica. En
sistemas vegetales, las primeras se emplean poco y solo en cultivos celulares en suspensién, y
se basan en la modificacion de las condiciones de crecimiento (luz y temperatura). Los métodos
quimicos suelen ser mas reproducibles y efectivos, y se basan en la remociéon de compuestos
necesarios para el crecimiento (e.g. carbohidratos, nitratos o fosfatos) o en la adiciéon de
compuestos cuya accién bloquea el avance del ciclo celular, e.g. inhibidores de la sintesis de
ADN (Dolezel et al., 1999).

Uno de estos compuestos es la hidroxiurea (HU) que inhibe reversiblemente a la enzima
ribonucledtido reductasa (RNR), a través de la reaccién entre un radical libre nitréxido con un
radical libre tirosilo ubicado en el sitio activo de la enzima. La RNR cataliza la reduccion del
carbono en la posicion 2’ del anillo de la ribosa de los cuatro ribonucleétidos para producir sus
correspondientes desoxirribonucleétidos. Cuando esta actividad se inhibe, se detiene la sintesis
de ADN por escasez de precursores, conduciendo ya sea a la detencion del ciclo celular en G,
tardia/ S temprana, o a la muerte celular en la fase S. (Chabouté et al., 1998). La HU no afecta
el comienzo de la replicacién del ADN, pero si evita la elongacién de nuevas cadenas. La HU se
ha utilizado tradicionalmente como una herramienta para sincronizar cultivos de células de
mamifero y levadura (Futcher, 1999) y también hay antecedentes de su uso en sistemas
vegetales (Dolezel et al., 1999).

El bloqueo del avance del ciclo celular por accion de la HU permitira determinar la
posible funcion de la via de salvamento de nucledtidos, en la que participa la TK1. Asimismo,
permitira estudiar si la regulacion de los niveles de proteina de la TK1 y su correspondiente
actividad enzimatica estan sujetas al avance temporal del ciclo celular durante la germinacion y
elongacién de embriones de maiz.

Con el fin de determinar la concentracién de HU necesaria para inhibir la replicacién del
ADN en este sistema biolégico, se sembraron embriones de maiz y se embebieron durante 24
horas (momento de la maxima sintesis de ADN; Figura 16) en presencia de [*H]-Thd y de

diferentes concentraciones de HU.
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Figura 18. Efecto de la HU en la sintesis de ADN durante la germinacién de embriones de maiz. En cada
experimento se sembraron 10 embriones, a partir de cuyos ejes se realizd la medicion de la
incorporacion de la Thd marcada radiactivamente a las 24 horas de imbibiciéon. Se muestra la media * la
desviacion estandar de cuatro experimentos independientes.

En la Figura 18 se muestra el efecto de la HU sobre la incorporacién de timidina al ADN.
La HU afecté la incorporacién de [°H]-Thd al ADN pues se observé una reduccion de 2.4, 5.2 y
7.9 veces con respecto al control, con 100, 200 y 250 mM de HU respectivamente. La
disminucion en la incorporacion confirma que el inhibidor fue capaz de penetrar a través del
escutelo y es probable que la inhibicion del aporte de novo de desoxirribonucleétidos cause
detencion en la primera fase S de la germinacion/elongacion, indispensable para el
establecimiento exitoso de la plantula.

De acuerdo con estos resultados experimentales, la concentracion de HU 200 mM fue
elegida para estudiar la regulacion de los niveles de proteina y actividad de la TK1 durante la

germinacion/elongacion de semillas de maiz.

6. Incorporacion de [*H]-timidina al ADN durante la germinacién en presencia de HU

Una vez caracterizado el perfil de incorporacion de [°H]-Thd durante la germinacion de
embriones de maiz, se determiné este parametro en presencia de HU 200 mM hasta las 24
horas.

La presencia de la HU caus6 una reduccion en la toma de agua de los embriones. A las
24 horas, la HU (200 mM) inhibi6 el 23% la toma de agua (Figura 19A). A tiempos mas cortos
(3-18 horas) la toma de agua no difirié significativamente entre el control y el tratamiento. Este

comportamiento concuerda con la evidencia que demuestra que el crecimiento de los ejes
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durante las primeras horas de la germinacion (proceso que concluye con la protrusién de la
radicula) depende en gran medida de la rapida toma de agua, mientras que en tiempos
posteriores depende de la divisién celular (Baiza et al., 1989).

La incorporacién de timidina al ADN se detectd entre las 6 y las 9 horas de imbibicién,
como ya se habia observado, y se incrementd de manera importante a partir de las 12 horas. La
HU claramente inhibi6 la incorporacion de [°H]-Thd desde las 9 horas, y no se observd
incremento significativo a tiempos posteriores. A las 24 horas, la inhibicion en la incorporacion
de Thd fue aproximadamente de 80%, consistente con el hecho de que el crecimiento en esta

etapa depende de la proliferacién celular.
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Figura 19. Efecto de la HU en la toma de agua y en la incorporacion de timidina al ADN. A. Incremento
en el peso humedo durante la germinacion de embriones de maiz embebidos en ausencia y presencia de
HU. La toma de agua se midi6 pesando los ejes extraidos a partir de los embriones germinados. Se
indican las tres fases de la toma de agua, |, Il y Ill. B. Sintesis de ADN medida como la incorporacion de
[3H]-Thd. El contenido del nucledtido marcado se midi6 en el material precipitado con acido
tricloroacético (TCA) de ejes extraidos a partir de los embriones germinados.
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7. Actividad de timidina cinasa durante la germinacién

Se evaluo la actividad de la enzima durante la germinacién de los embriones de maiz, usando el
protocolo de Wolcott & Colacino (1989). Este método se fundamenta en la incubacion del
nucledsido radiactivo [*H]-Thd con el extracto proteico en presencia de ATP y la consecuente
precipitacion selectiva con cloruro de lantano (LaCls) de los compuestos fosforilados. Después

de lavar el precipitado se determina la cantidad de marca radiactiva por centelleo.

a. Condiciones para medicion de la actividad de TK1 en extractos proteicos
La linearidad de la reaccion con respecto al tiempo se evalud en un periodo de 6 horas, durante
el cual se observé muy baja actividad durante los primeros 60 min y una relacion lineal a partir
de este tiempo (Figura 20A). Este ensayo permitido establecer un tiempo de reaccion de 120
minutos que permiti6 detectar cuantitativamente la actividad pues se obtuvieron

consistentemente valores de incorporacién de marca radiactiva muy superiores al blanco.

b. Efecto de la concentracion de enzima en la velocidad enzimética
El objetivo de este ensayo es determinar la existencia de proporcionalidad entre la velocidad
inicial y la cantidad de proteina presente en el extracto proteico, para lo cual se midié la
velocidad a diferentes concentraciones de proteina. En la Figura 20B se muestra que hubo muy
baja actividad cuando se probaron cantidades menores a 250 ug de proteina. Sin embargo se
pudo detectar actividad apreciable a partir de 300 ug de extracto proteico y se observo a partir
de este punto una relacién lineal entre la velocidad y la cantidad de proteina. Para los ensayos
subsecuentes se utilizaron 500 ug de proteina total, pues resulté conveniente de acuerdo a la

cantidad de proteina extraida de los tejidos.
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Figura 20. Curso de reaccion y efecto de la concentracion de enzima. A. Curso temporal de la reaccion
catalizada por la TK1. Las mediciones se tomaron en intervalos de 10 minutos durante 6 horas. La
concentracion de [3H]-Thd en el ensayo fue 20 nM, equivalente a 1 uCi. La concentracion de proteina
total fue de 500 pg/mL. La concentracién de ATP y Mg2+ es la indicada en Materiales y Métodos. B.
Efecto de la concentracién de enzima sobre la velocidad de la reaccion enzimatica. La concentracion de
[3H]-Thd en el ensayo fue 20 nM, equivalente a 1 uCi. El tiempo de reaccion fue de 2 horas. La
concentracién de ATP y M92+ es la indicada en Materiales y Métodos.

c. Efecto de la concentracién de [*H]-Thd sobre la velocidad de la reaccion
enziméatica

Para determinar el efecto de la concentraciéon de sustrato en el ensayo de actividad se hicieron

diluciones de la solucién stock de [*H]-Thd en la mezcla de reaccion y se determind la actividad

con un extracto proteico (500 ug) de 12 horas de germinacién (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad de la reaccion enzimatica. La
cantidad de proteina en el ensayo fue de 500 ug. El tiempo de incubacién fue de 2 horas. La maxima
concentracion de [3H]-Thd que se puede alcanzar con la solucién adquirida al proveedor es de 2.0 uM.
Para las concentraciones 4, 8 y 10 uM se complet6 con 2, 6 y 8 uL de una soluciéon 1 mM de timidina no
marcada radiactivamente.

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 21, se observé que a bajas
concentraciones de timidina, la actividad fue proporcional a la concentracién de sustrato
(0.025—0.5 uM; Figura 21A, Tabla 4) pero a partir de 2.0 uM de timidina total no se observé un
incremento sustancial en la actividad enzimatica (Figura 21B, recuadro). La concentracién de

timidina total elegida fue de 2.0 uM, para los ensayos subsecuentes.

d. Efecto de la dilucion isotépica de [*H]-Thd
Con el propdsito de aprovechar al maximo la [°*H]-Thd disponible, se realizaron diluciones
isotopicas con Thd sin marca para determinar la relacién 6ptima de [°H]-Thd/Thd cuando se

utiliza 2 uM de Thd total como sustrato (Tablas 4 y 5):
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Tabla 4. Actividad de la TK1 de maiz con diferentes concentraciones del sustrato marcado
radiactivamente. La actividad esta expresada tanto en pmol h~" mg_1 de proteina como en porcentajes
relativos.

