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RESUMEN

La timidina cinasa 1 (TK1) es una enzima clave en la via de salvamento de nucleotidos
de pirimidina pues fosforila al nucledsido timidina en una reaccién dependiente de
ATP, aportando este nucledtido para la sintesis de DNA. La TK1 esta conservada en
la mayoria de los organismos, desde virus hasta eucariontes, y se ha demostrado que
en células de mamifero los niveles de transcrito, proteina y actividad enzimatica
aumentan en la transicion G,/S del ciclo celular y en respuesta a dafio genotéxico. Sin
embargo, en plantas se conoce poco sobre las caracteristicas de esta enzima, sus
genes y sobre todo su funcion, por lo que se hizo un estudio de la expresion y funcién
de los genes de esta enzima en la planta modelo Arabidopsis thaliana. El genoma de
esta especie contiene dos genes que codifican para la timidina cinasa 1 (TKla y
TK1b). Para conocer mas acerca de la regulacién de estos genes paralogos a nivel del
promotor se realizé el aislamiento de esta region de cada gen, abarcando alrededor de
1100 pb rio arriba del coddn de inicio de la traduccién. Estas secuencias se clonaron
frente al gen reportero B-glucuronidasa en un vector binario, con estas construcciones
se transformaron plantas de Arabidopsis, lo que nos permitird conocer la expresion de
las dos TK1 durante el desarrollo de la planta y en respuesta a estrés genotdxico en
las generaciones T2 y T3 de las plantas transformantes, con lo cual se aportara

informacién sobre la funcién de los genes de la TK1 en plantas.

Por otra parte se evalué la participacion de los genes TKla y TK1lb en respuesta a
estrés genotoxico por luz UV-C, empleando mutantes de insercion de T-DNA de A.
thaliana de cada gen. La longitud de la raiz primaria, asi como la region del meristemo
del apice fueron mucho menos afectadas en la mutante de la TK1a, la cual es una
linea de sobreexpresion de este transcrito, mientras que la mutante TK1b que tiene
menor nivel de este transcrito y las plantas silvestres no presentaron diferencias en
estos parametros. Asimismo, los niveles de RNAm de la TKla incrementaron en
respuesta a luz UV alrededor de 3 veces después de 3h de la irradiacién y se
mantuvieron en el nivel hasta el dGltimo tiempo evaluado que fue de 14h, mientras que
el transcrito TK1b no presentdé cambios en sus niveles. Esta respuesta se observo
tanto en plantulas como en tejido no proliferativo (hojas senescentes). Los resultados
indican que la enzima TK1a, al estar aportando nucleétidos para la sintesis de DNA
tiene un papel fundamental en los mecanismos de reparaciéon de NER al dafio a DNA

inducido por luz UV tanto en tejido meristematico como en tejido diferenciado.
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1. Biosintesis de nucle6tidos

Dentro de la célula hay dos clases de bases nucleotidicas, purinas y
pirimidinas. Cada clase de nucleétidos es sintetizado por vias independientes.
Las pozas de estas moléculas estan finamente reguladas de tal manera que se
mantiene una proporcion estricta en plantas (Kafer et al., 2004). Estas deben
estar disponibles para la sintesis de acidos nucleicos para los procesos de
reparacion de DNA, replicacion y transcripcion (Zrenner et al., 2006). El
metabolismo de nucledtidos en general se divide en 4 procesos: la sintesis de
novo de purinas y pirimidinas, las respectivas rutas de salvamento, las
reacciones de fosfotransferencia (entre nucleotidos de purina y pirimidinas), asi
como las reacciones de degradacion. En plantas, los procesos del metabolismo
de nucledtidos son pobremente comprendidos (Boldt & Zrenner., 2003). El
andlisis del genoma de Arabidopsis sugiere que la biosintesis de nucle6tidos
es muy similar a otros organismos eucariontes con pocas excepciones (Kafer
et al., 2004). La via biosintética de novo produce nucledtidos a partir de
compuestos sencillos como aminoacidos y CO, consumiendo grandes
cantidades de energia, por otra parte, la via de salvamento recicla nucledsidos
y bases libres provenientes de la degradacién de los &cidos nucleicos,
convirtiéndolos a los respectivos nucleétidos a un costo mucho menor que la

via de novo (Zrenner et al., 2006).
1.1 Viade novo de sintesis de nucledtidos

La sintesis de novo de nucledtidos de purina se realiza a partir de moléculas
pequefias como los amino&cidos glicina, glutamina y aspartato, el precursor de
la ribosa 5 fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP), 10-formil tetrahidrofolato y di6xido
de carbono. Las plantas sintetizan inosina monofosfato (IMP), adenosina
monofosfato (AMP) y guanosina monofosfato (GMP) usando reacciones
similares a las encontradas en animales y microorganismos. La via de novo de
purinas esta constituida por 14 reacciones enzimaticas, comenzando con la
formacion de fosforribosil amina a partir de PRPP y glutamina, luego de varias

reacciones se forma el ribonucleétido 5-aminoimidazol que es el primer anillo.
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Para la construccion del segundo anillo de la estructura se emplea CO2,
aspartato y una segunda molécula de tetrahidrofolato. La primera molécula de
purina completa que se obtiene es IMP. Después de la formacién de IMP, la
biosintesis de purinas se divide en dos vertientes. La adenosina monofosfato
es sintetizada al reemplazar el grupo carboxilo en el C6 por un grupo amino, el
cual es proporcionado por el aspartato y GTP es el donador de fosfato para
formar adenilsuccinato, posteriormente se remueve el fumarato para formar
AMP. La segunda vertiente es para formar GMP y se inicia por la oxidacién de
IMP seguida por la insercion de un grupo amino que es proporcionado por la
glutamina, asi se permite la formaciébn de xantosina monofosfato que
posteriormente dard origen a GMP (Boldt & Zrenner., 2003; Zrenner et al.,
2006).

Todas las enzimas involucradas en los primeros 10 pasos de la biosintesis de
novo de purinas que conducen a IMP se predice que estan localizadas en
cloroplastos, mientras que las enzimas para las siguientes reacciones de la via
gue participan en la formacion de AMP y GMP estan presumiblemente

localizados en el citosol (Boldt & Zrenner., 2003).

La biosintesis de novo de nucledtidos de pirimidina estd evolutivamente
conservada en todas las especies estudiadas y es definida como la formacién
de uridina monofosfato (UMP) a partir de carbamoilfosfato (CP), aspartato y
PRPP; esta ruta también es conocida como la via de orotato. La biosintesis de
novo de nucleétidos de pirimidina consiste en 6 pasos enzimaticos: en el primer
paso se produce CP de una combinacién de carbonato, ATP y un grupo amino;
en el siguiente paso se forma carbamoilaspartato (CA); en seguida se da la
ciclizaciéon del CA para producir el anillo de pirimidina, este compuesto es
nombrado como dihidroorotato, el cual subsecuentemente es oxidado para
producir orotato; posteriormente el orotato es condensado con PRPP para
obtener oritidina 5°- monofosfato (OMP), la cual es descarboxilada para formar
uridina-5"-monofosfato (UMP). En reacciones sucesivas, el UMP se fosforila
hasta generar UTP, que sufre transaminacion para formar la citidina trifosfato
(CTP; Stasolla et al., 2003; Kafer et al., 2004; Zrenner et al., 2006; Loukanina
et al., 2008).
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Figura 1. Vias de sintesis y degradacion de nucleétidos de pirimidinas en tabaco. Orotato
fosforribosiltransferasa (OPRT), Timidina cinasa (TK), Uridina cinasa (UK), uracil fosforribosil
transferasa (UPRT; Adaptada de Loukanina et al., 2008)

Una enzima esencial en la biosintesis de novo de nucleotidos de purina y
pirimidina es la ribonucleotido reductasa (RNR; Roa et al., 2009). Esta enzima
cataliza la reduccion de la ribosa de los cuatro ribonucleoétidos difosfato (NDPS)
para formar los correspondientes desoxirribonucleétidos (ANDPs; Wang & Liu.,
2006). Con la excepcion de dUDP, los dNDPs son posteriormente fosforilados y
los resultantes dCTP, dATP y dGTP son utilizados como precursores directos
para la sintesis de DNA. En plantas para convertir dUTP al nucle6tido de timina
primero se desfosforila a dUMP y enseguida se metila (Stasolla et al., 2003).
En esta ultima reaccion la enzima timidilato sintasa cataliza la transferencia del
grupo metilo de N°, N'°- metiltetrahidrofolato (MTHF) al carbono 5 de dUMP
para formar dTMP. La molécula MTHF es producida por la dihidrofolato

reductasa, molécula que ademas de participar como donador del grupo metilo

©



N UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO INTRODUCCION

Facultad de Quimica

tiene funcién de agente reductor. Una proteina bifuncional que consiste de
timidilato sintasa y dihidrofolato reductasa ha sido detectada en plantas. La
conversion de dTMP a dTTP ocurre por reacciones secuenciales catalizadas
por nucledsido monofosfato cinasa y nucleoésido difosfato cinasa (Stasolla et al.,
2003).

En plantas, todas las enzimas que participan en la sintesis de novo de
nucleotidos de pirimidina se localizan en los plastidios, donde se lleva a cabo
este proceso, mientras que la sintesis de nucleétidos de purina ocurre en el
citosol (Kafer et al., 2004).

1.2 Via de salvamento de nucleétidos

Como la sintesis de novo de nucledtidos tiene un alto costo energético, las
células han desarrollado vias de salvamento para reusar nucledsidos y bases
libres, producto de la degradacion intracelular del DNA, RNA y nucleétidos.
Estas vias de salvamento consumen menos energia que la sintesis de novo de
nucledtidos pues generalmente consisten en la refosforilacion de nucleésidos

preformados (Stasolla et al., 2003; Zrenner et al., 2006).

Mientras que la via de novo requiere de la hidrdlisis de 5 nucledtidos trifosfato
para producir AMP o de 7 para sintetizar GMP, la via de salvamento de purinas
solamente requiere una molécula de ATP (Zrenner et al., 2006). Las bases
puricas adenina y guanina pueden ser convertidas a sus respectivos
nucleétidos monofosfato por adenina e hipoxantina/guanina fosforribosil
transferasas usando PRPP como la fuente de ribosa fosfato. Otra ruta para
reciclar bases de purina es catalizada por adenina o inosina/guanosina
fosforilasas, las cuales unen a las bases libres con la desoxirribosa. La
conversion de adenosina, inosina y guanosina a sus respectivos monofosfatos
puede ser catalizada por adenosina e inosina/guanosina cinasas (emplean ATP
como donador de fosfato) o bien por nucledsido fosfotransferasas que
incorporan el fosfato de un nucle6tido monofosfato al desoxinucledsido. En
algunas plantas, inosina y guanosina son principalmente recicladas por
nucledsido fosfotranferasas inespecificas (Stasolla et al., 2003; Zrenner et al.,
2006).
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Por su parte los nucleodsidos uridina/citidina y timidina son convertidos a sus
respectivos nucleotidos por nucledsido cinasas especificas [uridina cinasa (UK)
y timidina cinasa (TK)] y el uracilo es la Unica base de pirimidina que es
directamente salvada a UMP, en una reaccién dependiente de PRPP vy
catalizada por UPRT (Kafer et al., 2004; Zrenner et al., 2006). Una Unica
enzima, uridina/citidina cinasa que estd presente en todas las plantas
investigadas, fosforila uridina y citidina. La dexocitidina cinasa y la timidina
cinasa estan presentes en plantas pero aun no se han elucidado detalles de
sus propiedades (Stasolla et al.,, 2003). Hasta ahora no hay mutantes en
plantas para la via de salvamento de pirimidinas, por lo que su estudio es de

gran relevancia (Zrenner et al., 2006).

El metabolismo de la timidina es el mas complicado de todos los precursores
de los acidos nucleicos porque se requieren mas pasos para generar TTP que
otros nucleotidos trifosfato de pirimidina. Como resultado, la funcion de
salvamento de la timidina puede ser especialmente importante para la célula
(Dobrovolsky et al., 2003).

La via de salvamento también participa en la regulacion de los niveles de
nucledtidos, debido a que la degradacion de los nucledtidos por multiples
fosfatasas, nucleotidasas y nucleosidasas, en conjunto con las vias de sintesis
regulan el tamafio de estas pozas (Dobrovolsky et al., 2003; Zrenner et al.,
2006). Por lo tanto la expresion de algunos genes que codifican enzimas
involucradas en la sintesis de &cidos nucleicos son dependientes del ciclo
celular. Durante las distintas fases del ciclo celular hay variaciones en las
pozas de nucleétidos, pues se incrementan durante las fases S y G2
(Dobrovolsky et al., 2003).

Se ha caracterizado la expresion de las isoformas de la enzima uracil
fosforribosil transferasa (UPRT) que participa en la via de salvamento de
pirimidinas pasando el nucledsido uridina a uridina monofosfato. Los resultados
indicaron que son expresadas diferencialmente. De este hallazgo se ha
concluido que el salvamento de pirimidinas puede ocurrir en el citosol y en los

plastidios (Zrenner et al., 2006).
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Figura 2. Metabolismo de la timidina La actividad de la timidina cinasa (via de salvamento) y
de la timidilato sintasa (TS; via de novo), se incrementa en la fase S, incrementando la
concentracién de Timidina monofosfato (TMP). La TS cataliza la transformacién de 2 Desoxi-
uridina-5"-fosfato (dUMP) a TMP, mediante la transferencia dependiente de folato de un grupo
metilo al C5 del anillo pirimidinico. Reacciones clave del metabolismo de uridina y citidina,
permiten la formaciéon de dUMP. La TMP se fosforila dos veces mas antes de incorporarse al
DNA (Tomada de Dobrovolsky et al., 2003).