Concentracion [°H*]-Thd (uM) 2.00 1.60 0.80 0.20 0.02
Actividad (pmol h™ mg™) 2556 +5.22 21.94+2.09 1553 +0.28 5.83+1.20 1.05+0.38
Actividad (%) 100.0£20.4 858+82 60711 228+47 41%15

Tabla 5. Efecto de la dilucién isotdpica sobre la actividad de la TK1 de maiz cuando se adiciona a la
mezcla de reaccion timidina no marcada. La actividad se expresa tanto en pmol h™' mg_1 de proteina
como en porcentajes relativos. La concentracion total de timidina (marcada + no marcada) es en todos
los casos 2 uM.

Relacién [*H]-Thd : Thd 4:1 1:15 1:90 1:990
Concentracion [°H*]-Thd (uM) 1.60 0.80 0.20 0.02
Concentracion Thd (uM) 0.40 1.20 1.80 1.98
Actividad (pmol h* mg™) 22.85+1.35 11.89+0.67 3.01+0.39 0.33 +0.01
Actividad (%) 89.4+53 465+26 11.8+15 1.3+0.04

A pesar de la presencia de Thd no marcada, en todos los casos fue posible detectar la
actividad enzimatica. Para los ensayos sucesivos se eligié una relacion [*H]-Thd/Thd = 1 : 1.66,
es decir, de 0.75 pM [*H]-Thd por 1.25 uM de Thd (37.5 uL de [*H]-Thd y 1.25 puL de Thd 1 mM),
suficiente para saturar la enzima y al mismo tiempo minimizar el consumo del nucledsido

marcado; esta relacion se considero para los calculos de actividad.

e. Efecto de la concentracion de 5-bromo-desoxiuridina sobre la actividad de la TK1
Un criterio adicional para caracterizar la actividad de fosforilacion en los extractos de maiz como
timidina cinasa, consiste en usar 5-bromo-desoxiuridina (5-Br-dUrd), un inhibidor competitivo
bien caracterizado de la TK1 humana que tienen una K; = 1.8 uM (Lee & Cheng, 1976).

En la Figura 22 se muestra que la actividad de fosforilacion fue susceptible a
concentraciones crecientes del inhibidor y se encontré que a una concentracién de 50 uM se
inhibi6 aproximadamente el 50% de la actividad de TK1 medida (ls0=50 uM); con
concentraciones elevadas del inhibidor se observé un abatimiento total de la actividad

fosforilante (Figura 22B).
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Figura 22. Efecto de la concentracion de 5-Br-dUrd sobre la actividad de la TK1. El ensayo se realizd
como se describe en Materiales y Métodos, usando [*H]-Thd (2.0 uM) como sustrato.

f. Uso de AMP como donador de fosfato en la reaccion de fosforilacién
El AMP es un donador de grupos fosfato en reacciones catalizadas por nucledsido
fosfotransferasas que pueden fosforilar a la timidina. Para determinar si esta actividad estaba
presente en los extractos proteicos de los embriones, se sustituyo el ATP por AMP (10 mM) en

la mezcla de reaccion del ensayo enzimatico y se midio la actividad de fosforilacion en extractos

proteicos obtenidos a partir de apices de embriones germinados por 3, 6, 9, 12, 18 y 24 horas.
9 -
8 4

|—8—ATP —0—AMP |
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Tiempo de imbibicion (h)

Figura 23. Actividad de fosforilacion de timidina debida a nucledsido fosfotransferasas dependientes de
AMP. La concentracion de AMP o ATP en el ensayo correspondiente fue de 10 mM. Se muestra la media
* la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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Como se muestra en la Figura 23, se detecté una actividad basal de nucledsido
fosforilasa dependiente de AMP en los extractos de semilla seca y estos niveles de actividad se
mantienen constantes durante la germinacion de los embriones. Esto contrasta con la actividad
de fosforilacidon dependiente de ATP que corresponderia a la TK1 y que se incrementé durante

la germinacion.

g. Efecto de la HU sobre la actividad de la TK1 durante la germinacién

Para determinar el efecto de la HU en la actividad de la TK1 se germinaron embriones de maiz
hasta 24 horas en presencia de HU (200 mM) y se determind la actividad enzimatica en los
extractos proteicos de ejes embrionarios de muestras colectadas a distintos tiempos de
imbibicién.
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Figura 24. Efecto de la HU en la actividad de la TK1 durante la germinacién. La concentracion de HU en
el medio de imbibicion fue de 200 mM. Se muestra la media + la desviacién estandar de tres
experimentos independientes.

El efecto de la HU sobre la actividad de la TK1 no fue evidente durante las primeras
horas de germinacion y fue comparable a la de los embriones control. Sin embargo, mientras
que en los embriones control la actividad se incrementé a partir de las 12 horas de germinacion,
como ya se habia observado, en los embriones germinados en presencia de HU la actividad se
mantuvo en los mismos niveles (Figura 24). A las 24 horas se observé una inhibicion
aproximada del 67%. Estos datos son consistentes con la detencion del avance del ciclo celular

y la biosintesis de ADN.
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8. Obtencién de anticuerpos anti-TK1 de maiz

a. Amplificacion del ADNc de la TK1 de maiz y clonacion en un vector de expresion
Para la obtencién de anticuerpos homologos y polivalentes dirigidos en contra de la TK1 de
maiz, se reamplificd por PCR toda la secuencia codificante de la clona 642 para clonarla en un
vector de expresion. Se disefiaron dos cebadores (TKFOR2 y TKREV2) con sitios de corte para
las enzimas BamHI y EcoRI en sus extremos 5, de manera que permitieran la clonacion
direccional.

El producto amplificado por PCR (llamado TK22) obtenido utilizando como molde el
ADNCc 5842 y los cebadores TKFOR2 y TKREV2, se cloné en un vector de la serie pGEM (Figura
25A). La clonacién exitosa se comprobd liberando el inserto mediante digestion con EcoRl
(Figura 25C) y amplificando el inserto con los cebadores TKFOR2 y TKREV2, con el plasmido
pGEM-TK22 como molde (Figura 25B). Cuando el producto de la digestion y de la amplificacion
se resolvieron en geles de agarosa, se observé una banda correspondiente a un ADN mayor a
600 pb.

Para realizar la clonacion direccional del inserto TK22, primero se extrajo la construccién
pGEM-TK22 de un cultivo de células de E. coli y se purificé por MINIPREP a partir de un gel de
agarosa. El inserto se liberd por digestién con las enzimas EcoRl y BamHI, y se ligd a un
plasmido de la serie pGEX (Figura 25D) que habia sido digerido con las mismas enzimas de
restriccion. La clonacion exitosa en pGEX se demostré por digestion del plasmido recombinante
con EcoRI y BamHI (Figura 25E) y amplificacién con los cebadores TKFOR2 y TKREV2 (Figura
25F).
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Figura 25. Clonacion del ADNc de la TK1 de maiz en el vector pGEM y en el vector de expresion pGEX.
A. Mapa de restriccion del plasmido pGEM. B. Carril 1, marcador de 100 pb; carril 2, PCR con los
cebadores TKFOR2 y TKREV2 del inserto TK22 clonado en pGEM. C. Carril 3, marcador de 100 pb;
carril 4, digestién con EcoRl y BamHI para liberar el inserto TK22 del vector pGEM. D. Mapa de
restriccion del plasmido pGEX. E. Carril 5, digestion con EcoRl y BamHI para liberar el inserto TK22 del
vector pGEX; carril 6, digestion con EcoRI y BamHI de un vector pGEX vacio; carril 7, marcadores de
100 pb. F. Carril 8, marcadores de 123 pb; carril 9, PCR con los cebadores TKFOR2 y TKREV2 del
inserto TK22 clonado en pGEX.

b. Sobreexpresion de la proteina recombinante GST-TK22

La sobreexpresion de un péptido a partir de un vector pGEX produce una proteina quimérica
fusionada a la proteina glutatién S-transferasa (GST; P.M. 26 kDa). El péptido de interés puede
escindirse de la GST utilizando la proteasa trombina. Asimismo, la presencia de la GST permite
purificarla mediante cromatografia de afinidad con glutatién unido a esferas de sefarosa. La
induccién del promotor de la p-galactosidasa que regula la transcripcion de la proteina
quimérica se efectua con isopropiltiogalactésido (IPTG), un compuesto analogo de la lactosa.

Las células de E. coli transformadas con el plasmido GST-TK22 (Figura 26A y B)
sobreexpresaron la proteina de fusién de aproximadamente 28 kDa. Sin embargo, no fue
posible purificarla por cromatografia de afinidad debido a que la proteina se localizaba en
cuerpos de inclusién en la bacteria. Se probaron diferentes concentraciones de IPTG, durante

distintos periodos de induccién y también se intentaron otras condiciones y tiempos de
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sonicacion de las células, pero no se pudo solubilizar a la proteina bajo ninguna de esas
condiciones (Figura 26D, carril 1). Dada la dificultad para purificar la proteina recombinante en
suficiente cantidad y pureza para la inmunizacion de conejos, solamente se purificaron bajas
cantidades de ésta por la técnica de electroelucion a partir de geles SDS-PAGE (Figura 26C).
La concentracion aproximada de proteina recombinante obtenida por este método fue de 2

ng/ul, y se empled para los experimentos de competencia en la caracterizacion del anticuerpo.
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Figura 26. Sobreexpresioén y purificacion de la proteina recombinante GST-TK22. A. Sobreexpresién con
IPTG de la proteina GST (26 kDa) a partir de células de E. coli transformadas con un plasmido pGEX
vacio y sobreexpresion de la proteina recombinante GST-TK22 (48 kDa). B. Inmunoblot anti-GST del
SDS-PAGE de la Figura A. C. Proteina GST-TK22 purificada por electroelucion. D. Purificacién por
cromatografia de afinidad con glutation-sefarosa de la proteina GST-TK22: carril 1, residuos insolubles
de las células de E. coli después de la sonicacion; carril 2, sobrenadante después de la sonicacion; carril
3, sobrenadante después de la adicion de la resina de glutation-sefarosa; carriles 4, 5, 6, 7 y 8, lavados
de la resina con PBS 1x pH 7.3; carriles 9, 10 y 11, lavados con Tris 50 mM pH 8; carriles 12, 13, 14 y
15, elucion con glutation 15, 20, 30 y 50 mM respectivamente; carril 16, tratamiento con trombina.
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c. Disefio de un péptido inmunogénico a partir del ADNc 842 de la TK1 de maiz
La alternativa para la obtencién de anticuerpos fue la sintesis quimica de un péptido con la
secuencia de aminoacidos de la TK1 traducida a partir del ADNc 842, correspondiente al sitio de
unién del nucledsido timidina. Asimismo, el analisis de inmunogenicidad y del perfil hidrofébico
de la secuencia de aminoacidos (realizado con el programa disponible en
http://www.changbioscience.com/abie/abie.html/) indic6 como uno de los posibles péptidos
inmundgenos la secuencia comprendida entre los aminoacidos 120 y 130 de la clona 842
DGDYKRRKFGSILD (en negritas se indica la secuencia de union a Thd), que ademas posee un

caracter hidrofilico.

d. Caracterizacion del suero anti-TK1 de maiz
Para determinar la presencia de anticuerpos, se probaron diluciones iguales del suero
preinmune y del suero inmune en un inmunoblot contra extractos proteicos de 18 horas de
germinacion (Figura 27C). Se observdé que el suero preinmune uUnicamente reaccioné una
proteina de alto peso molecular (~75 kDa) mientras que con el suero inmune se identificé una
proteina de 37 kDa que reaccioné fuertemente, y cuya intensidad fue proporcional a la dilucion
del anticuerpo (Fig. 27A). Al incrementar el tiempo de exposicién de la pelicula autorradiografica
se observd la aparicion de otras bandas inmunorreactivas de aproximadamente 30 y 60 kDa
(Fig. 27B). Del suero inmune se precipitaron las inmunoglobulinas y esta fraccion se empled

para el resto de los experimentos.
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Figura 27. Caracterizacion del suero anti-TK1 por western blot (quimioluminiscencia). A. Suero
preinmune versus suero anti-TK1. El tiempo de exposiciéon de la pelicula fue de 15 minutos. B. Titulacion
del suero anti-TK1 de maiz contra diferentes cantidades de proteina total de extractos de 12 horas de
imbibicion; se probaron diluciones 1:500 y 1:1500 del suero. C. Inmunoblot del suero anti-TK1 dilucion
1:1000 contra extracto proteico (ver Materiales y Métodos) de 12 horas de germinacion (15 ug de
proteina total). La pelicula se expuso por 20 minutos.

Con el objetivo de determinar la especificidad de los anticuerpos se probaron éstos por
inmunoblot contra la proteina recombinante GST-TK22 (Figura 28). Se observé un
reconocimiento especifico de la proteina de fusién, y que este reconocimiento fue abatido
cuando el anticuerpo fue preincubado primero con la proteina recombinante purificada. Cuando

se probaron cantidades mas altas de proteina, el reconocimiento se abatié por completo.
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Figura 28. Reconocimiento por inmunoblot de la proteina recombinante GST-TK22 (48 kDa) con suero
competido con GST-TK22. En la membrana se transfirieron diferentes cantidades de GST-TK22 aislada
por electroelucién. En la parte inferior de la figura se incluyen las mediciones de densidad 6ptica de las
bandas detectadas por inmunoblot. La exposicion de la pelicula de autorradiografia fue de 5 minutos. Las
imagenes fueron capturadas con un equipo Fluor-STM Multilmager (Bio-Rad), y analizadas con el
programa de analisis Quantity One®.

Se desconoce porqué el tamafio molecular de la proteina de mayor inmunorreactividad
es superior a los 30 kDa que predice el ADNc armado a partir de secuencias EST, y no se
descarta la posibilidad de que la proteina sufra modificaciones post-traduccionales que alteren
su migracion en SDS-PAGE. Sin embargo, por el tamafio (~37 kDa), es muy probable que la
sefal detectada corresponda a un monémero de la TK1.

Se disefid un segundo ensayo de competencia, pero ahora se inmovilizaron en la
membrana 15 ug de proteina de apices de embriones sin germinar y germinados durante 3, 6 y
9 horas. El anticuerpo se incubd con la proteina GST-TK22 (25, 50 y 100 ug) como ya se

describio.

Competidor (ug) 0 25 50 100

Tiempo de
imbibicion (h) 0 3 6 9 0 3 6 9 0 3 6 9 0 3 6 9
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Figura 29. Reconocimiento por inmunoblot de la proteina TK1 de maiz en extractos de meristemos de
embriones germinados con suero competido con GST-TK22. En la membrana se transfirieron 15 pg de
extracto proteico de embriones germinados por los periodos de tiempo indicados. En la parte inferior de
la figura se incluyen las mediciones de densidad dptica de las bandas detectadas por inmunoblot. La
exposicion de la pelicula de autorradiografia fue de 25 minutos. Las imagenes fueron capturadas con un
equipo Fluor-STM Multilmager (Bio-Rad), y analizadas con el programa de analisis Quantity One®.

En extractos proteicos obtenidos a partir de embriones secos o germinados, el suero
anti-TK1 reconocié fuertemente una banda de aproximadamente 37 kDa que probablemente
corresponde a la TK1 de maiz (Figura 29). La senal correspondiente a esta proteina disminuyd

conforme se incremento la concentracion de GST-TK22 en el ensayo de competencia. El hecho
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de que la senal no haya desparecido completamente, como en el caso de la figura anterior,
probablemente se deba al prolongado (25 minutos) tiempo de exposicion de la autorradiografia,
que fue cinco veces mas largo. Sin embargo, también existe la posibilidad de que la senal
reconocida por los acticuerpos no corresponda a la TK1 de maiz. En este ensayo preliminar, la
cantidad aparente de la proteina inmunorreactiva se mantiene constante en los cuatro
diferentes tiempos de la germinacion muestreados, independientemente de la cantidad de

competidor.

9. Determinacién de los niveles de la TK1 de maiz durante la germinacién de embriones

Una vez establecidas las condiciones para la deteccion de la proteina TK1 se determinaron los
niveles de ésta en los apices de embriones germinados durante 3, 6, 9, 12, 18 y 24 horas, en

ausencia y presencia de HU (Figura 30 y 31).
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Figura 30. Deteccion de los niveles de TK1 durante la germinaciéon de embriones de maiz en presencia
de HU. Se transfirié a la membrana el equivalente a 10 ug de proteina total y el inmunoblot se realiz6 con
una dilucién 1:1000 del suero anti-TK1. En el recuadro inferior se muestra la calibraciéon del contenido
proteico por SDS-PAGE. El tiempo de exposicion de la autorradiografia fue de 6 minutos.

700 -
600 _ _ TT
g 500 ':I-I: J_l T I
£ 400 - =1 ll
S 300 |
200 -
100 -
0
0 3 6 9 12 18 24

Tiempo (horas)

Figura 31. Analisis densitométrico del inmunoblot anti-TK1 durante la germinacién, en ausencia y
presencia de HU. Las imagenes fueron capturadas con un equipo Fluor-S™ Multilmager (Bio-Rad), y
analizadas con el programa de analisis Quantity One®. Se muestran la media + la desviacion estandar
de tres ensayos independientes.
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Durante la germinacion —ya sea con o sin HU en el medio—, la cantidad de TK1 en el
tejido apical de los embriones parece mantenerse constante, a pesar de que la incorporacién de
timidina marcada radiactivamente aumenta conforme transcurre la germinacion y la elongacion.

Asimismo, el inmunoblot demuestra la presencia de proteina en embriones secos.
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DISCUSION

1. Andlisis de la secuencia de nucleétidos de la TK1 de maiz

La clona 642 contiene un ADNc parcial con una alta identidad a la TK1 de plantas, mamiferos,
hongos filamentosos, bacterias y virus. La traduccién de la secuencia de nucleétidos de la clona
642 predijo un polipéptido de 204 aminoacidos con un peso molecular teérico de 22.4 kDa y un
punto isoeléctrico de 6.49, que contiene los sitios consenso de unién a timidina, ATP y Mg®,
caracteristicos de la TKs tipo 1 conocidas.

Con el propdsito de conocer la secuencia completa del transcrito 342, se construyeron
un par de bancos de ADNc a partir de ARNm extraido de embriones de maiz de la raza
Chalquefio embebidos por 6, 24, 48 y 72 horas, tiempos en los cuales se habia demostrado
previamente la presencia del transcrito de la TK1 por Northern blot. Sin embargo, no fue posible
aislar la secuencia completa del ADNc de la TK1 por técnicas de PCR con cebadores
complementarios a diferentes regiones de la clona 642 y al sitio multiple de clonacion del vector
del banco pSPORT1. Por otro lado, se aprovech¢ la informacion de las bases de datos del
proyecto de secuenciacion del genoma de maiz, lo que permitié analizar la secuencia probable
del ADNc de la TK1 de maiz al ensamblar secuencias parciales EST (ZMtuc03-08-11.12975)
que tienen una alta identidad con la secuencia de la clona 642.