Se asume frecuentemente que la gran demanda de nucleétidos en células en
crecimiento y division se satisface por la sintesis de novo, mientras que células
gue no estan en crecimiento pueden ser capaces de mantener sus pozas de
nucleétidos por el salvamento de nucledsidos, tal vez suplementado en un
cierto grado con los nuevos nucleotidos sintetizados para mantener el balance

con los procesos de degradacion (Zrenner et al., 2006; Zrenner et al., 2009).
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2. Timidina cinasa

La timidina cinasa (TK) es una enzima que participa en la ruta de salvamento
de la biosintesis de nucleétidos de timina, dicha enzima se encuentra
involucrada en la sintesis de timidina trifosfato, precursor para la replicacion del
DNA y para procesos de reparacion (Gasparri et al, 2009). Su importancia
radica en que provee los precursores de timidina para la sintesis del DNA a un
menor costo energético para la célula, comparada con la obtencion de TMP
mediante la via de novo que involucra un elevado gasto de ATP. Por lo tanto,
esta enzima resulta clave para producir un balance en la concentracién de
nucledtidos, para asi mantener una adecuada funcién celular (Jarchow-Choy
et al, 2009).

La timidina cinasa 1 o citosélica (ATP: timidina 5 -fosfotransferasa, EC 2.7.1.21,
TK) es una enzima crucial en la via de salvamento de pirimidinas (Flemintong
et al, 1987), cataliza la transferencia del fosfato terminal del ATP al grupo
5 hidroxilo de la timidina para formar TMP, la reaccion es dependiente de Mg**
(Johansson & Karlsson, 1997). Asimismo, fosforila desoxiuridina a su
correspondiente monofosfato (Gasparri et al, 2009). Se requieren dos pasos
adicionales de fosforilacion para obtener timidina trifosfato (dTTP), primero por
la timidilato cinasa seguido de la nucleosido difosfato cinasa (Pérez — Pérez et
al, 2008).

En células de mamiferos existe otra isoforma de la TK designada como TK2, la
cual esta localizada en la mitocondria. La TK2 se expresa constitutivamente,
mientras que la expresion de TK1 citosodlica es regulada durante el ciclo celular
(Hazra et al, 2009).
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2.1 Clasificacion y funcién de las dNKs

La refosforilacion de nucledsidos usando ATP como donador de fosfato es la
principal reaccién en la via de salvamento de nucleétidos y es catalizada por
desoxirribonucleésido cinasas (dNKs; Eriksson et al., 2002). En mamiferos, hay
cuatro desoxirribonucledésido cinasas: (i) la timidina cinasa citosolica (TK1) que
fosforila timidina y desoxiuridina; (ii) la TK2 mitocondrial que fosforila timidina y
desoxicitidina (dC); (iii) la desoxicitidina cinasa (dCK) que fosforila dC,
desoxiadenosina (dA) y desoxiguanosina (dG); (iv) y la desoxiguanosina cinasa
(dGK) fosforila dA y dG (Sandrini & Piskur., 2005).

En humanos la dCK citosolica y la TK2 se expresan constitutivamente,
mientras que la expresion de la TK1 citosoélica esta limitada a la fase S del ciclo
celular. Esta diferencia en expresion es consistente con la continua necesidad
de adenosina, guanosina y citosina trifosfatos en el citosol para diversas
funciones bioldgicas, mientras que la TTP es sélo requerida para la replicacion
del DNA. Asi, en células no proliferativas no hay necesidad de nucleétidos de
timidina en el citosol y la expresion constitutiva de TK2 permite la replicacion
del DNA mitocondrial (Hazra et al, 2009).

Las desoxirribonucléosido cinasas dCK, dGK y TK2 muestran una alta
identidad en la secuencia de aminoacidos. Desde un punto de vista filogenético
estas proteinas pertenecen a la misma familia, mientras que la TK1 pertenece
a otro grupo que practicamente soélo esta representado por esta enzima en
mamiferos y sus homdlogos TKs de otros organismos (Segura-Pefia et al.,
2007). En el primer grupo también se incluye la desoxinucledsido cinasa (dNK)
de Drosophila melanogaster (la cual fosforila los 4 desoxirribonucleétidos) y las

desoxirribonucledsido cinasas virales (figura 3; Sandrini & Piskur., 2005)

Secuencias parecidas a la TK1 son encontradas en una amplia variedad de
organismos de plantas a humanos, asi como en virus y varias bacterias
(Weling et al., 2004). Sin embargo, las levaduras carecen de la TK1 (Eriksson
et al., 2002).

©



: U NIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO INTRODUCCION
TEZH 355":'”_\:
| I A D melznogaster
H. zapisns
N — % D;,_,s Grupo delas dMks
5!‘,;'{55 bubllllb
‘{ — AGK B, subtis
TKvirus herpessimple

—  TK1H sspigns
T B. subtilis

| Grupo dela TKA1

Figura 3. Relacién filogenética de las desoxirribonucledsido cinasas (dNKs). Nétese que
la TK1 de humano y sus ortélogos en otras especies pertenece a un grupo independiente de
las demas dNKs. (Tomada de Sandrini & Piskur., 2005).

2.2 Estructura del gen TK1 humano

El gen de la TK1 humano se localiza en el brazo largo del cromosoma 17
(Eriksson et al., 2002) abarcando una regién de aproximadamente 13kb, la cual
contiene 7 exones que se ensamblan en un RNAmM maduro de
aproximadamente 1430pb. Dentro de los intrones se encuentran 13 secuencias
repetidas de la familia Alu, lo que hace que los intrones sean mucho mas largos
gue en el gen de pollo, produciendo la discrepancia en el tamafio de los genes
de la tk entre humano y pollo, debido a que los tamafios son de 12,9kb y de

3kb respectivamente (Flemington et al., 1987).

El cDNA es de 1241 pb con un marco de lectura abierto (Open Reading frame,
ORF) de 702 pb, mostrando que el RNAm tiene una region no traducida 5°
(5"UTR) de 57 pb y una regién no traducida 3" (3'UTR) de 662 pb, codificando
una proteina de 234 aa con un tamafio de 25.5 kDa (Eriksson et al., 2002).

2.3 Estructura terciariade la TK1 humana

La estructura terciaria de la TK1 humana se resolvido por la difraccion de
cristales de la proteina recombinante que carece de los ultimos 41 aminoacidos
en el extremo carboxilo terminal. Este estudio revel6 que se trata de un
tetrAmero que tiene una estructura monomérica completamente diferente a la
de las otras dNKs porque estd compuesta de dos dominios. Como se muestra

en la figura 4, uno de ellos, el dominio a/B tiene un centro de seis cadenas 3
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plegadas en paralelo que estan rodeadas por una larga a hélice y una asa
flexible en uno de los lados y tres a hélices mas cortas del otro lado (Weling et
al., 2004). El dominio completo a/3 se asemeja mas, por sus doblamientos al
dominio de union a ATP, de las ATPasas RecA-F1 (factores de intercambio de
las cadenas de DNA dependientes de ATP). Estos dominios son encontrados
en varias enzimas como helicasas y proteinas de reparacion de DNA. Estas
enzimas participan en el ciclo celular y estdn involucradas directa o
indirectamente  en replicacion y reparacion del DNA. Sin embargo, las
reacciones catalizadas por la helicasa y TK1 son completamente diferentes
(Sandrini & Piskur., 2005).

De los dos dominios presentes en esta enzima, el extremo amino se encuentra
en el dominio mas largo que es el a/f (Segura-Pefa et al., 2007), mientras que
el dominio mas pequefio formado por 70-80 aminoacidos contiene el extremo
carboxilo (Weling et al., 2004). EI dominio pequefio comienza con un asa de 15
residuos que contiene dos residuos de cisteina que participan en la union del
Zn?**, este i6n se encuentra tetraédricamente coordinado. El asa de unién al
Zn?* esta seguido por la cadena B7, la cual esta conectada a la cadena B8 por
la llamada asa “lasso” que esta involucrado en la union a la timidina (figura 4).
Una a-hélice corta al final del extremo carboxilo contiene los residuos de Cys
en los que se une el Zn** (Segura-Pefia et al., 2007).

El sitio activo de la TK1 se encuentra entre sus 2 dominios (Sandrini & Piskur.,
2005), mientras que el donador del grupo fosfato se une a un sitio expuesto
formado por el asa P ubicado en el dominio a/f3. La alta especifidad de la TK1
por su sustrato es debida a las dimensiones de este sitio catalitico (Weling et
al., 2004),

El i6n Mg®* se encuentra coordinado octaédricamente, esta unido por 2 grupos
fosfatos de la molécula de ATP, el grupo hidroxilo de la Thrl7 y tres moléculas
de agua. Los residuos conservados de acidos carboxilicos en la posicion Asp83
y Glud4 interactlian via moléculas de agua con el Mg?* (Segura-Pefia et al.,
2007).
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La regulacién por retroalimentacién via producto final de la TK1 es similar a la
de otras dNKs. El producto final timidina trifosfato (dTTP) inhibe a la enzima
uniéndose como si fuera el sustrato. 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 (Sandrini & Piskur, 2005). La TK1 contiene extensiones de 17
y 40 aa en los extremos N- y C- respectivamente aunque estas regiones no son

requeridas para la funcién catalitica de la enzima.

Figura 4. Estructura tridimensional de la TK1 A. estructura terciaria de un monémero de la
TK1 de humano (hTK1), ver detalles en el texto. B Estructura cuaternaria de hTK1 con
conformacion tetramérica (Tomada de Segura-Pefia et al., 2007).

2.4 Importancia Biolégica de la Timidina cinasa

La funcién de la timidina cinasa en mamiferos aun no se ha establecido con
certeza. Mientras que en células normales la enzima es ubicua y se regula por
un estricto control, en algunas lineas de células inmortalizadas la enzima puede
estar ausente y éstas son capaces de crecer y proliferar indefinidamente
(Wakazono et al.,, 1994). Sin embargo, varios estudios han mostrado que el
decremento en los niveles de dTTP debido a la deficiencia de TK en lineas
celulares se correlaciona con el incremento en el dafio a DNA induciendo

muerte celular y mutagénesis (Wakazono et al., 1996; Chen et al., 2010).
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Datos publicados indican que la expresion de la TK1 se da en varios tipos de
tejidos, incluyendo tejidos diferenciados, en respuesta a reparacion del dafio al
DNA (Al-Nabulsi et al., 1994).

En un estudio reciente se trataron células deficientes en p53 con varios
agentes causantes de dafio a DNA incluyendo: etopdsido, radiacion v,
afidicolina, inhibidores de la DNA polimerasa a e hidroxiurea; después de 24h
del tratamiento los niveles de estado estacionario de TK1 se incrementaron en
respuesta a los diferentes tratamientos, indicando que la regulacion positiva de
la TK1 es un evento general asociado al dafio a DNA, mientras que la
expresion de la timidilato sintasa (TS) en ninguno de los casos se incremento
por dafio a DNA (Chen et al.,, 2010). También se encontr6 que la TK1 se
transloca al nucleo después de un determinado tiempo del tratamiento. La
expresion de la TK1 es inducida por dafio a DNA en diferentes lineas celulares
y la prolongacion de la induccion de la TK1 esta relacionada con el contexto
celular de p53. Es decir que la regulacion positiva alta de la TK1 en células
tumorales deficientes en p53, expande la poza de dTTP durante la
recuperacion del dafio causado al DNA en la fase G2 mejorando la reparacion
y sobrevivencia. Estos resultados apoyan la hipotesis de que la inhibicion del
ciclo celular es mediada por la proteina p21 afectando los niveles de TK1 en
respuesta al dafio a DNA en presencia de la proteina p53 funcional, ya que el
arresto del ciclo celular ocurre en la transicion G1/S. En cambio, en ausencia
de p53 se bloquea el ciclo celular en la fase G2, permitiendo una mayor
acumulacion de TK1 (Chen et al., 2010).

Ademas, la timidina cinasa debe tener un papel importante en el balance de la
concentracion intracelular de dTTP y precursores de otros nucledtidos
trifosfatos, ya que el dTTP actiia como un efector aléstérico de la ribonucleotido
reductasa, estimulando la conversion de GDP a dGDP e inhibiendo la
conversion de CDP a dCDP (Segura-Pefia et al., 2007). Este mismo efecto se
ha observado cuando se adicionan elevadas concentraciones de timidina al
medio de cultivo de células de fibroblastos humanos; este tratamiento detiene
el avance de las horquillas de replicacion debido a una falta de dCTP (Ke et al.,

2004). Este desequilibrio en las pozas produce un aumento en el indice de
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mutaciones espontaneas. Este hecho sugiere que el aporte excesivo de TTP y
la consecuente disminucion en los niveles de dCTP comprometen la fidelidad
de la sintesis del DNA, debido a la acumulacion de errores durante el
prolongado retraso de la mitosis. El estudio demostrd la importancia de la
regulacién post-traduccional de la timidina cinasa en el mantenimiento de la
integridad del genoma (Ke et al., 2004). Por lo tanto, una fina regulacion de los
niveles de dTTP es necesaria para producir el balance deseado de la poza de
nucledtidos intracelulares, lo cual es esencial para la estabilidad genética
(Segura-Pena et al., 2007).