Aunque el analisis de las regiones no traducidas 3' y 5' no se realizdé con un programa
disefiado para la identificacion de elementos regulatorios de transcritos de plantas, permitio la
identificacién de un extremo 5 UTR de 213 pb, un marco abierto de lectura de 837 pb
(nucledtidos 213—-1052) y un extremo 3’ UTR de 352 pb (nucledtidos 1053—-1404). En la region
3 UTR de ZMtuc03-08-11.12975 no se encontro la sefial de poliadenilacion candnica, AAUAAA,
pero si se identificaron variantes de ésta que pudieran ser funcionales (Joshi, 1987; Rothnie,
1996).

El porcentaje de identidad entre ZMtuc03-08-11.12975 y 542 es del 96% a nivel de
nucleotidos, con nueve nucledtidos diferentes ubicados al principio y final de la secuencia 542.

Esta alta identidad sugiere que provienen de un par de copias polimérficas del mismo gen.

2. Analisis de la secuencia de aminoacidos de la TK1 de maiz

La traduccion de la secuencia de nucleétidos de ZMtuc03-08-11.12975 predijo un péptido de

271 aminoacidos con un tamafo teorico de 30.2 kDa, en cuya secuencia se identificaron los
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motivos consenso de unién a ATP, Mg?* y timidina, idénticos a los traducidos a partir de la clona
842. A diferencia de esta secuencia, ZMtuc03-08-11.12975 parece tener un ORF completo. A
partir de la comparacion de ambas secuencias es evidente que la clona 842 es 75 aminoacidos
mas corta (68 aminoacidos menos en el extremo N-terminal y 7 aminoacidos menos en el C-
terminal). El porcentaje de identidad entre las secuencias es del 96% con 7 aminoacidos
diferentes en la secuencia que comparten.

Fue interesante identificar que los primeros 70 aminoacidos del extremo amino de
ZMtuc03-08-11.12975 corresponden a una secuencia potencial de transito al cloroplasto que
podria localizar a la timidina cinasa en los cloroplastos o plastidios. Aunque la longitud y la
secuencia de los péptidos de transito (cTPs o chloroplast transit peptides) son muy variables
(desde 30 hasta mas de 80 residuos [von Heijne & Nishikawa, 1991]), generalmente son ricas
en aminodacidos hidroxilados y tienen un bajo contenido de aminoacidos acidos (Emanuelsson
et al.,, 1999). La comparacion de los cTPs —cuyo procesamiento ha sido confirmado
experimentalmente— con respecto a la secuencia de las proteinas cloroplasticas cuyo importe
dirigen, demostré la abundancia relativa de los aminoacidos Ser (19% contra 6%) y Thr (9%
contra 5%), asi como un bajo contenido o ausencia de residuos de Asp, Glu y Tyr. Entre los
primeros 10 residuos la abundancia de Pro y Gly es baja y predominan los aminoacidos sin
carga; en la region central de longitud variable la Ser es abundante, y en los ultimos 10 residuos
la Arg es abundante y la Leu escasa. Entre las posiciones —3 y —1 con respecto al sitio de
procesamiento, la abundancia de aminoacidos que favorecen giros en la estructura secundaria
(Gly, Ser, Asp, Asn y Pro) es baja (von Heijne et al., 1989). Los cTPs carecen tanto de
secuencias como de motivos estructurales conservados, a diferencia de lo observado en los
péptidos sefial de secrecion y de importe a la mitocondria (von Heijne et al., 1989; von Heijne &
Nishikawa, 1991).

El perfil de hidrofobicidad, el analisis del momento hidrofobico, la prediccion de
estructura secundaria y el analisis de péptidos de estructura tridimensional conocida han sido
incapaces de demostrar la presencia de estructuras secundarias conservadas en los péptidos
de transito al cloroplasto. Este hecho sugiere que dichos péptidos forman estructuras flexibles
de plegamiento al azar. Las longitudes variables y la tolerancia a deleciones e inserciones en la
regién central concuerdan con esta hipotesis (von Heijne & Nishikawa, 1991).

La mayoria de los péptidos de transito al cloroplasto carecen de secuencia consenso en
el sitio de procesamiento. Sin embargo, algunos poseen el motivo (Val/lle)-X-(Ala/Cys)|Ala. El

72% de 32 secuencias analizadas posee un residuo hidrofébico con una ramificacion en el
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carbono B (lle o Val) en la posicién —3 o0 —2. Asimismo, el 45% de dichas secuencias presenta
una Ala en la posicion —1 y/o +1 (Gavel & von Heijne, 1990).

La longitud del péptido sefial probable de la TK1 de maiz esta acorde con las longitudes
reportadas (30-80 residuos) para otros péptidos de este tipo. Segun el analisis de los primeros
70 residuos de la secuencia de la TK1 de maiz, hay 11 residuos de Ser (16% de la composicion
del péptido sefial con respecto al 5% del resto de la composicion de la proteina) y solamente un
residuo acido (Glu en la posicion —3 con respecto al sitio de procesamiento y ningun residuo de
Asp). Asimismo, dicha secuencia carece de Tyr en toda su secuencia, de Leu en las ultimas 10
posiciones y en —3 y —1 no hay Gly, Ser, Asp, Asn, o Pro. En la posicién —2 existe una Val y en
+1 una Ala, y de los ultimos 10 residuos, dos son Arg. En conjunto, estas caracteristicas hacen
suponer la posible funcién del péptido como sefial para el importe de la TK1 al cloroplasto, a
pesar de la ausencia del motivo que caracteriza el sitio de procesamiento de algunos péptidos.
Esto colocalizaria a esta enzima con las enzimas de la sintesis de novo de nucledtidos de
pirimidina, pues se ha demostrado que esta via ocurre en los plastidios (Moffatt & Ashihara,
2002).

La comparacion entre la secuencia potencial de transito al cloroplasto de la TK1 de maiz
con las secuencias correspondientes de 32 secuencias proteinas que contienen bona fide cTPs
demostré una muy baja identidad (Tabla 6, Apéndice B), lo que es consistente con la baja
conservacion a nivel de estructura primaria de este péptido de transito.

El procesamiento del posible péptido sefal generaria una proteina madura de
aproximadamente 23 kDa, que no se detectd en los inmunoblots, por o que es indispensable
comprobar experimentalmente la funcionalidad de esta secuencia y la localizacion subcelular de
la timidina cinasa de maiz.

La estrecha interrelacion regulatoria entre la via de novo y la de salvamento hace viable
que las enzimas de esta ultima ruta puedan ubicarse también en el cloroplasto o en plastidios
no fotosintéticos. Aunque los embriones de maiz son tejidos no fotosintéticos se ha demostrado
que hay plastidios funcionales en este tejido que son capaces de realizar intercambio de acidos
organicos (Lara-Nufiez & Rodriguez-Sotres, 2004) y otras funciones. Ademas de las funciones
fotosintéticas y de asimilacién de carbono, los plastidios llevan a cabo la asimilacion de
nitrégeno inorganico y la biosintesis de aminoacidos, acidos grasos, almidon, metabolitos
secundarios y pigmentos. A diferencia de los cloroplastos, el metabolismo biosintético de los
plastidios no fotosintéticos depende del importe tanto de fuentes de carbono como de energia
desde el citosol. Los plastidios poseen todas o muchas de las enzimas que participan en la

glicdlisis y en la via de las pentosas fosfato. El ATP, NADPH vy los azucares (e.g. ribosa fosfato)
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producto de dichas rutas metabdlicas son sustratos indispensables para la sintesis de
nucleotidos, por lo que resulta factible que el metabolismo del plastidio sea capaz de sostener el
aporte de los sustratos necesarios para la sintesis tanto de novo como de salvamento de
nucleodtidos. Los procesos biosintéticos que se llevan a cabo en los plastidios no fotosintéticos
resultan especialmente relevantes en el caso de los tejidos de almacenamiento de especies
como maiz (Emes & Neuhaus, 1997). Dada la ausencia de tejidos fotosintéticos durante la
germinacion de los embriones de maiz, es factible que los plastidios desempefien un papel
importante en la contribucién de metabolitos (por ejemplo nucleétidos para la sintesis de ADN)
para el crecimiento y desarrollo tempranos.

En plantas son escasos los reportes en torno a la TK1. Sin embargo, en el alga
unicelular fotosintética Acetabularia mediterranea se ha reportado la presencia de una TK1 en
cloroplasto que proviene de un gen que parece ubicarse en el cromosoma del plastidio. La
actividad de la enzima se incrementa en la fase generativa del alga, caracterizada por la
proliferacion celular, y se debe a un aumento en la sintesis de la proteina (Bannwarth &
Schweiger, 1975; Bannwarth et al., 1977a y b). En este mismo organismo se ha reportado la
presencia de la timidilato cinasa (TMP cinasa) y la TDP cinasa, que catalizan la fosforilacion
dependiente de ATP de la TMP que produce la TK1 para producir TTP. Ambas enzimas se
localizan también en el cloroplasto y su actividad aumenta en la fase generativa del alga (de
Groot & Schweiger, 1983).

La regulacion coordinada y el rapido intercambio de nucledtidos entre diferentes
compartimientos celulares ha sido demostrado en cultivos celulares de mamiferos (Pontarin et
al., 2003). La pozas de TTP citoplasmica y mitocondriales se hallan comunicadas entre si, con
intercambio de este nucledtido entre uno u otro compartimiento. En células con una TK1 activa,
la poza de TTP mitocondrial depende en su mayoria del salvamento de nucledtidos de timina y
la sintesis de novo que se llevan a cabo en el citoplasma. En este caso, la contribucion de la
TK2 mitocondrial es minima. Por el contrario, en células sin TK1, el TTP citoplasmico proviene
del aporte mitocondrial (Welin et al., 2004). Aunque los estudios acerca de la interrelacién entre
las pozas de diferentes organelos son escasos, es posible suponer que las pozas citoplasmicas
y cloroplasticas se comunican entre si.

En las secuencias de timidina cinasa de plantas se encuentran conservados los
dominios de unién a ATP, Mg* y timidina comparables con las secuencias homélogas de otros
eucariontes. Sin embargo, otros motivos que se han caracterizado en esta enzima y que
regulan su actividad y estabilidad no se encuentran en las secuencias de las proteinas de

plantas. La Ser 13 de la TK1 de humano es blanco de fosforilacién por un complejo Cdk-ciclina,
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y esta modificaciéon regula la oligomerizaciéon de un estado tetramérico activo, a uno dimérico
inactivo. Este residuo esta conservado en humano, rata, ratdén y gallo, y parece ser exclusivo de
las TKs 1 de animales, ya que esta ausente de las TKs 1 virales, de bacterias, parasitos,
hongos y plantas (Suzuri, 2001). Otro aminoacido que participa en la transicién reversible
dimero < tetramero dependiente de la concentracion de ATP es la Val 106 de la TK1 de
humano ya que la sustitucion de este residuo por Met induce la oligomerizacion permanente del
tetramero activo (Berenstein et al., 2000). El tamafio y la conformacion de la valina parecen ser
los factores que influyen en la actividad y la conformacion de la TK1 de humano (Frederiksen et
al., 2004). Este residuo también esta ausente en la TK1 de maiz y Arabidopsis.

La secuencia KEN necesaria para la degradacion de la TK1 de humano por el APC/C,
conservada en humano, gallo y raton, esta ausente en las enzimas de plantas y de virus. Hasta
el momento no existen reportes acerca de la regulacion post-traduccional de la oligomerizacion
y la degradacién por el proteasoma de las TKs 1 de plantas.

La busqueda de la secuencia de la TK1 en el genoma de Arabidopsis también identifico
una TK1 de posible localizacién cloroplastica, asi como otra secuencia que carece de ese
péptido senal; ambas tienen un peso molecular semejante de aproximadamente 26 kDa.

La mayor conservacion entre las secuencias de maiz y Arabidopsis se encuentra en la
regién central de las proteinas que incluyen los dominios de unién a timidina, ATP y Mg*. Los
porcentajes de identidad semejantes tanto para 642 como para ZMtuc03-08-11.12975 con
respecto a las TKs 1 de Arabidopsis hacen suponer que los dos ADNcs de maiz corresponden a
la misma proteina. Aunque el ORF de la clona 642 aislada experimentalmente esta incompleto,
el alineamiento con ZMtuc03-08-11.12975 muestra una identidad del 96%, lo que permite
suponer que codifican la misma proteina, pues las dos formas en especies como Arabidopsis
muestran una identidad unicamente del 53% a nivel de aminoacidos (sin tomar en cuenta la

secuencia del péptido de transito).

3. Incorporacion de [*H]-timidina al ADN durante la germinacién de embriones de maiz

La incorporacién de timidina marcada radiactivamente al ADN durante la imbibicion de semillas
de maiz ha sido utilizada con éxito para definir la presencia y duracién de las etapas del ciclo
celular (Welin et al., 2004) y se ha aplicado al estudio de la progresion del ciclo celular durante
la germinacion. Este evento se caracteriza por un aumento subito en la incorporacion de
timidina marcada al ADN, que comienza alrededor de las 12 y las 15 horas de imbibicion de

semillas de maiz y alcanza valores maximos a las 24 horas. Este incremento notable en la
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incorporacién de timidina se debe a la duplicacion de los cromosomas previo a la primera
division celular de las células meristematicas del eje embrionario, y por tanto, corresponde a la
fase S del ciclo celular. Previo a la sintesis del ADN cromosomal, se registra muy baja
incorporacién de timidina marcada hasta aproximadamente las 6 horas, cuando un ligero
aumento en la incorporacion sin sintesis neta de ADN se ha asociado a mecanismos de
reparacion del ADN danado durante la maduracion y secado de la semilla (Vazquez-Ramos &
Sanchez, 2003).

En nuestros estudios de incorporacion de [°H]-Thd en embriones de maiz se confirmé el
perfil de incorporacién reportado con anterioridad (Baiza et al., 1989; Reyes et al., 1991), pues
se observo un discreto incremento en la radiactividad asociada al ADN entre las 3 y las 9 horas.
Un incremento considerable en la incorporacién especifica se observé a partir de las 12 horas,
con un maximo de incorporacion a las 24 horas. Entre las 24 y las 72 horas de imbibicién, se
registr6 una disminucién considerable en la incorporacion medida en relacién con el peso
humedo, muy probablemente debida al rapido aumento de peso de los embriones por la
acelerada toma de agua y la division celular.

La presencia del escutelo de la semilla de maiz en los embriones influydé positivamente
en la incorporacién de timidina, que fue 6 veces mayor a las 12 horas de imbibicién en
comparacion con los ejes embrionarios. Sin embargo, no hubo variaciones apreciables en los
tiempos, lo que sugiere la programacion fisiolégica de estos eventos durante la germinacion de
ejes, embriones o semillas. El aporte de lipidos y azucares como una fuente de energia por
parte del escutelo hacia el eje embrionario puede ser responsable del aumento en la magnitud
de la sintesis de ADN. La realizacion de los ensayos con embriones en lugar de ejes
embrionarios seguramente aproxima los resultados experimentales a lo que realmente ocurre
en la semilla. Este ensayo permitié constatar que el perfil de la sintesis de ADN concuerda con
los reportes de la literatura y que ademas funciona como un marcador adecuado de la fase S

del ciclo celular con el cual comparar el comportamiento de la expresién y actividad de la TK1.

4. Actividad de la TK1 durante la germinacion de embriones de maiz.

Se establecieron las condiciones para determinar la actividad de la TK1 en extractos proteicos
de embriones de maiz y se demostro la presencia de esta actividad saturable a concentraciones
de sustrato superiores a 2 uM. Aunque no se estimaron parametros cinéticos, el rango de
concentraciones de sustrato es comparable con el de la TK1 humana que tiene un valor de Ky

igual a 2.6 uM (Lee y Cheng, 1976). Asimismo, también se demostré que la actividad
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enzimatica es susceptible a la 5-bromo-desoxiuridina (5-Br-dUrd). Este compuesto,
estructuralmente analogo a la timidina, inhibe competitivamente a la enzima con una alta
especificidad pues tiene una K; de 1.8 uM (Lee & Cheng, 1976) para la enzima de humanos. En
nuestros ensayos encontramos una inhibicion dependiente de la concentraciéon de 5-Br-dUrd
que causo un 40% de inhibicion de la actividad a una concentracion de 50 puM.

En los extractos proteicos de embriones secos se encontré una actividad especifica de
la TK1, que probablemente participa en la embriogénesis, y que durante las etapas tempranas
de la germinacion contribuye al mantenimiento y regulacion de la poza de nucledtidos. La
actividad detectada en tejidos secos concuerda con la presencia de la proteina en estos mismos
tejidos y fortalece la hipétesis de que durante la formacion, maduracién y secado del embrion se
almacenan proteinas en estado funcional de manera que, apenas iniciada la imbibicion e
independientemente del reinicio de la sintesis de proteinas, sea posible reanudar el
metabolismo. La actividad de TK1 se mantuvo constante entre las 3 y las 12 horas, y
probablemente también contribuya a proveer de nucleotidos a los mecanismos de reparacion y
duplicacién del ADN organelar.

El perfil de actividad de la TK1 exhibié un aumento significativo entre las 12 y las 18
horas que concuerda con el intervalo de tiempo en el que ocurre el incremento de mayor
magnitud en la sintesis de ADN medido por incorporacién de [*H]-Thd. Es probable que el
aumento en la actividad de la TK1 esté destinado a proveer nucleétidos necesarios para la
duplicacion del ADN nuclear indispensable para proseguir con la division celular y sin la cual no
hay establecimiento de la plantula.

Durante la germinacion de embriones de maiz la actividad de la TK1 exhibié un perfil
que concuerda con la evidencia acumulada sobre el avance del ciclo celular durante la
germinacion del maiz. Entre las 12 y las 15 horas inicia la duplicacion del ADN, y este intervalo
de tiempo corresponde al maximo incremento en la incorporacion de [°H]-Thd en embriones de
maiz y también al maximo incremento en la actividad de la TK1. El perfil de actividad demuestra
una estrecha regulacion de la enzima sujeta al avance del ciclo celular.