Por otra parte, estudios basados en el marcaje isotépico de dT han
proporcionado una idea del papel de TK1 y TK2 para las pozas de dTTP en el
citosol y en la mitocondria, Se demostré que existe un rapido intercambio entre
los dos compartimentos. Se propone que en células en proliferacién los dNTPs
de DNAmt son importados a partir de nucleotidos del citosol, mientras el
salvamento de los desoxiribonucleésidos intra-mitocondriales provee dNTPs en
células diferenciadas. Sin embargo, también hay una alta dependencia de la
sintesis de novo de dTTP. Esto sugiere que el salvamento por la TK2 es
importante solo en células diferenciadas, debido a la ausencia de la sintesis de
novo, por lo que el citosol no tiene suficientes dNTPs para importar dentro de la
mitocondria para la replicacion y reparacion del DNAmt (Pontarin et al., 2003).
Es asi que la mutacion de TK2 llega a ser mas prominente y puede tener un
efecto devastador en el mantenimiento del DNA organelar. La deficiencia de
TK2 tiene consecuencias preferentemente en muasculo y otros tejidos que no
se encuentran en replicacion constante como higado, cerebro, corazén o piel
(Pérez — Pérez et al., 2008). Igualmente resulta en la reduccién de la funcion
respiratoria de la mitocondria y en una devastadora miopatia en humanos
(Dobrovolsky et al.,, 2003). En contraste, la deficiencia de la TK1 no se ha

asociado con algun sindrome en humanos (Birringer et al., 2006).

La funcién in vivo de la TK1 se ha estudiado durante el desarrollo de ratones
knockout (KO) homocigotos (tk”). La inactivacion del gen TK1, con lo cual
presumiblemente se elimina la via de salvamento de la timidina, tiene un

profundo efecto en el desarrollo post-embrionario, a pesar del hecho que los
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genes involucrados en la sintesis de novo de TMP permanecen intactos. Los
ratones KO tienen un desarrollo embrionario normal pero a partir del destete, o
mas tarde, adquieren una postura jorobada, después arrastran sus patas
traseras al caminar y eventualmente quedan inmdviles. Asimismo, su periodo
de vida se reduce a menos de la mitad que en los ratones silvestres. Ademas,
presentan un bajo indice reproductivo y los niveles de timidina en sangre son
el doble que en los ratones silvestres. Esto permite suponer que la ruta
biosintética de novo no es suficiente para mantener la poza de TMP en muchas
células, o que la actividad degradativa de las nucleotidasas es alta y por ende
se requiere la via de salvamento para el mantenimiento de la poza
(Dobrovolsky et al., 2003). Todos los ratones KO de la TK1 desarrollan
esclerosis del glomérulo del rifién y alteraciones histologicas en la estructura
linfoide del bazo, ademas los animales exhiben espontaneamente inflamacién
de las arterias, lo cual junto con las anormalidades de linfocitos y bazo sugiere

un sistema inmune anormal (Dobrovolsky et al., 2003).
2.5 Regiones promotoras de la TK1 en mamiferos

La expresion de la TK1 es fuertemente regulada en el ciclo celular a nivel
transcripcional (Mikulits et al., 1996). Muchos genes que codifican enzimas
involucradas en la replicacién de DNA y produccién de precursores de acidos
nucleicos son regulados similarmente. No sorprende que los promotores de
cada uno de estos genes exhiban alto grado de homologia en la secuencia
entre los organismos. Sin embargo, esto no es igual para los genes de la TK
donde las diferentes especies muestran marcadas divergencias en las
secuencias de la regiébn promotora, mientras que la parte que se expresa de los
genes es altamente homodloga. Esto sugiere que hay alta variacion en los
mecanismos de regulacion transcripcional de este gen (Wintersberger, 1996;
Sorensen et al., 1999).

La regulacidon transcripcional de un promotor determinado estd dada por la
cooperacion entre los componentes de la maquinaria basal de la transcripcion y
los factores de transcripcion que se unen al promotor en una secuencia

especifica. Los promotores de genes regulados por el ciclo celular
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frecuentemente tienen sitios de union para factores de transcripcién como los
de la familia E2F y Sp1 (Rotheneder et al., 1999).

Los primeros estudios que se realizaron para caracterizar la region promotora
del gen de la TK1 humana los realizaron Kreidberg et al (1986) y Flemington et
al (1987) de forma separada. Por una parte se usaron mutantes con deleciones
en la regién 5° del gen de la TK1 y se introdujeron dentro de células TK- para
definir los elementos involucrados en la expresion del gen, entre estos se
probaron: una secuencia de hexanucledtidos rica en AT, una secuencia
candnica para la caja CAAT en orientacion invertida, y una secuencia rica en
GC. La ausencia de estas secuencias del promotor reduce la expresion del gen
y al eliminar mas de una de estas secuencias se suprime por completo la
expresion (Kreidberg et al., 1986). Ademas, se fusioné la regién promotora de
aproximadamente 500 pb al gen reportero cloramfenicol acetil tranferasa para
determinar la actividad del promotor. En esta secuencia se identifico
adicionalmente una sefial de transcripcién tipo caja TATAA, aparte de los
elementos ya mencionados (Flemington et al., 1987). Estudios posteriores
demostraron que el promotor de la TK1 humano tiene varios sitios de unién
para Spl y E2F, dos cajas CCAAT reversas y un elemento TATA (Sorensen et
al., 1999)

Por otra parte, el promotor de la TK1 murina contiene un sitio de union a Sp1,
un motivo de union para E2F y no presenta caja TATA. En cuanto al promotor
de la TK1 de hamster, éste contiene una caja TATA, sitios de unién a Sp1, una
caja CCAAT en la cual se une el factor de transcripcion NF-Y y no contiene una
secuencia E2F funcional, es por ello que el par de factores de transcripcion
Sp1/NF-Y esta activo en este promotor y sustituye al par E2F/Spl que esta
activo en el promotor murino. Asi, aunque los genes de la TK de hamster y
murino son regulados muy similarmente durante el crecimiento, los
mecanismos de esta regulacion son claramente distintos (Sorensen et al.,
1999).

La region promotora de la TK1 de raton contiene tres regiones de union a

proteina: MT1, MT2 y MT3, estas tres secuencias se unen especificamente a
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distintos complejos de proteinas. MT1 contiene una caja perfecta GC a la que
se une la proteina Sp1, este complejo esta presente constitutivamente durante
el ciclo celular. La unién a MT3 es regulada por el ciclo celular, y ahi se une un
complejo Yil especificamente en la fase G1, lo cual se convierte en el complejo
Yi2 después de que las células entraron a fase S. Este cambio involucra
interacciones con una proteina relacionada a pRB y una cinasa cdk. El motivo
MT2 del promotor de TK de raton es un sitio de union a E2F, pues mutaciones
en el sitio MT2 resultan en baja actividad de union del complejo que forma E2F
con otras proteinas como p107 (Dou et al, 1994).

Conjuntamente se tiene demostrado que proteinas de la familia E2F se unen
directamente a Spl, lo cual resulta en la activacion del promotor de la TK
murino. Se sabe que el represor transcripcional desacetilasa de histonas
(HDAC) puede unirse a Sp1l, por ello se reprime la actividad del promotor de la
TK1. Proteinas de la familia E2F mostraron restaurar la actividad del promotor
por competencia con HDAC en la union a Spl. La interaccién entre E2F y
proteinas Sp evita la represion mediada por HDAC (Rotheneder et al., 1999).
Es por lo tanto posible que en la estrategia comun para la regulacién de los
promotores de la TK de hamster, murino y de otras especies estén
involucrados cambios en la estructura de la cromatina a través de la

modificacion local de las histonas (Sorensen et al., 1999).
2.6 Regulacién de la TK1 durante el ciclo celular

La actividad de la TK1 esta estrechamente correlacionada con la proliferacién
celular y sus niveles de RNAm y proteina, son regulados por mdultiples
mecanismos durante el ciclo celular. Los niveles de RNAm y la actividad de la
proteina incrementan cuando las células entran en fase S (Gasparri et al,
2009). Es por ello que las células diferenciadas o en un estado quiescente
poseen niveles muy bajos de RNAmM de la TK1 que se refleja en los niveles de
actividad de la proteina (Mikulits et al., 1996).

La expresion de la TK1 aparece en células que se encuentran en fase G1
tardia, incrementa en fase S, coincidiendo con el incremento en la sintesis de

DNA, en fase G2 declina y desaparece durante la mitosis (ver figura 5; Mikulits
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et al.,, 1996). De un gran numero de estudios esti claro que la regulacién
positiva durante la fase S de la TK1 correlaciona con la proliferacion celular.
Ademas de esta regulacidbn a nivel transcripcional, los mecanismos post
traduccionales parecen tener un papel importante en el nivel de la proteina TK1
funcional. Un mecanismo regulatorio post-traduccional de significancia para los
niveles de expresion de TK1 fue asociado con una secuencia dentro de la
regidn carboxilo terminal del polipéptido de la TK1, sefializacion especifica para
la degradacion de le enzima en la fase G2/M del ciclo celular entre la metafase
y la citocinesis (Eriksson et al., 2002). Un proceso de degradacién mitético es
iniciado por ubiquitinacion de la secuencia del motivo (KEN) en el extremo
carboxilo de la TK1 (Gasparri et al, 2009). La eliminacién de esta secuencia de
aa en el extremo carboxilo terminal suprime la degradacion especifica G2/M y
deja la expresion de la enzima en células quiescentes (Eriksson et al., 2002).
Asi mismo, células transfectadas con una mutante de la TK1 que no puede ser
reconocida para la degradacion proteosomal, exhiben un incremento anormal
en la concentracion de dTTP, lo cual permite una alta frecuencia de mutaciones

y bajo crecimiento celular (Segura-Pefia et al., 2007).
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Figura 5. Representacion de la regulacion de la enzima TK1 durante el ciclo celular El
pico de la actividad de la enzima se presenta en la fase S, declinando en la fase G2 y
desaparece durante la mitosis (M; Tomada y adaptada de Mikulits et al., 1996)
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2.7 Timidina cinasa en plantas

Hasta ahora, pocas secuencias de los genes de la TK han sido reportadas en
plantas, entre los que se encuentran: Oryza, Medicago, Lycopersicon y
Arabidopsis, pero no hay informacion detallada disponible. Aunque hay
reportes sobre la actividad de potenciales TKs, la purificacion de la enzima no
se ha sido realizado (Zrenner et al., 2006) y hasta el momento no se ha
caracterizado la regulacion de su expresion ni la estructura de los promotores

de estos genes en plantas.

Se ha reportado la actividad de timidina cinasa en plantulas de maiz, sin
embargo se ha indicado que la timidina cinasa medida en extractos crudos
pudiera ser debida a la combinacion de actividades de la nucledsido
fosfotransferasa y fosfohidrolasa de ATP. La actividad de la timidina cinasa no
fue detectada en embriones en germinacion, sin embargo, se observo una alta
actividad de timidina cinasa en embriones somaticos y zigoticos en germinacion
de abeto blanco (Stasolla et al., 2003).

Recientemente se reportd la clonacion y caracterizacion del gen de la TK de
Hevea brasiliensis (arbol del hule) y su expresiéon se asocié estrechamente con
el sindrome “tapping panel dryness” (TPD) que es una condicion fisioldgica de
etiologia desconocida en la que se deja de producir latex. Se encontrdé que en
tejidos no proliferativos de arboles afectados por TPD hay niveles 7 veces
menores del transcrito de HbTK que en plantas que no muestran este
sindrome. Estos resultados sugieren que la regulacion positiva de la expresion
de este gen puede estar involucrada en mecanismos de reparacion de dafio a
DNA en la activacion de la division celular y el metabolismo (Venkatachalam et
al., 2010).

Por otra parte la sobreexpresion de la TK1 de tomate (LeTK1), en células de
glioma humanas increment6 unas 500 veces la sensibilidad de éstas al farmaco
AZT. Esta enzima transforma el pro-farmaco a un andlogo nucleosido, que
resulta citotoxico, por lo tanto se suprime el crecimiento del tumor (Khan et al.,
2010). Estos resultados muestran que tanto la TK de mamiferos como de

plantas tienen actividad catalitica sobre los mismos analogos de timidina.
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En trabajos anteriores realizados en el laboratorio se aislé una clona parcial de
cDNA de maiz y se estudio la expresion del gen TK1 durante la germinacion de
ejes embrionarios de maiz. Se observé un maximo en la cantidad de transcrito
a las 12h de la germinacién. Ademas el nivel de RNAmM se estimulo
notablemente al adicionar las hormonas vegetales auxina y citocinina a una
concentracion 1uM (Suzuri, 2001). Ademas se encontré una estrecha relacion
entre la actividad de la enzima y la replicacion del DNA en embriones de maiz,
lo que sugiere una funcion relevante en la via de salvamento de nucleétidos en

esta etapa del desarrollo (Suzuri, 2006).
2.8 Timidina cinasa en Arabidopsis thaliana

En el genoma de Arabidopsis thaliana se identificaron dos genes que codifican
potenciales TKs y que se transcriben. (Zrenner et al., 2006): la primera (TK1a)
se localiza en el cromosoma 3 (AT3G07800) y la segunda (TK1b) en el
cromosoma 5 (AT5G23070). Esta ultima tiene una posible secuencia de
transito al cloroplasto en su extremo amino. El peso molecular y el punto
isoeléctrico tedricos de las secuencias de aminoacidos correspondientes a la
TK1 de Arabidopsis son 26kDa y 6.52 para AtTKla, y 26.4kDa y 6,88 para
AtTK1b, sin incluir el péptido de transito al cloroplasto. El porcentaje de
identidad entre ambas secuencias a nivel de nucleétidos es del 52% y a nivel
aminoécidos es del 53% (Suzuri, 2006). Asimismo, los genes presenta distintas
estructuras en cuanto a la cantidad de exones e intrones lo que sugiere que

pueden tener una funcion y patrén de expresion diferenciales.