La conversién de timidina a TMP puede llevarse a cabo por la reaccion catalizada por la
TK1 o por la reaccion catalizada por fosfotransferasas de nucledsidos inespecificas
dependientes de nucleétidos monofosfato como fuentes de fosfato. La contribucién de ambos
tipos de enzimas al salvamento de timidina parece depender de la especie. A pesar de que la
actividad de la TK1 se ha detectado en extractos de semillas de maiz (Georgieva et al., 1994),
es posible que esta actividad sea en realidad la mezcla de la cinasa especifica y la

fosfotransferasa inespecifica y ATP fosfohidrolasa que proporcione el AMP (Moffatt & Ashihara,
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2002; Stasolla et al., 2003). La actividad de la fosfotransferasa de nucledsidos también se
determiné usando AMP como donador de fosfatos. Esta actividad se encontr6 en embriones
secos pero, a diferencia de la actividad de TK1, ésta no varié durante el periodo de imbibicion.
La actividad de la TK1 mostré una estrecha asociacion con la incorporacion de timidina
al ADN a partir de las 12 h, como se muestra en la Fig. 32, lo que sugiere su participacion en la
biosintesis de precursores del ADN durante la germinacion de embriones de maiz.
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Figura 32. Correlacion entre la sintesis de ADN vy la actividad de la TK1 durante las primeras 24 horas de
imbibicién de embriones de maiz. Los ultimos tres puntos corresponden a 12, 18 y 24 horas de
imbibicién.

De acuerdo con la Figura 32, existe una correlacion positiva (R? = 0.9984) entre la
incorporacién de timidina marcada y la actividad de la TK1 a partir del momento en que ambas
aumentan de manera significativa, es decir, a partir de las 12 horas. Este analisis aporta una
prueba adicional a favor de la dependencia de la sintesis de ADN del aporte de nucleétidos de

timidina debido al incremento en la actividad de la TK1.

5. Perfil de los niveles de proteina de la TK1 durante la germinacion de embriones de
maiz
En cultivos de células de mamifero, los niveles de transcrito, proteina y actividad enzimatica de

la TK1 aumentan en paralelo al momento de la transicion G4/S, previo a la duplicacién del ADN.
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Los genes de otras proteinas involucradas en el metabolismo de nucleétidos, como la
ribonucledtido reductasa (RNR) también incrementa su expresion durante G4/S, con el
consecuente aumento en la cantidad de proteina y actividad. En estudios previos (Suzuri, 2001)
se determind que la expresién del gen de la TK1 de maiz aumenta entre 6 y 7 veces entre las O
y las 12 horas de imbibicion, justo antes del inicio de la sintesis de ADN en la fase S, que ocurre
entre las 12 y las 15 horas.

Con el fin de detectar los niveles de TK1 durante la germinacién y determinar si se
encuentran bajo una regulacion dependiente del avance del ciclo celular, se preparé un suero
inmune policlonal homdlogo de conejo en contra de un péptido de 16 aminoacidos de la TK1 de
maiz, que incluye el sitio consenso de unién a timidina. A pesar de la conservacion de este
motivo en las TKs 1 de todas las especies, éste es el que presenta mayor divergencia en
plantas con respecto a mamiferos.

En los primeros ensayos de western blot para caracterizar el suero anti-TK1 en contra de
extractos proteicos de meristemos se observé un grupo de 3 bandas; una de 37 kDa con una
sefnal intensa de reconocimiento y un par mas de 27 y 52 kDa con sefales de reconocimiento
mas débiles. Cuando las condiciones del inmunoblot se hicieron mas astringentes aumentando
el tiempo de bloqueo de la membrana y disminuyendo los tiempos de exposicion de la pelicula
autorradiografica, la sefial de 37 kDa mantuvo su intensidad mientras que la sefal de 27 kDa
disminuy¢ y la de 52 kDa practicamente desaparecié. Dada la intensidad de la sefial de 37 kDa,
es muy probable que esta proteina contenga la secuencia de aminoacidos correspondiente al
péptido inmunogénico. Sin embargo, el peso molecular es superior a los que se predicen por la
traduccion de los ADNc que indican un P.M. entre 22 y 25 kDa para los mondmeros de la TK1.
La adicion de 70 aminoacidos que corresponderia al potencial péptido de transito, aumentaria el
P.M. a 30 kDa. Los experimentos de competencia con la proteina recombinante GST-TK22
indican un epitope comun aunque no demuestran inequivocamente que esta banda
inmunorreactiva corresponde a la TK1 de maiz. Cabe la posibilidad de que la sefial de 37 kDa
corresponda a una mezcla entre la TK1 citoplasmica y cloroplastica. Otras estrategias
experimentales como inmunoprecipitacion seguida de la determinacion de la actividad de TK1
en el inmunoprecipitado, e inmunoréplica en geles bidimensionales contribuirian a definir este
punto. Por otro lado, también es posible que la proteina tenga un corrimiento anémalo en SDS-
PAGE debido a modificaciones post-traduccionales que se deben también demostrar.

Todas las proteinas cloroplasticas cuyos genes se ubican en el nucleo y que se
sintetizan en el citosol en forma de precursores poseen en su extremo amino terminal una

secuencia que dirige el importe al estroma o a los tilacoides segun sea el caso. Una vez que la
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proteina precursora se introduce en el cloroplasto, peptidasas de procesamiento del estroma
(SPP o Stromal Processing Peptidase) separan a la proteina madura del péptido de transito.
Experimentalmente se ha demostrado la actividad proteolitica de una SPP sobre los
precursores de la proteina de unién a la clorofila a/b (LHCP o light-harvesting chlorophyll a/b
binding protein) y la subunidad pequefia de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa
(Rubisco) y la proteina de transporte de grupos acilo (VanderVere et al., 1995). La longitud de
los péptidos de transito varia de acuerdo con la proteina y la especie de que se trate: 45
residuos en la LHCP tipo Il de cebada (Brandt et al., 1992), 38 en la de chicharo (Clark et al.,
1991) y 34-37 en la de trigo (Clark et al., 1990), 80 residuos en la Rubisco de Arabidopsis (Lee
et al.,, 2006), 25 en la plastocianina de Silene pratensis (Basshan et al., 1991), 48 en la
subunidad de 33 kDa de pOE y 39 en la subunidad de 23 kDa de pOE, y 45 residuos en la
ferredoxina de S. pratensis (Rensink et al., 2000). En todos los ejemplos anteriores se ha
demostrado el procesamiento in vitro del péptido de transito al cloroplasto. Una estrategia
experimental para determinar si la proteina detectada es de naturaleza cloroplastica consiste en
realizar un ensayo de traduccién in vitro a partir de ADN de plastidio y la posterior
inmunoprecipitacion con anticuerpos homologos anti-TK1 de maiz.

De acuerdo con los resultados del western blot anti-TK1, la proteina ya se encuentra
presente en embridén seco, y siendo que la sintesis reparativa del ADN comienza en etapas
tempranas de la germinacion (alrededor de las 6 horas en semillas de maiz), es posible que la
TK1 presente en el embridn antes de iniciada la imbibicion tenga la funcién de proporcionar
nucleotidos, por la via de salvamento, con este fin especifico. Otras proteinas involucradas en la
regulacion del ciclo celular y la sintesis de ADN, como Cdk-A y PCNA se han encontrado en la
semilla seca también (Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003).

Los niveles de la proteina TK1 se mantuvieron constantes durante las primeras 24 horas
de imbibicion, comportamiento que contrasta con el reportado en varios sistemas animales
(ratén, humano y hamster chino), en que se observa incrementos en los niveles de proteina
durante la transicion G4/S del ciclo celular (Mikulits et al., 1996). Esta falta de correlacion entre
los niveles de proteina y actividad se ha observado en otras proteinas involucradas en la
replicacién del ADN durante la germinacion, como la ADN polimerasa o (Coello et al., 1995) y
PCNA (Sanchez et al.,, 2002). También, en linfoblastos humanos la cantidad de timidilato
sintasa se mantiene constante durante el ciclo celular, mientras que su actividad aumenta
significativamente durante la fase S (Xu et al., 1993).

Los niveles constantes de proteina en conjunto con el perfil de activacion de la TK1

sugiere un mecanismo de regulacién post-traduccional de la actividad enzimatica. Como se ha
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demostrado para la TK1 de mamiferos, la oligomerizacion de la proteina es un mecanismo
importante en la regulacion de su actividad enzimatica. La afinidad por la timidina de la
estructura dimérica de la TK1 de humano es 30 veces menor en comparacion con la afinidad de
la estructura tetramérica. EI cambio conformacional dimero < tetramero puede ocurrir ya sea
por cambios en la concentracién de ATP o por cambios en el estado de fosforilacién de la serina
13. Durante la germinacion de la semilla, se produce un aumento en el numero de mitocondrias
y en la eficiencia de la fosforilacién oxidativa, que conducen al incremento en la formacién de
ATP inmediatamente después de iniciada la imbibicién (Bewley & Black, 1994). El incremento
en la produccion de ATP y la exposicion de la TK1 a éste podria favorecer la transiciéon del
dimero al tetramero en G4/S con el consecuente aumento en la actividad enzimatica. Por esto,
seria interesante investigar si la TK1 de plantas es una fosfoproteina con un mecanismo
regulatorio similar al de la TK1 humana y si también se oligomeriza.

También, a diferencia de animales, la transcripcion del gen de la TK1 de arroz no
correlaciona con la actividad del ciclo celular pues se encontraron altos niveles del ARNm en
tejidos diferenciados como hoja pero no se encontraron en tejido meristematico (Ullah et al.,
1999). Una posible explicacion de este perfil es que la TK1 participe en el aporte de nucleétidos
con fines reparativos en tejidos expuestos a radiacion ultravioleta (Moffatt & Ashihara, 2002).