Los datos de expresiébn de genes de Arabidopsis thaliana en el atlas de
expresion AtGenExpress (Schmid et al, 2005), muestran que los niveles de
transcrito para el gen TK1la son mas abundantes y ubicuos que de los del gen
TK1b durante el desarrollo de la planta. Ademas, un estudio del perfil del
transcriptoma de Arabidopsis muestra una induccion de alrededor de 30 veces
de los transcritos de la TK1a después del tratamiento con agentes genotoxicos
como bleomicina y mitomicina C, que causan ruptura en el DNA, sugiriendo
gue el dréstico incremento en la transcripcibn de este gen bajo estrés

genotoxico podria reflejar una alta demanda para la sintesis de DNA durante la
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reparacion (Chen et al, 2003). Sin embargo, no se reporta la induccion del gen

TK1b con estos compuestos.
3. Arabidopsis thaliana

El género de Arabidopsis pertenece a la tribu Sisymbriae, un miembro de la
familia Brassicaceae. Varias especies pertenecen al género Arabidopsis, el
miembro mejor conocido y el mas extensamente utilizado como modelo de
investigacién en biologia de plantas es Arabidopsis thaliana. Esta especie es
nativa de regiones de clima templado de Europa. Entre los ecotipos
comunmente empleados se encuentran Landsberg erecta y Columbia, debido a

gue su ciclo de vida puede ser completado entre 6 y 8 semanas (Wilson, 2000).
3.1 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Por varias décadas, investigadores han estudiado la genética y la bioquimica
del mantenimiento del genoma usando mayormente varios organimos modelo:
en procariontes se ha establecido Escherichia coli y en eucariontes, la levadura
Saccharomyces cerevisiae, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, el
nematodo Caenorhabditis elegans y células de mamiferos. Cada uno ha
servido para revelar aspectos bioquimicos y genéticos fundamentales que
participan en el desarrollo y la fisiologia. Un organismo modelo adicional que
ha sido muy valioso para descubrir la regulacion del desarrollo y la respuesta al
medio ambiente en plantas es A. thaliana (Hays, 2002). Ademas de su ciclo de
vida corto, esta especie representa muchas ventajas en términos del tamafio y
estructura de su genoma que facilitaron su secuenciacion. En comparacion a
otras angiospermas, tiene relativamente un genoma pequefio con un estimado
de 125Mb. La principal razén de que su genoma sea tan pequefio es porque
tiene poco DNA repetitivo, alrededor del 60% del DNA nuclear es codificante
(Wilson, 2000). Una ventaja adicional es que se trata de una planta diploide
(nimero de cromosomas haploide n=5), por lo tanto no se parece a modelos
experimentales como el maiz y otras plantas de cultivo, las cuales son
poliploides, lo que dificulta la identificacion de caracteristicas recesivas. Una
caracteristica mas que ha permitido la adopcion de esta planta como una

especie modelo para estudios genético-moleculares se debe al hecho de que
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es manejable para ambos tipos de transformacion: estable y transitoria.
Asimismo, es facilmente transformada por Agrobacterium tumefaciens (Wilson,
2000). De esta manera se simplifican los experimentos que requieren el uso de
plantas transgénicas y obtencion de mutantes (mediante T-DNA vy
transposones) que permiten hacer estudios funcionales. Aunque la estricta
diploidia de Arabidopsis significa que la mayoria de las mutaciones sentido
serian recesivas, la auto fertilizacibn automética produce mutantes
homocigotas. Mutaciones de inserciones DNA-T en la primera generacion (T1)
son recesivas y no tienen fenotipo, pero debido a la segregacion mendeliana
los fenotipos de las mutaciones pueden ser observados en la progenie (T2),
en donde una cuarta parte de la progenie produce semillas homocigotas (Hays,
2002).

3.2 Arquitectura del meristemo de raiz

Después de la germinacion de una semilla, la raiz se desarrolla a partir de un
o6rgano embrionario que se llama radicula. Cuando la radicula sale de la semilla
y crece se le llama raiz primaria. En la punta o el apice de la raiz se encuentra
el meristemo apical en donde hay constante division celular debido a que la
mitosis se mantiene permanentemente (Dolan et al., 1993). Entre mayor sea el
namero de células que se dividen en el meristemo, la raiz crecera mas
rapidamente (Curtis & Hays., 2007).

En el apice de la raiz, se encuentran células madres también llamadas iniciales
y se localizan alrededor de las células del centro quiescente (QC; Terpstra &
Heidstra., 2009; Flucher & Sablowski.,, 2009). Las células madre,
continuamente producen células hijas por divisiones asimétricas. Dos pozas de
células madre pueden ser distinguidas. Las hijas proximales de las células
madre forman el meristemo, por su rapida tasa de division sirven como fuente
de la mayoria de las nuevas células en la raiz en crecimiento, por ejemplo
células de la epidermis y tipos de células vasculares. Las hijas de las células
madres distales no se dividen de nuevo, pero ellas se diferencian a células de
la columela (Jiang & Feldmand., 2005; Scheres., 2007). A pesar de la aparente

restriccion de linajes, las cuales son debido al preciso control de las divisiones
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celulares, las hijas de las células madres pueden adoptar diferentes destinos

dependiendo de su posicion (Van den Berg et al., 1997; Scheres., 2007).

En la raiz de Arabidopsis, las filas de los diferentes tipos de células que se
originan del meristemo se muestran en la figura 6A. Cada fila de células
comienza en una célula inicial (Van den Berg et al., 1997; Flucher &
Sablowski., 2009). Por su parte la columella (cofia), sirve para proteger al
meristemo a medida que avanza la raiz a través del suelo (Jiang & Feldmand.,
2005).

Las células del QC se dividen con una frecuencia 10 a 15 veces menor que las
otras células del meristemo. Cuando una célula del QC se divide y da origen a
dos células hijas, una de ellas se queda en el centro quiescente y la otra se
convierte en una célula inicial del cortex. Después de que una célula inicial se
divide n veces en el meristemo, se forma una hilera de 2n células nuevas, que
se van alejando del centro quiescente y acercando a la zona de elongacién
(Terpstra & Heidstra., 2009). Al QC se le ha atribuido la funcion de reservorio
de células madre para poder reemplazar las células dafiadas, 0 como un
organizador de patrones celulares (Van den Berg et al.,, 1997). Otra funcién
importante del QC es reprimir la diferenciacion de las células del meristemo.
Cuando las células del QC de Arabidopsis se eliminan usando rayos laser, las
células meristematicas adyacentes no se dividen y en lugar de esto se

diferencian (Van den Berg et al., 1997).

Un poco mas arriba del meristemo se encuentra la zona de elongacién; en esta
zona las células ya no se dividen, sino que se alargan hasta alcanzar su
tamano final, posteriormente entran a otra zona de la raiz que se llama de
diferenciacion o maduracion (ver figura 6B). Ahi las células adquieren las
caracteristicas que les permiten llevar a cabo diversas funciones (Curtis &
Hays., 2007; Terpstra & Heidstra., 2009).
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Figura 6. Arquitectura de la raiz. En (A) se muestran las diferentes filas de los tipos de
células que se encuentran en la zona del meristemo: Centro quiescente (QC), epidermis (e),
cortex (c), endodermis (ed), células iniciales (i), cofia lateral (cl) e inicio de cortex. (B) Las
diferentes zonas de la raiz (Adaptada de Terpstra & Heidstra, 2009).

4. Dafio genotoxico a DNA

Aunqgue el genoma de las plantas es muy estable, su DNA esta expuesto a
multiples agentes genotdxicos, tanto enddégenos como del ambiente (Bray &
West., 2005; Tuteja et al., 2009). Todos los componentes primarios del DNA:
residuos de azlcares, enlaces fosfodiéster, las bases de puricas y pirimidicas
gue contribuyen al contenido de informacién del genoma, pueden sufrir dafios.
Las consecuencias biolégicas que surgen del dafio al genoma dependeran de
la naturaleza quimica de la alteracion a la estructura del DNA y puede variar de
inocuo a ser altamente mutagénico (Bray & West., 2005). EIl DNA dafado
puede incluir delecion de bases, formacion de dimeros de pirimidinas,
entrecruzamientos, rompimientos de la hebra y modificacion de bases; como
son alquilaciébn y oxidacion. La acumulacién de tantos dafios provoca
inestabilidad gendmica y se asocia con una alta tasa de mutaciones (Tuteja et
al., 2009). Entre los agentes del medio ambiente que dafian el DNA se
encuentran la luz ultravioleta (UV), las radiaciones ionizantes (rayos X,
radiacion vy), los mutagenos quimicos que producen rupturas en el DNA

(mitomicina C, cisplatino), los agentes alquilantes que modifican las bases, los
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compuestos aromaticos y toxinas producidas por hongos y bacterias (Tuteja et
al., 2009). Ademas se incluye el estrés del ambiente como sequia, alta y baja
temperatura e incremento de UV-B debido al deterioro de la capa de ozono,
resultando en reducciones significativas en la calidad y productividad de
cultivos, debido al aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS). En
células de plantas, los ROS son la principal causa del rompimiento de cadena
simple (SSBs) en el DNA directamente a través de la destruccion de

desoxiribosas o por modificacién covalente de las bases (Bray & West., 2005).

Para prevenir que el DNA dafiado sea fuente de mutaciones, las células deben
responder de manera rapida y eficaz de tal manera que el dafio sea reconocido
para activar cascadas de sefalizacién que activen los sistemas de reparacion.
Es por ello que estas vias de sefalizacion afectan procesos como son la
transcripcion de genes y la progresion del ciclo celular (UIm et al., 2001; Bray &
West., 2005; Kalbina et al., 2006; Tuteja et al., 2009).

4.1 Estrés genotdxico en plantas por luz ultravioleta

El mayor agente genotoxico natural es la luz UV proveniente de la radiacion
solar y comprende principalmente tres tipos: UV-A (320-400nm), UV-B (290-
320nm) y un tercer componente que pertenece al espectro electromagnético,
UV-C (180-290nm), aunque este ultimo no penetra a la biosfera porque es
fuertemente absorbido por el oxigeno y el ozono de la atmésfera (Tuteja et al.,
2009). La luz UV-A es necesaria para la fotosintesis y la activacion de
fotoliasas, mientras que la fraccibn UV-B tiene propiedades mutagénicas y
puede ser letal en la exposicidbn a altos niveles. Por su parte, UV-C es la
fraccion mas dafina y resulta ser germicida en ensayos de laboratorio (Kimura
& Sakaguchi., 2006). El efecto genotéxico de la radiacidon solar surge de una
combinacion de luz UV-Alvisible que induce reacciones de fotosensibilizacion y
UV-B que induce la produccion de dimeros entre residuos de pirimidinas
adyacentes en una cadena del DNA. Las reacciones de fotosensibilizacion
causan dafo oxidativo a bases del DNA, en una menor medida sitios abasicos,

y rompimientos de la hebra (Bray & West., 2005).
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El mayor tipo de dafio a DNA causado por la exposicién a UV-B es la formacion
de dimeros entre pirimidinas adyacentes (figura 7), por ejemplo; fotoproductos
gue consisten primariamente de dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) y
dimeros 6-4PPs (dimero de pirimidona). Los CPDs son mucho mas frecuentes
gue los otros fotoproductos. Los 6-4PPs pueden ser formados entre nucleétidos
adyacentes TT TC y CC dependiendo de la longitud de onda y secuencia
adyacente. Los CPDs y 6-4PPs producen diferentes tipos de distorsiones
estructurales dentro del DNA, los primeros inducen una leve flexién en la hélice
del DNA, mientras que los segundos producen una flexiébn mas pronunciada y
desenrrollamiento (Tuteja et al., 2009). Desde el punto de vista de la formacién
de fotoproductos inducidos por radiaciones UV-B y UV-C, presentan un patrén
similar en la distribucién de fotoproductos y en el dafio a DNA, en exposicion a
dosis bajas de cualquiera de estas radiaciones (Tuteja et al., 2009). La
formacion de estos dimeros puede bloquear el avance de la horquilla de
replicacion y afectar la transcripcion (Al Khateeb & Schroeder., 2009). Los
efectos de radiacion UV son especialmente perjudiciales en plantas, aunque la
luz del sol tiene papeles antagénicos, por un lado es una fuente de dafio y por

el otro es un requerimiento para la fotosintesis (Tuteja et al., 2009).

La radiaciébn UV-B tiene muchos efectos directos e indirectos en plantas,
incluyendo dafio a DNA, proteinas y membranas (Al Khateeb & Schroeder.,
2009), alteraciones en la transcripcion y fotosintesis, cambios en el crecimiento,
desarrollo, morfologia e inestabilidad genética. La luz UV-B puede producir un
decremento en los niveles de pigmentos fotosintéticos, afectando la integridad
tilacoidal, incrementando la difusion estomatal y reduciendo la fotosintesis
(Kimura & Sakaguchi., 2006; Tuteja et al., 2009). Entre los cambios
morfologicos que la UV-B induce en plantas se incluyen: inhibicién de la
elongacion del hipocolito, altura de la planta, engrosamiento de la hoja,
deformacion del cotiledon, elongacién del tallo, expansién de la hoja,
ramificacion axilar y relacion raiz/retofio. Ademas de los cambios asociados
con la proteccion a UV-B como el incremento de ceras epicuticulares (Al
Khateeb & Schroeder., 2009; Leasure et al., 2009).
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Recientemente, se ha incrementado la radiacion UV (especialmente UV-B) en
la superficie de la tierra a causa del deterioro de la capa de ozono, esto llega a
ser un problema serio, ya que el llamado agujero del ozono se expande en el
Antartico desde los afios 80. La cantidad total de ozono atmosférico ha
continuado en decremento, haciendo que la reparacion del DNA en cultivos
para alimento sea aun mas importante en el futuro, para evitar efectos
indeseables en el crecimiento y produccion de las plantas (Kimura &
Sakaguchi., 2006).

4.2 Mecanismos de respuesta a estrés genotoxico

El dafio a DNA causado por estrés genotoxico debe ser reparado para
mantener la integridad del genoma de la planta y evitar mutaciones que afecten
el crecimiento y en productividad. Como las plantas estan expuestas de forma
obligada a luz UV, sus células deben ser muy eficientes en reparar este tipo de
dafos (Tuteja et al., 2009). En plantas las vias de reparacién del dafio a DNA
incluye fotoreactivacion (reparaciéon directa), la cual utiliza UV-A o luz azul para
revertir el dafio al DNA a una configuracion normal a través de la accion de una
enzima llamada fotoliasa. La segunda via es un mecanismo independiente de
luz, el cual no revierte directamente el dafio a DNA, pero en su lugar remplaza
el dafio con nuevos nucleétidos. Este proceso es conocido como reparacion

por escision de nucleotidos (Figura 7; Al Khateeb & Schroeder., 2009).

La importancia de estos sistemas de reparacion se ha deducido del estudio de
mutantes PHR1 de Arabidopsis o plantas defectuosas en NER, que exhiben
hipersensibilidad a UV pero también potencian la frecuencia de recombinacion
homologa (HR) somatica. Lo que indica que al menos tres diferentes vias;
reparacion directa, NER y HR, contribuyen cooperativamente a mantener la
integridad del genoma en diferentes tejidos en exposicién prolongada a UV-B
(Bray & West., 2005; Molinier et al., 2008).

Se cree que en tejidos verdes y en presencia de luz la reparacién directa es la
via predominante, mientras que en ausencia de luz la via de NER es

preferentemente utilizada (Kimura & Sakaguchi., 2006).
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Figura 7. Productos de dafio a UV y las diferentes vias de reparacién que participan en
diferentes tipos de tejido, En la parte superior de la imagen se muestran los 2 principales
fotoproductos, formados del dafio ocasionado por UV sobre el DNA. En la parte inferior se
aprecia un modelo de las vias que actdan preferentemente en diferente tejido en respuesta
para reparar el dafio inducido por luz UV (Tomada y adaptada de Jiang et al., 1997 y Kimura &
Sakaguchi., 2006).

Estudios realizados de patrones de expresion de genes de reparacion del DNA,
conjuntamente con ensayos de reparacion In vivo de la fotoreactivacion y vias
de reparacion por escision (BER y NER) en tejidos no proliferativos (hojas
maduras) Yy tejidos proliferativos (apices de raiz y meristemo apical de la raiz),
mostraron que la fotoreactivacion es la principal via de reparacion del DNA en
tejidos no proliferativos, mientras que la fotoreactivacion asi como la reparacién
por escisién son activadas en tejidos proliferativos, siendo estas ultimas vias
las preferentes (Kimura & Sakaguchi., 2006; Molinier et al., 2008; Tuteja et al.,
20009).
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4.3 Vias de reparacion del dafio al DNA

La reparacion del DNA es esencial para asegurar la fiel transmision de
informacion genética de una generacién a otra. Los genomas de Arabidopsis y
arroz revelaron la presencia de muchas proteinas de reparaciéon similares a las
de mamiferos con algunas diferencias importantes. Sin embargo, como en
animales, las células de las plantas cuentan con varios mecanismos de
reparacion para el DNA dafiado (figura 8; Hays, 2002; Kimura & Sakaguchi.,
2006; Tuteja et al., 2009).

En general las plantas contienen mas mdltiplos de copias de genes que en
animales. Es posible que la presencia de mdltiples alelos de genes
participantes en los mecanismos de reparacion incrementan la tolerancia de las
plantas a luz UV (Kimura & Sakaguchi., 2006).
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Figura 8. Factores que dafian el DNA de plantas y vias de reparacion que responden al
dafio (Tomada de Kimura & Sakaguchi., 2006).
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4.3.1 FOTOREACTIVACION

La reaccion de fotoreactivacion es catalizada por la enzima fotoliasa que se
une a DNA dafiado por luz UV. Esta enzima usa fotones de luz azul (350-
450nm) para transferir electrones, y de esta forma escinde la estructura de
anillo del dimero de pirimidina y restaura a las bases a su forma normal sin
dafno. Las fotoliasas contienen dos cofactores, uno de los cuales es siempre la
forma reducida de FAD (FADH), el fotocatalizador universal de todas las
fotoliasas (Bray & West., 2005). El segundo cromoforo es cualquiera de los
siguientes: 5,10 metiltetrahidrofolato (MTHF) o 8-hidroxi-7,8-dimetil-5-
deazariboflavina (8-HDF). Estos dos Ultimos no son esenciales para la
actividad, sin embargo, son mucho mas eficientes que FADH como fotoantena,
a través de la cual se absorben fotones de la luz azul. En una reaccién
independiente de la luz, la fotoliasa se une a la lesion del dimero de
pirimidina, la cual tiene una distorsion en la estructura del DNA y forma un
complejo estable sustrato-enzima. El cromoforo folato de la fotoliasa absorbe
un fotdn de la luz azul y transfiere la energia de excitacion del foton a FADH-,
promoviendo la transferencia de un electrén de FADH- al complejo de dimero
de pirimidina unido a la enzima. El enlace covalente entre las pirimidinas
adyacentes del CPD es escindido y las dos bases de las pirimidinas retornan
a su estado original en el DNA, con la simultdnea trasferencia de un electron
de regreso a FADH y la regeneracion de la forma activa FADH-. Asi la
reaccion global no involucra la ganancia o pérdida de un electrén (ver figura 9).
Se sugiere un mecanismo similar para las fotoliasas 6-4, pero con la inclusién
de un paso, en el cual involucra una conversion térmica de los 6-4PP a un
oxetano inestable intermedio antes de los pasos de reversion fotoquimica
(Bray & West., 2005). En ecosistemas naturales, la luz de la regién visible del
espectro del sol siempre se acompafa de irradiacion UV-B, asi la reaccion
catalizada por la fotoliasa es un mecanismo libre de errores para reparar el
dafio sin la necesidad de un paso de escision de nucleétidos o de bases. Casi
todos los organismos con excepcion de los mamiferos producen una fotoliasa

CPD, pero la presencia de una fotoliasa 6-4 ha sido detectada solo en un
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namero selecto de especies, incluyendo insectos y plantas (Jiang et al.,

1997;Bray & West., 2005).

En Arabidopsis thaliana el gen UVR2 codifica una fotoliasa (PHR1) que actua

solo con CPDs, mientras que el gen UVR3 codifica una fotoliasa especifica

para los fotoproductos 6-4 (Molinier et al., 2008). La inactivacion selectiva de

las fotoliasas de Arabidopsis ha dado la oportunidad, no disponible en otro

modelo, de analizar consecuencias mutagénicas y genotoxicas de cada

fotoproducto y asi elucidar

genoma (Hays., 2002).
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CPD, para mas detalles ver texto (Adaptada de Tuteja et al., 2009; y Bray & West 2005).
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4.3.2 Reparacion por escision de nucleétidos (NER)

A diferencia de las fotoliasas que reparan solamente un tipo de dafio al DNA, el
mecanismo de NER reconoce y repara DNA dafiado por distintos agentes
como la irradiacion UV, cisplatino y otros agentes genotdxicos. Las vias de
NER pueden ser clasificadas como reparacion global del genoma (GGR), la
cual repara el dafio a DNA en el lugar que sea en el genoma, o la reparacién
acoplada a la trascripcién (TCR), la cual especificamente restaura las hebras
de DNA que estan siendo transcritas (Kimura & Sakaguchi., 2006). El
mecanismo de NER consiste en una serie de 5 reacciones: reconocimiento del
dafio a DNA, el desenrrollamiento de la doble hebra de DNA en los
alrededores del dafio (apertura del complejo de pre-escision), escision dual de
la lesién, sintesis del DNA seguida por la ligacion de la nueva hebra de DNA
sintetizada (Kimura & Sakaguchi., 2006; Molinier et al., 2008).

En la GGR, el dafio a DNA es reconocido por XPC/Rad23 (Xeroderma
pigmentosum, grupo de complementacion C/Rad 23) o UV-DDB (proteina de
unidon a DNA dafiado por UV). La funcion de DDB es alterar la estructura de la
cromatina y reclutar factores de NER a los sitios de dafio a DNA. En contraste
durante TCR, el contacto de la RNA polimerasa durante la transcripcion con
los nucledtidos dafiados desencadena el reconocimiento del dafio a DNA por
la CSA (Sindrome de Cockayne, tipo A) o CSB (sindrome de Cockayne, tipo B).
La region del DNA que ha sido reconocida con el dafio es desenrollada por
TFIIH (factor de transcripcion basal 1IH), las proteinas XPB, XPD, XPA
(Xeroderma pigmentosum, respectivo grupo de complementacion B, D y A) y
RPA (proteina de replicacion A), de esta manera hacen mas espacio para
reclutar a las otras proteinas de reparacion. Luego las endonucleasas
especificas XPF/ERCC1 y XPG cortan la cadena dafiada en los extremos 3 y
5" respectivamente con lo que se escinden oligonucledétidos de alrededor de 20
a 30 nucledtidos que contienen la parte dafiada del DNA. El hueco formado por
la escision es rellenado mediante un complejo que contiene a PCNA (antigeno
nuclear celular de proliferacion) y RFC (factor de replicacion C) y las DNA
polimerasas 0&/¢, en donde la cadena sin dafio ahora tiene la funcién de

templado para sintesis de la nueva hebra. NER es completado por la ligaciéon
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de la nueva cadena de DNA sintetizada con la participacion de la ligasa de
DNA | (ver figura 10; Bray & West., 2005; Kimura & Sakaguchi., 2006; Molinier
et al., 2008; Al Khateeb & Schroeder., 2009; Tuteja et al., 2009).
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Figura 10. Reparacién por escision de nucleétidos. Las vias de NER pueden clasificarse
dentro de 2 grupos, reparacion global del genoma (GGR) y reparacion acoplada a la
transcripcion (TCR). En la figura se muestra la serie de reacciones en las que consisten estos
mecanismos. Las proteinas marcadas en asteriscos estan presentes en multiples copias. Solo
la proteina XPA mostrada no se ha encontrado en plantas (Tomada de Kimura & Sakaguchi.,
2006).

El andlisis de la secuencia del genoma de Arabidopsis revelo que la mayoria de
los genes involucrados en NER son encontrados en esta planta, indicando que
esta via de reparacion esta conservada filogenéticamente (Tuteja et al., 2009).
Mutantes de Arabidopsis en genes relacionados con NER son sensibles a UV,
entre estos se encuentran XPF (AtRadl), XPG (AtRad2) y XPD (AtRad3). Otros
genes de NER que han sido aislados en Arabidopsis son XPB, DDB1, DDB2 y
ERCC1 (AtRad10). Ademas se han obtenido mutantes de insercion de T-DNA
en XPB que muestran crecimiento retardado. Por su parte, mutantes de T-DNA
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y RNA de interferencia (RNAi) de DDB2 presentan fenotipos de desarrollo
pequefio. Estos resultados resaltan el papel importante de la reparacion del
DNA durante el crecimiento y el desarrollo (Hays, 2002., Bray & West., 2005;
Kimura & Sakaguchi., 2006).