El tiempo de vida media de la TK1 en mamiferos depende de la etapa del ciclo celular.
En Go/G4, G2 y M el tiempo de vida media de la enzima es de 3 horas, debido al aumento en la
degradacion de la proteina promovida por la ubiquitinacién, mientras que en la fase S el tiempo
de vida media aumenta a 9 horas. La estabilidad prolongada de la proteina durante la etapa de
duplicacion del ADN ofrece otra alternativa que podria explicar el mantenimiento sin variaciones
significativas de los niveles de enzima (Ke & Chang, 2004). Dados los resultados de Western
blot y actividad enzimatica, existe la posibilidad de que la regulacién de la TK1 durante el ciclo
celular sea a nivel de la actividad enzimatica y no en funcién de la sintesis y degradacion de la
enzima de manera concertada con las etapas del ciclo celular, como ocurre en otros

organismos.

6. Efecto de la HU en la incorporacién de [*H]-timidina y en la actividad de la TK1 durante

la imbibicion de embriones de maiz

Para obtener poblaciones celulares vegetales sincronizadas, se han empleado sistemas
experimentales tales como cultivos de células en suspension, protoplastos de meséfilo de hoja 'y
meristemos radiculares (Dolezel et al., 1999). En estudios de la regulacién dependiente del ciclo

celular de la RNR en cultivos celulares de tabaco BY-2 se empled la HU en una concentracion
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60 mM, suficiente para disminuir significativamente la sintesis de ADN sin afectar la viabilidad
celular (Chabouté et al., 1998). Asimismo, la HU ha sido utilizada para sincronizar meristemos
radiculares in planta de especies como Medicago sativa (alfalfa), Hordeum vulgare (cebada),
Oryza sativa (arroz), Pisum sativum (chicharo), Triticum aestivum (trigo), Vicia faba (haba), y
Zea mays (maiz), entre otros.

Dolezel et al. han sincronizado con éxito varias de las anteriores especies por inmersion
directa de los meristemos durante 15 a 18.5 horas en soluciones de HU 1.25 a 2.5 mM. Por su
parte, Gornick et al. (1997) demostraron, mediante citometria de flujo, que un tratamiento con
HU 500 mM por 12 dias bloquea por completo la division celular en el meristemo radicular de
semillas de col, a pesar de registrarse la protrusion.

En embriones de maiz, HU a una concentracion 200 mM, abatié casi por completo la
incorporaciéon de [*H]-Thd al ADN a partir de las 9 horas de imbibicién. Su efecto en el
crecimiento, medido por toma de agua, se observé a partir de las 18 horas de imbibicién, lo que
confirma que en esta fase de la germinacién, el crecimiento depende tanto de la toma de agua
como de la proliferacion celular que necesariamente requiere de duplicacion cromosomal.

Aunque el principal efecto de la HU es sobre la RNR, se observé también alteracién de
la via de salvamento de nucledtidos pues la actividad de la TK1 se mantuvo a niveles
constantes y comparables a los que estaban presentes en la semilla seca. Ademas de la
inhibicion directa de la actividad de la RNR, el tratamiento con HU de cultivos celulares a punto
de reiniciar el ciclo celular después de permanecer en un estado quiescente, reduce los niveles
del transcrito de la RNR, que en condiciones normales aumentan en la transicion G4/S cuando
comienzan a abrirse las horquillas de replicacion (Chabouté et al., 1998). Este hallazgo indica
que una vez que la HU detiene el aporte de nucledtidos para la duplicacion del ADN vy las
horquillas de replicacion ven impedido su avance, se activa un mecanismo que inhibe la
transcripcion del gen de la RNR. Este mecanismo esta bajo control del factor transcripcional
E2F con el fin de detener por completo el aporte de novo de nucledtidos y evitar el avance
posterior de la fase S cuando las condiciones fisiolégicas no permiten la duplicaciéon completa
del ADN (Chabouté et al., 1998). En algunas especies, como raton, la transcripcion del gen de
la TK1 esta bajo control del factor transcripcional E2F (Dou et al., 1994), que regula muchos
genes de la fase S. Por analisis de microarreglos se identific6 que en A. thaliana, la
transcripciéon de una TK1 (At3g07800) se induce 15 veces en plantas que sobreexpresan el
factor transcripcional E2F (Vandepoele et al., 2005). No sabemos si en maiz la regulacion de los
genes de TK1 se encuentran bajo el control general de estos factores transcripcionales que

responden a HU pero los niveles de la proteina, determinados por western blot, no variaron en
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los extractos proteicos de embriones de maiz germinados en presencia del inhibidor. Estos
datos sugieren que el mecanismo regulatorio de la actividad enzimatica de la TK1 responde a la
detencion del ciclo celular provocada por la HU, pues a pesar de que se puede detectar a la
proteina inmunorreactiva, la actividad se mantiene constante y no aumenta.

Entre las 12 y las 24 horas se observé un leve incremento de la actividad en presencia
de HU, que probablemente no sea significativo. Sin embargo, esto se puede deber a hidrdlisis
parcial del compuesto y reinicio de la fase S. Los estudios de Chabouté et al. (1998) en plantas
demuestran que es posible continuar el progreso del ciclo celular en presencia de HU por un
mecanismo que implica un aumento en la expresion de la RNR. En células de tabaco, el
incremento en la expresion de la RNR en presencia de HU se acompania de un incremento en la
expresion de la ciclina A (NtcycA59), que normalmente se expresa en la transiciéon G4/S. El
ligero incremento en la actividad de la TK1 podria ser parte de una respuesta similar en maiz
por reiniciar la duplicacion del ADN. Por otro lado, este discreto aumento a partir de las 12 horas
podria ser una respuesta a la inhibicion de la actividad de la RNR y tener la finalidad de
restaurar el aporte de TTP supliendo la deficiencia de la via de novo con el fin de tratar de
mantener la sintesis de ADN y rescatar la germinacion. Para definir esto se podrian hacer
ensayos utilizando concentraciones menores de HU.

El efecto de la HU en cultivos celulares de mamiferos y plantas es reversible. Una
explicacion alternativa al aumento en la incorporacion a pesar de la HU podria ser la gradual y
progresiva hidrdlisis de la HU disuelta en el medio MS, lo que permitiria que las células
reanuden el avance de la fase S y eventualmente terminen la division celular.

Xu & Plunkett (1993), al aplicar HU 1 mM a cultivos de linfoblastos humanos CCRF-
CEM, encontraron que la actividad de la TK1 se abatié. En primer lugar, la accién de la HU
sobre la RNR provocé la disminucién en el aporte de nucleétidos para la sintesis de ADN y
detuvo el avance de las horquillas de replicacion. A pesar del bloqueo de la sintesis de ADN y
de la inactivacion de la RNR se produjo una acumulacién de TTP debido a la desaminacion del
dCMP por accién de la desoxicitidina deaminasa para producir dUMP, que a su vez —por la
metilacion catalizada por la timidilato sintasa— se convirti6 en TMP y eventualmente TTP. Como
se esperaba, el aumento en la poza de TTP se acompafié de una disminucién en la poza de
dCTP. El aumento de entre 24 y 55% con respecto al control en la poza de TTP provoco la
inhibicion por retroalimentacién de la actividad de la TK1. Este mecanismo de regulacion post-
traduccional de la TK1 tal vez tenga el propdsito de evitar un aporte mayor de nucledtidos

cuando las horquillas se encuentran detenidas. Esta inhibicion por retroalimentacién es factible
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que ocurra en los embriones de maiz por efecto de la HU, y explicaria la disminucién en la
actividad observada.

Asimismo, Xu & Plunkett (1993) observaron que la inhibiciéon de la sintesis del ADN
directamente inhibia la actividad de la TK1, independientemente de la inhibicion por
retroalimentacion. Cuando la poza de TTP se aumenté artificialmente —mediante la adiciéon de
precursores— a niveles similares a los provocados por la HU, la inhibicion sobre la TK1 fue del
25% de la observada en el tratamiento con HU. Esta disparidad en la inhibicion con los
diferentes tratamientos sugirié que otro mecanismo vincula la sintesis de ADN con la actividad
de la TK1, probablemente algun mecanismo de “checkpoint”.

Los puntos de regulacion (“checkpoints”) son mecanismos encargados de interrumpir el
avance del ciclo celular cuando existe dafio en el ADN o en el huso mitético. Los mecanismos
de checkpoint intra-S, es decir, que actuan cuando la fase S ya ha iniciado, se encargan de
evitar que inicie la mitosis cuando no se ha duplicado por completo el genoma. En
Saccharomyces cerevisiae este checkpoint se encarga de evitar la activacion de los origenes de
replicacién tardios ante la deficiencia de desoxinucleétidos provocada por la HU (DePamphilis,
1999). Aunque existe la posibilidad de que tanto la inhibicién por retroalimentacién como la
activacion de algun mecanismo de checkpoint activado por la HU puedan actuar en conjunto
sobre la actividad de la TK1 de maiz, aun no existen evidencias que apoyen esta hipétesis en

un sistema vegetal.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se realiz6 una caracterizacion parcial de la timidina cinasa de maiz y de su
expresion y actividad durante la germinacién de embriones. Se encontré una estrecha relacion
entre la actividad de la enzima y la replicacion del ADN, lo que sugiere una funcion relevante de
la via de salvamento de nucledtidos en esta etapa del desarrollo vegetal. Esta asociacién no se
extendi6 a los niveles de proteina, lo que sugiere una regulacion post-traduccional,
probablemente por un mecanismo no compartido con las enzimas de mamiferos, o bien,
mediado por otros motivos en la estructura primaria de la proteina. La localizacion de la TK de
plantas es otro aspecto importante por investigar y para ello se generaron herramientas que
permitiran realizar estos estudios. La determinacion experimental de la localizacién subcelular
de la enzima de maiz requerira la aplicacion de técnicas como inmunolocalizacion con
anticuerpos homologos e hibridacién in situ con sondas de ARN. La purificacion de la proteina 'y
la medicién de la actividad enzimatica de TK1 a partir de plastidios extraidos de ejes
embrionarios, segun el método de purificacion de plastidios reportado por Lara-Nufiez &
Rodriguez-Sotres (2004), demostraria la existencia de esta isoforma plastidica. Asimismo,
podrian determinarse ambos parametros en los tejidos fotosintéticos para determinar su
presencia en cloroplastos maduros. De existir una TK1 cloroplastica activa, la contribucion de
esta poza de timidilato organelar en el metabolismo celular podria determinarse midiendo los
niveles de timidina y timidilato por cromatografia de alta eficiencia (HPLC), cromatografia en
capa fina, o aplicando precursores marcados radiactivamente con el fin de identificar el destino
subcelular de los nucleotidos sintetizados a partir de dichos precursores.