Las mutantes en ERCC1 de Arabidopsis son sensibles a irradiacién y, una
mutante en XPB presenta sensibilidad a peroxido de hidrogeno y MMS
(metilmetanosulfonato), asi como mutantes en XPG son sensibles a peréxido
de hidrégeno e irradiacion ionizante. Ademas XPF y ERCCL1 tienen papeles
claves en la recombinaciéon homadloga. Por todo lo mencionado anteriormente
se concluyé que NER puede estar involucrado en la reparacién de diferentes
tipos de dafo a DNA en plantas (Kimura & Sakaguchi., 2006). Algunos genes
relacionados con NER, como son DDB, PCNA, DNA polimerasa &, RPA y CSB
han sido aislados de arroz (Kimura & Sakaguchi., 2006; Tuteja et al., 2009).
Arabidopsis sorprendentemente tiene una proteina homologa a Mfd de E. coli,
la cual media la via de NER acoplada a la transcripcion y de la proteinas
UvrD/MutU/RecL. Estas ultimas proteinas tienen un papel esencial en los
pasos de post-reconocimiento e incision en bacterias para los mecanismos de
reparacion de NER y MMR, y parecen estar involucrados en algunos procesos
de recombinacion (Hays, 2002).

4.3.3 Reparacién del rompimiento de la doble hélice

Otra posibilidad de dafio directo al DNA es el rompimiento fisico de la doble
hélice (DSB), que puede ocurrir por exposicibn a radiacion ionizante, a
guimicos genotdxicos y a la presencia de algunos productos metabdlicos
celulares, como los que se producen durante el estrés oxidativo. Este ultimo
puede ser ocasionado por la exposicion a luz UV (Bray & West., 2005). Hay
dos vias para reparar los rompimientos de este tipo, la uniéon de extremos no
homodlogos (NHEJ; non-homologous end joining) y la recombinacién entre
homologos (Beas et al., 2009). Estas vias son responsables del balance de la
estabilidad genomica contra la generacion de diversidad genética (Bray &
West., 2005).
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La NHEJ o también conocida como recombinacién ilegitima incluye la reunién
directa de los extremos rotos del DNA, con un minimo de procesamiento de las
secuencias de los extremos, lo que sugiere que este mecanismo se activa
cuando hay pérdida de nucleétidos en los extremos. En este caso, la secuencia
del suceso inicia con el reconocimiento del rompimiento por el dimero Ku70-
KuB80 y cinasas de proteinas dependientes de DNA (DNA-PKs) que
interaccionan entre si para mantener los extremos muy cercanos uno del otro.
La unién de una tercera proteina, Artemisa, y la consiguiente fosforilacion de
todos los componentes induce el procesamiento final de los extremos por un
complejo formado por XLF, XRCC4 y ligasa IV, que une los dos extremos para
completar la reparacién (Kimura & Sakaguchi et al., 2005; Beas et al., 2009).
Esta via recombina DNA en gran medida independiente de la secuencia (Bray
& West., 2005).

Por su parte, durante la reparacion por HR, uno de los extremos del sitio del
rompimiento es reconocido por un complejo compuesto por varias proteinas.
Luego los extremos del DNA son recortados, permitiendo la unién de RPA,
RAD51 y RAD52 al extremo de DNA de cadena simple. EI complejo RPA-
RAD51-RAD52 rastrea una region homologa en un DNA intacto (cromosoma
homologo) e inicia el emparejamiento, que se facilita mediante la accién de
RAD54. La sintesis de DNA ocurre desde el extrem6 del DNA invasor,
extendiendo la regién reparada y formando una unién de Holliday. Esta unién
se transloca a lo largo del DNA en un proceso mediado por un complejo de
migracion. Por ultimo, los extremos son reunidos para terminar con dos

secciones de DNA intactas (Beas et al., 2009).
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4.4 Control del ciclo celular

El ciclo celular esta constituido por 4 fases ordenadas secuencialmente y en las
gue participan diversas proteinas que controlan el progreso del ciclo. La fase
G1 se intercala entre la mitosis previa y la entrada a la préxima fase S,
mientras que la fase G2 separa la fase S de la subsecuente fase M. Por lo
tanto, las células en G2 se distinguen de las células en G1 por poseer un doble
contenido de DNA. Las fases G permiten la operacion de controles que
aseguren que la fase previa ha sido adecuadamente completada, por lo que no
es sorprendente que los mayores puntos de regulacién en el ciclo celular
operen en la uniones G1/S y G2/M, los cuales corresponden a los puntos de
potencial arresto como una consecuencia de las condiciones externas (Dewitte
& Murray, 2003).

En general, la progresion del ciclo celular es mediada a través de la activacion
temporal de las cinasas dependientes de ciclinas (CDKSs), las cuales dependen
de la asociacion con alguna de los diferentes tipos de ciclinas. Cuando ocurre
el dafio a DNA la actividad de las CDKs necesita ser inhibida para arrestar la
progresion del ciclo celular y para proporcionar a las células tiempo suficiente
para reparar el dafio antes de entrar a mitosis. Ademas de las CDKs participan
en la regulacion del ciclo celular otras proteinas como las ciclinas,
Retinoblastoma y E2F (Huntley & Murray, 1999).

Los mecanismos para coordinar la division celular son similares en mamiferos y
en plantas, sin embargo, existen mecanismos que no son conservados
(Huntley & Murray, 1999). Una de las diferencias mas notables entre plantas y
animales es que los genes de “checkpoint” en plantas no son esenciales
durante el crecimiento normal. Ademas los “checkpoint” en plantas parecen
menos sensibles a estrés a DNA que sus contrapartes en animales. Aunque en
células de raiz de cebolla tratadas con agentes genotoxicos se provoca un
arresto transitorio del ciclo celular en G2, las células entran en mitosis antes de
gue la reparacion del DNA sea completada. Este proceso llamado adaptacion

“checkpoint”, fue recientemente observado en animales, pero en contraste con
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las plantas, las células adaptadas liberadas del “checkpoint” eventualmente
mueren (Cools & De Veylder, 2009).

En plantas, la detencién del ciclo celular no necesariamente se asocia con la
muerte del organismo, sino que el arresto en el meristemo correlaciona con un
crecimiento re-direccionado para la iniciacion de nuevos meristemos, Yy
eventualmente permite el escape al estrés al DNA. Por ejemplo, en plantas sin
un “checkpoint” funcional tratadas con un compuesto inhibidor de la replicacion,
la raiz principal detiene su crecimiento y se inducen raices laterales. Esta
plasticidad en la respuesta se facilita por el desarrollo post-embrionario en
plantas que permite el sacrificio de células que sufren dafio a DNA para
favorecer la induccién de nuevos Organos sin que ocurra apoptosis masiva

como en animales (Cools & De Veylder, 2009).
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HIPOTESIS

Dado que la timidina cinasa (TK) participa en la via de salvamento de
nucledtidos, tendra una funcién esencial en los eventos de reparacion del DNA

inducido por dafio genotéxico en plantas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la expresion y funcion de los genes de la timidina cinasa de

Arabidopsis thaliana en la reparacion del dafio al DNA causado por luz

ultravioleta.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Aislamiento y clonacion de los promotores de la TK1 de A. thaliana

Identificar las regiones promotoras de los genes AtTKla y AtTK1b del
genoma de Arabidopsis thaliana.

Amplificar y clonar las secuencias de los promotores de la TK1 frente a
un gen reportero en un vector binario.

Transformar plantas de A.thaliana con las construcciones obtenidas.

2. Evaluacion fenotipica y genotipica de mutantes de insercion de DNA-T

de la TK1 en respuesta aluz UV-C

Facultad de Quimica

Establecer las condiciones de tiempo de irradiacion con luz UV-C para
inducir estrés genotoxico en plantulas de Arabidopsis.

Evaluar fenotipicamente la susceptibilidad a luz UV-C de lineas
mutantes de DNA-T para los genes de la TK1.

Determinar los niveles de transcritos respectivos de cada gen por la
técnica de RT-PCR, tanto en la linea silvestre como en las mutantes

para evaluar su respuesta a estrés genotoxico.
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MATERIALES Y METODOS
1. Material biolégico

Se emplearon semillas de Arabidopsis thaliana silvestre (ecotipo Columbia) y
las lineas de insercion de DNA-T SALKO037113, que tiene integrado el DNA-T
en la region promotora del gen TKla y SALKO07256 que tiene integrado el
DNA-T en el ex6n 1 del gen. Estas lineas mutantes se obtuvieron del

Arabidopsis Biological Resource Center, Universidad de Ohio, E.U.A.
1.1. Desinfeccién y sembrado de semillas de Arabidopsis thaliana

Para la desinfeccién de las semillas, primero se colocaron en una solucion de
etanol al 50% durante 1 minuto con agitacion constante, posteriormente se
centrifugd en la nanofuga durante 5s, enseguida se decantd el etanol, para
posteriormente agregar a las semillas 1.5 ml de una solucién con agua estéril
de hipoclorito de sodio al 2.5% con Tween-20 al 0.05%, se incub6 durante 10
min con agitacion constante, después de transcurrido el tiempo se centrifugo
en la nanofuga y se decantd la solucion. A continuacién se lavaron las semillas
con 1mL de solucion Tween-20 al 0.05%, se agitaron e inmediatamente se
centrifugaron para decantar la solucion. Este ultimo paso se repitid tres veces

7

mas.

Las semillas se sembraron en cajas Petri con medio Gamborg B5
suplementado con sacarosa al 2%, se incubaron de 48 a 72h a 4°C, en
condiciones de oscuridad. Después de haber pasado este tiempo las cajas se
transfirieron a una incubadora con una temperatura de 22°C y con un

fotoperiodo de 8h luz/16h oscuridad.
1.2. Resiembra de plantulas de Arabidopsis thaliana

Las plantulas de Arabidopsis silvestres y mutantes de 8 dias de crecimiento en
caja Petri, se trasplantaron de 1 a 4 por maceta, en una mezcla de sustrato
Sunmix 4® , vermiculita y agrolita (en proporciones 2:1:1 respectivamente). Se

pasaron a una camara de incubacion a 22°C con luz continua.
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2. Aislamiento de los promotores de los genes de la timidina cinasa

2.1 Busqueda y analisis de la secuencia de los promotores de los genes
TK de A. thaliana

Se realizé la busqueda de la secuencia de los genes de la timidina cinasa
AtTKla (AT3G07800) y AtTK1b (AT5G23070) de Arabidopsis en la base de
datos TAIR Arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/), con el propésito de
conocer la organizacion estructural de ambos genes. Una vez identificados los
genes se localizaron las secuencias de 1000 pares de bases (pb) rio arriba de
la region 5°-UTR y rio abajo de la regién 3'-UTR de cada uno de los genes en
la pégina del centro nacional de informacion biotecnolégica (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se tomdé como potencial promotor la secuencia
de aproximadamente 1100pb rio arriba del inicio del marco de lectura en
ambos genes. Estas secuencias se analizaron en la base de datos PLACE
(Plant Cis-acting Regulatory DNA elements; http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE)
para conocer los potenciales elementos de unién a distintos factores de

transcripcion.

2.2 Disefio de oligos para el aislamiento de los promotores de los genes

TK de Arabidopsis thaliana

Para aislar las secuencias de los potenciales promotores se disefiaron
oligonucledtidos con ayuda del software Primer3 (http: //biotools.umassmed.
edu/bioapps/primer3), los cuales acotaron una region aproximada de 1100 pb y
gue incluy6 el promotor, la regién 5°-no traducida y los primeros aminoacidos
del marco de lectura abierto, a estas secuencias se les asignaron los nombres
de pTKlay pTK1lb respectivamente. Asimismo, se incluyeron en los extremos
5’ las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion: para Hindlll en
los oligos forward y para BamHI en los oligos reverse. Por ultimo en lo que
respecta al disefio de los oligos se analizaron sus propiedades fisicoquimicas
para verificar que fueran compatibles para cada par, empleando el software
OligoAnalizer (http://www.idtdna.com/ANALYZER/Applications /OligoAnalyzer/).
Las secuencias de estos oligonucleétidos y sus propiedades se presentan en la
tabla 1.
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Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos para la amplificaciéon del promotor de los
genes AtTKla y AtTK1b. Se indican en letras negritas los sitios de reconocimiento de
enzimas de restriccion.

Direccion de Secuencia del oligonucleétido ™ Longitud Contenido
Promotor amplificacién (°C) ((=49)) de GC (%)
] Forward 66.3 27 40.7
pTKla 5 AAGCTTAGGATGGTGCCACTAAAAGTT 3
Reverse 67.1 26 53.8
5"GGATCCCATGGCAGAGACTTGAGAAG 3
Forward 66.2 28 39.3
pTK1b 5" AAGCTTTGGAAGGAGAGGAGATTTTTCA 3
Reverse 66.3 27 44.4
5" GGATCCTGTTCTCATCGAAACACCAAA 3’

2.3 Extraccion de DNA gendmico

La extraccion de DNA gendémico se realiz6 a partir de hojas de la roseta de
plantas de Arabidopsis. Se pesaron 100mg de tejido fresco que
inmediatamente se congel6 en nitrogeno liquido y se trituré en un mortero
estéril hasta obtener un polvo muy fino. El polvo se transfiri6 a un tubo
Eppendorf de 1,5ml y se prosiguié a efectuar la extraccion empleando Fast
DNA® kit (Q-BlIOgene) por lo que se siguieron las indicaciones proporcionadas
por el fabricante. Se procesaron 6 muestras, las cuales se juntaron al final del
procedimiento. La pureza de la preparacion de DNA se evalu6 mediante
analisis espectrofotométrico (Azso/A2g0) Y €electroforético (se visualizé en un gel

de agarosa 0.8%).

2.4 Amplificacion de las secuencias promotoras de los genes de timidina
cinasa por la técnica de la reaccion en cadena de la DNA polimerasa
(PCR)

Al tener el DNA gendmico y los oligos se procedié a la amplificacién de los
fragmentos de DNA por la técnica de PCR, para lo cual primero se
establecieron las condiciones Optimas para la amplificacion de ambos

promotores (tabla 2).
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La reaccibn de PCR se realiz6 en un volumen final de 20uL con los
componentes que se muestran en la Tabla 11 (ver apéndice 1). Dichas
reacciones se realizaron en un termociclador marca Applied Biosystems
modelo Gene AMp9700. Los productos de las reacciones de amplificacion se
resolvieron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se purificaron

empleando el Gel extraction kit QIAquick de Qiagen.

Tabla 2. Condiciones de PCR éptimas para la amplificacion de cada promotor

Amplicon  Pre-desnaturalizacion Amplificacion PCR Extension

final

Desnaturalizacion, 94°C por 1minuto
pTKla Alineamiento, 60°C por 1minuto 72°C por 5
(1092pb) 94°C por 5 min Extensién,72°C por 1 min min
(30 ciclos)
pTK1b Desnaturalizacion, 94°C por 1minuto
(1100pb) 94°C por 5 min Alineamiento, 60°C por 1minuto 72°C por 5
Extension,72°C por 1 min min
(35 ciclos)

2.5 Clonacion de los fragmentos de DNA de los promotores de la TK1 en

el plasmido pGEM.

La ligacién se llevé a cabo con el vector pPGEM®-T Easy Vector (Promega),
utilizando una relacién aproximada de cantidad de DNA (inserto: vector) de 3:1.
Para la reaccion de ligacion se mezclaron 5uL de 2X Rapid Ligation Buffer, 1uL
de plasmido, 1uL de T4 DNA ligasa (3U/uL) y para el calculo de la cantidad de
los productos de PCR se utilizo la siguiente férmula:

ng de vector (50ng)Xtamafio del inserto(Kb) 3
x —
tamafio del vector (3.0kb) 1

Posteriormente se agitdé para homogenizar la mezcla y se incubé 1 hora a
37°C.
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2.6 Seleccion de las colonias transformantes

Concluida la reaccion de ligacion se realiz6 la transformacion de células
competentes de E. coli DH5a mediante choque térmico como se describe en la
seccion 1.2 del apéndice 1. Para la seleccion de colonias transformantes con
las construcciones en el plasmido PGEM se plaquearon en medio
LB/ampicilina/IPTG/X-Gal. Las cajas se incubaron por 24 h y se seleccionaron
las colonias de color blanco, que son las que contienen el plasmido con el
inserto. Para comprobar las transformaciones, se resembraron las colonias en
4mL de caldo LB y se extrajeron los plasmidos, se digirieron 500 ng de
plasmido con 1 unidad de EcoRI en un volumen final de 20 pL y se incubo a
37°C por 2 h. Los productos de la digestién se visualizaron por electroforesis en
geles de agarosa al 1.5%. Se seleccioné una colonia de cada construccion y se
secuenciaron los plasmidos para confirmar que se trataba de los insertos de

interés.
3. Clonacién de los promotores de la TK por la Tecnologia Gateway®
3.1 Fundamento

Esta tecnologia esta basada en un sistema de recombinacién en sitios
especificos del bacteriéfago A que facilitan la integracion de su genoma en el
cromosoma de E.coli y el cambio entre las vias lisogénica y litica. La
recombinacion basada en el fago lambda involucra dos componentes
principales: las secuencias de recombinacion de DNA (sitios att) y las proteinas

gue median la reaccion de recombinacion (Gateway, 2004).

La recombinacion Lambda ocurre entre los sitios especificos de acoplamiento
(att): attB en el cromosoma de E. coli y attP en lambda. Los sitios att sirven
como el sitio de union para las proteinas de recombinacion. En la integracion
de Lambda, ocurre la recombinacion entre los sitios attB y attP, para generar
los sitios attL y attR. El cruce real que ocurre entre las regiones homélogas
centrales es de 15 pares de bases en los dos sitios, pero las secuencias
circundantes se requieren ya que contienen los sitios de unidén para las

proteinas de recombinacion (Gateway, 2004).
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Las proteinas de recombinacion involucradas en la reaccion difieren
dependiendo si lambda utiliza la via litica o lisogénica. La via lisogénica es
catalizada por la integrasa (Int) del bacteri6fago lambda y por el factor
hospedero de integracion (IHF) de E. coli (BP Clonase™ Il ). Mientras que la
via litica es catalizada por las proteinas del bacteriéfago lambda Int y una
Excisionasa (Xis), ademas de la proteina IHF de E. coli (LR Clonase™ II;
Gateway, 2004).

La Tecnologia Gateway® requiere del disefio de secuencias de DNA
flanqueadas por los sitios de recombinacién att, estos son mezclados in vitro
con un vector que también contiene sitios de recombinacion e incubados con
proteinas de recombinacion del bacteriéfago A que acoplan la transferencia de
la secuencia de interes dentro del nuevo vector (Hartley et al., 2000). Esta
tecnologia proporciona una manera rapida y altamente eficiente para trasladar
secuencias de DNA dentro de mdltiples vectores, lo cual permite la expresion y
el analisis funcional de proteinas (Earley et al., 2006). Dos reacciones de

recombinacioén constituyen las bases de esta Tecnologia (figura 11):

Clonacién en el vector donador

att8 atts attp attP attR attR

attl attl
D gen E D ccdB E BP clonasa™Il D gen E D cedB E
g — o

Producto de PCR
flanqueado por los Vector donador
sitios attB

Subproducto
Clona de entrada

Clonacién en el vector binario

attl attl attR attR attB attB attP attP

I sl P s P sl B =

LR clonasa™Il
Clona de entrada Vector destino — Clona de expresion + subproducto

Figura 11. Reacciones de recombinacion del sistema Gateway. Se muestran las 2
reacciones de recombinacién requeridas en este sistema para obtener la secuencia
de interés clonada en el vector binario (clona de expresion)
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3.2 Obtencion de los productos de PCR flanqueados por los sitios attB

Para crear las secuencias de DNA de interés flanqueadas por los sitios de
recombinacién attB, con el propésito de emplear la tecnologia Gateway®, se
requirio realizar 2 reacciones de amplificacion. En la primera reaccion (PCR1)
se utilizo como molde las secuencias de DNA clonadas en el vector PGEM, se
realizé la amplificacién de los promotores empleando oligos que contienen una
parte de secuencia especifica del promotor y parte de la secuencia del sitio de
recombinacién, los oligos se presentan en la tabla 3. Se realizé la segunda
amplificacion (PCR2) empleando oligos adaptadores que contienen la
secuencia restante del sitio de recombinacion y la secuencia del sitio de
recombinacién ya incluida en los oligos anteriores (tabla 4). Las condiciones
Optimas de temperatura y ciclos para cada reaccion de amplificacién se
muestran en la tabla 5. Se utilizaron las mismas condiciones en la amplificacion
de ambas secuencias promotoras flanqueadas por los sitios de recombinacién
en cada PCR.

Tabla 3. Oligos empleados en el PCR 1, necesario en el primer paso para la
obtencién de las secuencias flanqueadas por attB. Estos contienen en su secuencia
parte de los sitios de recombinacién (letras claras) y una secuencia especifica del
promotor (letras en negritas).

IR Direcci6n de Secuencia del oligonucleétido ™ Longitud Contenido
amplificacion (@) (Pb) de GC (%)
Forward 5" AAA AAA GCA GGC TTC AGG ATG GTG CCA
pTKla (ATK1aF) CTAAAAGTT 3
Reverse 5 A GAA AGC TGG G CAT GGC AGA GAC TTG 64.4 32 50
(ATK1aR) AGA AGA 3
Forward 5 AAA AAA GCA GGC TTC TGG AAG GAG AGG | 63.3 37 40.5
PTK1b (ATK1bF) AGATITTICAS
Reverse 5" A GAA AGC TGG G TGT TCT CAT CGA AAC 63.3 35 42.9
(ATK1bR) ACC AAA CAT 3

Facultad de Quimica
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Tabla 4. Oligos adaptadores empleados en el PCR 2, para obtener las secuencias de
interés flanqueadas con las secuencias completas de recombinacion. En negritas se
sefialan las secuencias presentes en el primer amplicon.

Direccion de Secuencia del oligonucleétido ™ Longitud Contenido
amplificacion (adaptadores) ((®) (Pb) de GC (%)

attB1 Forward 5 GGGG ACA AGT TTG TAC AAAAAAGCAGGCT3 | 61.4 29 44.8

attB2 Reverse 5'GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAAAGC TGG G 3’ 62.8 28 53.6

Tabla 5. Condiciones 6ptimas de temperatura y ciclos, para ambos PCR

Pre-desnaturalizacion Amplificacion PCR Extension
final
PCR 1 Desnaturalizacion, 94°C por 1minuto
(oligos con Alineamiento, 60°C por 1minuto 72°C por 5 min
secuencia 94°C por 5 min Extensién,72°C por 1 min
especifica) (28 ciclos)
PCR 2 Desnaturalizacion, 94°C por 30 seg
(oligos 94°C por 5 min Alineamiento, 50°C por 30 seg 72°C por 10
adaptadores) Extension,72°C por 2 min min
(35 ciclos)

Asimismo las reacciones de PCR se efectuaron en un volumen final de 20uL
con los componentes que se muestran en la Tabla 12 (ver apéndice 1). Dichas
reacciones se realizaron en un termociclador marca Applied Biosystems
modelo Gene AMp9700. Los productos de las reaccion de amplificacion se

corrieron en geles de agarosa al 1.5% y se purificaron con Gel extraction kit
(50) QIAquick.
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3.3 Clonacion de los promotores de los genes TK1 en el vector donador

Las secuencias pTKla y pTK1b flanqueadas por los sitios de recombinacion
attB, se clonaron en el plasmido pPDONR™/Zeo el cual contiene los sitios attP,
con el objetivo de obtener las clonas de entrada necesarias para recombinarse
con el vector destino (binario). La reaccion de recombinacion se realiz6 en un
tubo Eppendorf de 1.5 mL, se mezclaron los siguientes componentes: 150 ng
del vector donador, 50 fmol del producto de PCR y buffer TE (pH 8.0) cbp 8.0
ML. Después de descongelar la mezcla de enzimas BP Clonasa™ Il en hielo
por 2 min, se afiadid 2 pL de esta en la mezcla de reaccion, se mezcldo muy
bien y se incubaron las reacciones a 25°C durante 1 hora. Para determinar la

cantidad de los productos de PCR se utilizé la siguiente férmula para el calculo:

660f; 1
?) ()

ng producto PCR=(50fmol)(N) (fmol To%
g

Donde N, es el tamafio del producto de PCR,

Después de transcurrido el tiempo de incubacion se adiciond 1uL de la solucion
de proteinasa K a cada reaccion, se incubé por 10 min a 37°C. Finalizada esta
reaccion se prosiguio a realizar la transformacion por choque térmico de células
de E. coli DH5a. Para la seleccion de las colonias transformantes con la
construccion deseada, las células se plagquearon en medio LB/Zeosina
(50ug/mL) y se incubaron a 37°C durante 48h. Se tomaron 30 colonias de cada
construccion las cuales se resembraron en los medios LB/Zeosina (50ug/mL) y
LB/cloranfenicol (50pg/mL) y se incubaron por 24 horas. Se seleccionaron las
colonias que crecieron solo en el medio LB/Zeosina (se obtuvieron 2-3
colonias) ya que los plasmidos que se recombinaron perdieron la resistencia a
cloranfenicol. Para saber si efectivamente estas colonias contenian el vector
recombinado se purific el plasmido y se digirio con Smal (37°C por 2 h). Los
productos de la digestion se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 15% (los vectores recombinados presentaron un tamaio de
aproximadamente 3.2kb). Ademas, se realiz6 PCR con los oligos adaptadores

y oligos especificos utilizando las condiciones mencionadas en el apartado 3.1.
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3.4 Recombinacién en el vector binario pPBGWFS7,0

Para lograr el andlisis de la actividad de los promotores de la TK1 de
Arabidopsis thaliana se requiere que las secuencias de estos se encuentren
clonadas frente a un gen reportero en un vector binario que permita la
expresion de este gen. Con este proposito se llevo a cabo la reaccion de
recombinacion entre las clonas de entrada (vector donador recombinado con la
secuencia del promotor) y el vector binario (destino) pBGWFS7,0 (sitios de
recombinaciéon attR), el cual contiene los genes reporteros de la proteina
fluorescente verde (GFP) y la B-glucuronidasa (GUS). La reaccién de
recombinacion se realiz6 en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se mezclaron los
siguientes componentes: 100 ng de la clona de entrada, 150ng del vector
binario y buffer TE (pH 8.0) cbp 8.0 pL. Después de descongelar la mezcla de
enzimas LR Clonasa™ Il en hielo por 2 min, se afiadid6 2 yL de ésta en la
mezcla de reaccion, se mezclé brevemente en vortex y se incubaron las

reacciones a 25°C durante 2 h.