El mecanismo de regulacion de la actividad enzimatica de la TK1 de plantas es otro
aspecto interesante por investigar. En este trabajo se realizaron ensayos de entrecruzamiento
con glutaraldehido y deteccién por western blot, pero no se pudo detectar la presencia de
estructuras cuaternarias, como tetrdmeros o dimeros (resultados no mostrados). Sin embargo,
estos ensayos podrian repetirse con fracciones purificadas de la enzima y complementar los
datos utilizando cromatografia de filtracibn en gel en presencia de ATP para separar los
oligbmeros de la TK1 segln su tamafio molecular. De esta manera puede determinarse la
actividad en las distintas fracciones y detectar a la proteina por western blot.

Finalmente, estas estrategias bioquimicas pueden complementarse con estrategias
genéticas para definir la funciéon de la enzima durante el desarrollo vegetal. Actualmente,
tenemos la linea homocigota (SALK _074256) de A. thaliana que tiene una insercion de ADN-T

en el gen de la timidina cinasa y que se empleara para estudiar el fenotipo durante el desarrollo
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de la planta. Esta estrategia experimental se podra completar y corroborar con el silenciamiento
de la expresion del gen (o genes) que codifiquen esta enzima mediante el uso de ARN de

interferencia complementario a la(s) secuencia(s) genomica(s) en plantas de Arabidopsis.
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APENDICE A
Agua tratada con DEPC
DEPC 2 mL
Agua desionizada c.b.p. 1L

Amortiguador de carga para ARN

Azul de bromofenol 0.25%
Glicerol 50%
Na;HPO, (pH 7.0) 10 mM
Amortiguador de carga para ADN
Azul de bromofenol 0.25%
Glicerol 50%
Na,EDTA (pH 8.0) 2 mM
Amortiguador de carga para proteinas
Tris-HCI pH 6.8 100 mM
SDS 4% viv
Glicerol 20% viv
Azul de bromofenol 0.2 viv
B-mercaptoetanol 14 M

Amortiguador de electrodos 0.5x

Apéndice A

Amortiguador de homogenizacion para la extraccion de ADN marcado con [metil-*H]-

Tris-HCI pH 8.3 12.5 mM
Glicina 96 mM
SDS 0.05% p/v
timidina

NaCl 0.15 mM
EDTA 0.1 M
SDS 0.5% p/v

Ajustar el pH a 7.5

Amortiguador de homogenizacién para la extraccion de proteinas

TrispH 7.5 70 mM
MgCl, 1mM
KCI 25 mM
Na,EDTAe2H,0O pH 8 5 mM
Sacarosa 0.25 mM
B-mercaptoetanol 15 mM
Tritdbn X-100 0.1% viv

Solucién stock del coctel de inhibidor de proteasas Complete™ (Boehringer)

(40 pL por cada mililitro de amortiguador)

Amortiguador para el gel apilador
Tris-HCI 0.14 M

TEMED 0.11% viv
SDS 0.11% viv



Ajustar el pH a 6.7-6.9

Amortiguador para el gel separador

Tris-HCI
SDS

Ajustar el pH a 8.8

15M
0.4% viv

Amortiguador de reaccién

Tris 100 mM
MgCl, 10 mM
NaF 10 mM
ATP 10 mM
B-mercaptoetanol 2 mM
Amortiguador TEN

Tris-HCI (pH 7.5) 10 mM
EDTA 0.1 mM
NaCl 25 mM

Esterilizar en autoclave

Amortiguador de transferencia

Trizma base 24.8 mM
Glicina 192 mM
Metanol 10% v/v
Ajustar el pH a 8.3

CaCIz

CaCl, 60 mM
Glicerol 15%
PIPES 10 mM
AjustarelpH a7

GTE

Tris 0.5 M 50 pL
EDTAO05M 20 pL
Glucosa 0.1 M 500 puL
Agua 430 pL
IPTG0.1 M

IPTG 23.83 g
Agua c.b.p. 1L

Liquido de Bray

2,5-difenildiazol (PPO)
1,4-bis[2-(4-metil-S-feniloxazol)]-benceno
Naftaleno

Etilénglicol

Metanol

Dioxano c.b.p.

49
0.2¢
6049
20 mL
100 mL
1L
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Liquido de centelleo

2,5-difenildiazol (PPO) 49
1,4-bis[2-(4-metil-S-feniloxazol)]-benceno 0.1g
Tolueno c.b.p. 1L
Medio LB/ampicilina/IPTG/x-GAL

Peptona de caseina 10g

Extracto de levadura 59

NacCl 59

Agar 15¢g

AjustarelpH a7

Agua cbp. 1L

Esterilizar durante 20 min. y dejar enfriar a 50° C.
Ampicilina 100 pg/mL

IPTG 5mM

X-Gal 80 ng/uL

Medio Luria

NacCl 10 g

Peptona de caseina 10g

Extracto de levadura 59

NaOH 2.5 N 1mL

Agua c.b.p. 1L

Medio MS

Sales MS 1.29¢g

Agar 39

Sacarosa 649

Agua c.b.p. 300 mL

Medio SOC

Peptona de caseina 29

Extracto de levadura 05¢g

NaCl 1 M 1mL

KClI1M 0.25 mL

Mg? 2 M 1mL

Glucosa2 M 1mL

Agua c.b.p. 100 mL

PBS 1x

NaCl 137 mM

KCI 2.7 mM
Na,HPO4e7H,0 4.3 mM

KH,PO, 1.5mM

Ajustar el pH a 7.3
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Solucién de acetato de potasio 3 M pH 4.8

Acetato de potasio 29.5¢
Ajustar el pH a 4.8
Agua c.b.p. 100 mL

Solucién de bloqueo
Leche descremada Svelty® 5% plv

Tween 20 0.6%
PBS 1x
Solucion de cloruro de sodio (NaCl) 4 M
NaCl 11.7 g

Agua c.b.p. 50 mL
Solucion de hipoclorito de sodio al 10% (v/v)
Cloralex 100 mL
Agua destilada estéril c.b.p. 1L
Solucién NaOH 0.2N/SDS 1%

NaOH 1 N 200 puL

SDS 20% 50 uL

Agua 750 pL
Solucién de precipitacion

LaCl; 100 mM
Trietanolamina 5mM
Solucién TE

Tris 10 mM

EDTA 1 mM

SSC 20x

NaCl 1753 ¢

Citrato de sodio 88.2¢

Agua desionizada c.b.p. 1L

TAE 1x

Tris acetato 40 mM

EDTA 2 mM

Tris 50 mM pH 8
TriseCl 6.06 g
NacCl 0.5M
Ajustar el pH a 8
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Apéndice B

Tabla 6. Comparacion de la secuencia del péptido de transito al cloroplasto de ZMtuc03-08-11.12975 con

CTPs de otras especies vegetales.

Proteina cloroplastica

Identidad (%)

Longitud (en residuos)

Subunidad y de la ATPasa (espinaca)

Ferredoxina NADP oxidorreductasa (espinaca)
Subunidad V del fotosistema | (espinaca)

Superéxido dismutasa (petunia)
UDP-Glucosa:almiddn glucosil transferasa (maiz)
Subunidad & de la ATPasa (espinaca)

Light harvesting complex Il (chicharo)

Piruvato ortofosfato dicinasa (maiz)

Proteina ribosomal L12 (espinaca)

Proteina acarreadora de acilos (cebada)
Tiorredoxina m (espinaca)

NADPH-protoclorofilida oxidorreductasa (cebada)
Subunidad de 20 kDa de fotosistema | (espinaca)
5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (petunia)
Subunidad GapA de la gliceraldehido-3-fosfato sintasa (chicharo)
Subunidad pequefia de rubisco (Acetabularia mediterranea)
Subunidad VI del fotosistema | (espinaca)

Nitrato reductasa (espinaca)

Proteina acarreadora de acilos (espinaca)
Cu/Zn-superoxido dismutasa (chicharo)

Subunidad pequefia de rubisco (Solanum tuberosum)
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (maiz)
Ferredoxina (Silene pratensis)

Subunidad de 10.8 kDa del fotosistema | (cebada)
Oxygen-evolving complex (papa)

Ribulosa-bifosfato carboxilasa/oxigenasa activasa (espinaca)
Oxygen-evolving complex (espinaca)

Proteina acarreadora de acilos (Brassica napus)
Fosforibulocinasa (espinaca)

NADP-malato deshidrogenasa (maiz)

Proteina Rieske FeS (espinaca)

a-glicano fosforilasa (papa)

14
7
11
12
10
21
16
5
10
13
13
8
20

15
16
14
13
16
20
21
10
10

11
10
11

57
55
69
65
72
70
36
71
56
59
68
74
50
72
68
42
49
32
56
48
58
66
48
46
39
58
41
51
51
57
68
48
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