Después de transcurrido el tiempo de incubacion se adiciond 1L de la solucion
de proteinasa K a cada reaccion, se incubo por 10 min a 37°C. Concluida esta
reaccion se prosiguio a realizar la transformacion por choque térmico de células
de E. coli DH5a. Para la seleccidn de las colonias transformantes con las
clonas de expresion, las células se plaquearon en medio LB/espectinomicina
(50ug/mL) y se incubaron a 37°C durante 48h. Se tomaron 10 colonias de cada
construccion las cuales se resembraron en los medios LB/espectinomicina
(50ug/mL) y LB/cloranfenicol (50ug/mL) y se incubaron por 24 horas a 37°C.
Se seleccionaron 10 colonias de cada construccion que crecieron solo en el
medio LB/espectinomicina. Para confirmar si estas clonas contenian el vector
recombinado se purifico el plasmido y se digiri6 con Smal (37°C por 2 horas),
Los productos de la digestion se visualizaron por electroforesis en geles de
agarosa (1.5%). Con esta restriccién, el vector sin recombinar debe presentar 2
bandas, mientras el recombinado solo 1 banda. Ademas se realiz6 PCR como
en la clonacion del vector donador. Asimismo, se secuenciaron los plasmidos

para confirmar las secuencias en las clonas de expresion.
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3.5 Trasformacién por choque térmico de Agrobacterium tumefaciens

Se descongelaron las células competentes (apéndice 1) durante 5 min en hielo.
Posteriormente se afiadié 1 pg de DNA plasmidico a los 100uL de células
competentes, se mezclaron e inmediatamente se colocaron en nitrégeno
liguido durante 5 min. Subsecuentemente se incubaron a 37°C por 25 min.
Después de transcurrido este tiempo se agregé 1 mL de caldo LB y se
incubaron las células a 28°C por 3h con agitacion a 225 rpm. Una vez
concluida la incubacion se centrifugd durante 2 min a 13000 rpm en una
centrifuga Jouan MR1812, se decanté el medio y el botdn de células se
resuspendio en 100 pL de caldo LB. Posteriormente cada 50 pL de la
suspension de células se plaguearon en una caja de medio LB suplementado
con los antibioticos espectinomicina (50ug/mL) y rifampicina (100ug/mL). El
cultivo se incubo6 a 28°C por 3 dias. Para comprobar las transformaciones se
seleccionaron 3 colonias para cada construccion, se purificaron los plasmidos y
se realiz6 la técnica de PCR. Para almacenar las células transformadas se
sembraron las bacterias en LB y se incubaron a 28°C, con agitacion de 200
rpm durante toda la noche. Se tomaron 350 pL del cultivo y se le agregaron 150
pL de una mezcla de glicerol-H,O (1:1) estéril (la concentracion final del glicerol
fue de 15%).

3.6. Transformacion de Arabidopsis thaliana

La transformacién de las plantas de Arabidopsis thaliana se realizé mediante la
técnica de inmersiéon floral, la cual es un método para la transformacién
mediada por Agrobacterium tumefaciens (Clough & Bent., 1988). Para realizar
la metodologia el primer paso fue la inoculacion de las clonas de
Agrobacterium transformadas con las construcciones en 20 mL de medio LB
suplementado con espectinomicina y rifampicina, cada antibiético a una
concentracion de 50ug/mL, los matraces se incubaron a 29°C con agitacion
(250rpm) hasta alcanzar una absorbancia a 600nm de aproximadamente 0.8
(alrededor de 36h de incubacion). Una vez alcanzada la absorbancia requerida
se tomaron 7.5mL del inocul6 y se adicionaron a un matraz de 2L que contenia

750mL de caldo Luria suplementado con espectinomicina (50ug/mL) vy
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rifampicina a la misma concentracion, se incubaron a 29°C con agitacion
constante (250rpm) hasta alcanzar una absorbancia a 600nm de 0.7. Una vez
finalizada la incubacion los medios se centrifugaron a 6000g por 15 min a 4°C.
Los botones celulares se resuspendieron en un volumen final de 0,5L de un
solucion de sacarosa al 5%, la absorbancia a 600nm de la suspensiéon fue de
0.8. Ademas a la suspension se le agregd 500uL de silwet de tal manera que la
concentracion final fue de 0.05%. Antes de realizar la inmersion en
Agrobacterium a las plantas se les retiraron todas las flores y las yemas florales
que estaban por abrirse, dejando solo las yemas florales cerradas. Una vez que
las plantas estuvieron listas, se sumergieron los tallos con flores en la
suspension por 1min. Concluida la infiltracion de las plantas éstas se
acomodaron en una charola de manera horizontal y se cubrieron con una
bolsa negra para conservar la humedad, se incubaron de esta forma a
temperatura ambiente durante 3 dias. Después se colocaron en la camara de
incubacion con luz continua. Se transformaron 21 plantas para cada

construccion.
4. Evaluacién fenotipica de mutantes de la TK en respuesta aluz UV-C

Las lineas mutantes (SALK037113) de la TK1a y la mutante (SALK07256) de la
TK1b se nombraron mTKla y mTK1b respectivamente, asi se manejaran en el
presente trabajo. Ademas se emple6 como control la linea silvestre (wt) del

ecotipo Columbia.
4.1 Ensayo de sensibilidad en el crecimiento de laraiz

En plantas las raices son el material a elegir para medir el efecto de tolerancia
a UV, porque carecen de compuestos fotoprotectores (Molinier et al., 2008). En
estos ensayos se sembraron 10 semillas por caja Petri con medio GB5 de cada
linea de A. thaliana, las cajas se colocaron en posicion vertical y se incubaron a
22°C.

4.1.1 Establecimiento del tiempo de irradiacion

Primero se establecio el tiempo de irradiacion con luz UV-C (254nm) necesario

para inhibir el crecimiento de la raiz, por lo que se irradiaron plantulas de 4
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dias que crecieron verticalmente, con un fotoperiodo de 8h luz/16 horas de
oscuridad. Para la irradiacion se empled una lampara marca UVP modelo
UVGL-25 utilizando la longitud de onda corta. La ldmpara se colocé a una
distancia de 12 cm de la superficie de la caja. Antes de la irradiacién se marcé
el crecimiento maximo de cada raiz. Los tiempos que se utilizaron de
irradiacion fueron 2, 5, 10 y 15 min. Inmediatamente después del estimulo las
cajas se cubrieron con papel aluminio y se colocaron en la misma posicién
vertical. Las cajas se incubaron por 3 dias en condiciones de oscuridad para
evitar la fotoreactivacion, Después de transcurrido este tiempo se midio el

nuevo crecimiento de la raiz a partir de la marca.
4.1.2 Inhibicién del crecimiento de raiz

Las semillas crecieron en las mismas condiciones que ya se mencionaron.
Plantulas de 4 dias de las 3 lineas de A. thaliana, se les marcé el crecimiento
maximo de la raiz, subsecuentemente fueron irradiadas con luz UV-C (254nm)
por 15 min, posteriormente la mitad de las cajas se incubaron en oscuridad por
3 dias y la otra parte se incub6 en un fotoperiodo de 8h luz/16h oscuridad, con
el objetivo de observar la contribucion de la fotoreactivacion en la reparacion
del dafio al DNA inducido. Una vez irradiadas, se realiz6 la medicion a los 3
dias para determinar el nuevo crecimiento radicular (Al khateeb & Schroeder.,
2009).

Por otra parte, las plantas que se incubaron en oscuridad durante 3 dias
después de la irradiacién, se pasaron a condiciones de incubacién de 8h
luz/16h oscuridad y se determiné el nuevo crecimiento a los 2 y 4 dias después
de haber estado en las nuevas condiciones de crecimiento, con el propdésito de
determinar si la taza del crecimiento de la raiz se recuperaba al dejar la
incubacion de oscuridad de 24 horas. Ademas se utilizaron como controles

plantulas sin irradiar de cada linea de Arabidopsis.

Para determinar el nuevo crecimiento de la raiz de cada linea, se promediaron
las longitudes de raices de 3 experimentos independientes, tanto los controles
de éstos como a sus tratamientos se les realiz6 ANOVA para asegurar que no

existiera diferencia entre los 3 ensayos. Se utilizaron como controles plantulas
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sin irradiar de cada linea de Arabidopsis. Por ultimo se determiné el
crecimiento relativo de la raiz, de cada una de las lineas empleadas, el cual se
obtuvo comparando la media del crecimiento de la raiz de las plantulas tratadas
con la media del crecimiento de las plantulas del mismo genotipo sin irradiar

(tomando este como el 100% del crecimiento de la raiz).
4.2 Efecto en el meristemo apical de raiz

Las células en el meristemo apical de la raiz se dividen rapidamente, dando
origen a nuevas células. Entre mayor sea el nimero de células que se dividen
en el meristemo mayor es el crecimiento de la raiz (Jiang & Feldmand., 2005).
Es por esto que se evalud el efecto de la luz UV-C (254nm) en esta zona, con
el propésito de determinar como la disminucién en el crecimiento de la raiz

observado se relaciona con el dafio en la zona apical de la raiz.

Las raices utilizadas en esta parte del trabajo fueron sembradas, crecidas e

irradiadas con UV-C conforme se describe en las secciones 4.1y 4.1.2
4.2.1 Microscopia 6ptica

Las células meristematicas de raiz contienen gran cantidad de granulos de
almidon por lo que se pueden distinguir de las demas células al tefiirlas con

lugol, ya que se observan mas obscuras.

Se tomaron de 2-3 plantulas y se colocaron las puntas de las raices en 80 uL
de una solucién de lugol. Se incubaron a temperatura ambiente por 2 min,
transcurrido este tiempo las raices se pasaron a un portaobjetos donde las
puntas de las raices se sumergieron en 40 pL de una solucion de cloralhidrato
(con glicerol) para el aclaramiento de la raiz, se colocé el cubreobjetos y se
observo la zona del meristemo de las raices con el microscopio optico Olympus
CH30, en el objetivo 10X se capturaron las imagenes con una camara digital
conectada a la computadora. Posteriormente se utilizé el software Moticon
Images Plus 2.0 para determinar la longitud de la zona meristematica de cada

raiz.
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4.2.2 Microscopia confocal

En la biologia de plantas el fluorocromo yoduro de propidio se puede emplear
para tefiir las paredes celulares de la raiz para observar en un microscopio
confocal (Moreno et al., 2006). Este fluorocromo incrementa la visibilidad de los
contornos de las células del apice de la raiz, ya que al ser un compuesto que
posee propiedades fluorescentes, al ser excitado con luz UV emite una
fluorescencia intensa de color rojo. También es utilizado para visualizar el DNA,

evaluando el dafio a la célula (Luque & Herraez., 2001).

Para la microscopia confocal se tomaron 2 plantulas y se colocaron en un
portaobjetos donde las puntas de las raices se sumergieron en 40 pL de yoduro
de propidio (5ug/mL de agua). Se coloco el cubreobjetos sobre las muestras y
se observo con un microscopio Olympus BX51 equipado con filtros de UV e
isotiocianato de fluoresceina, tomando las fotografias en los objetivos 10X y
40X. Este estudio se realizé en la unidad de microscopia de la Facultad de
Quimica de la UNAM.

4.3 Ensayo de sensibilidad en plantas de 21dias

Plantas de Arabidopsis thaliana de las lineas mTK1a, mTK1b y silvestre de 21
dias se irradiaron durante 5 min con luz UV-C (254nm) con una lampara marca
UVP modelo UVGL-25. La lampara se coloc6 a una distancia de 12 cm de la
superficie de la maceta. Enseguida de la irradiacion la mitad de las macetas se
incubaron en oscuridad por 3 dias y la otra parte se incub6 con luz continua,
con el objetivo de observar la contribucibn de la fotoreactivacion en la
reparacion del dafio al DNA. Después de transcurrido los 3 dias, las plantas
gue se incubaron en oscuridad, se transfirieron a condiciones de luz continua
durante 4 dias, en este tiempo la sensibilidad a UV-C fue evaluada por la
clorosis y la muerte del tejido que se observo en las plantas (Al khateeb &
Schroeder., 2009).
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5. Determinacion de los niveles de transcritos de los genes de la TK en

respuesta a UV-C
5.1 Tratamiento

Se sembraron 50 semillas por caja Petri y éstas se colocaron en posicién
vertical para su crecimiento. Debido a que se requieren aproximadamente 250
plantulas de 7 dias para obtener entre 0.3-0.5 g de tejido, se sembraron 5 cajas
por tiempo, cada caja se irradié por 15 min con luz UV-C (254nm). Después de
la irradiacién se cubrieron de la luz y los tiempos de muestreo después de la
exposicion a UV fueron Oh, 3h, 6h, 14h, Se evaluaron tanto las lineas mutantes

como la linea silvestre.

Asimismo, plantas adultas de 2 meses se irradiaron por 10 min con luz UV-C.
Después de irradiar se prosiguié a colocar las macetas en oscuridad. Se tomo
tejido de hojas de cuatro rosetas por tiempo. Solo se evaluaron plantas

silvestres. Los tiempos probados fueron Oh, 3h, 6h, 12h.

Todas las irradiaciones se realizaron con el equipo y la forma descrita en la
seccion 4.1.1. Las muestras recolectadas se pesaron, se congelaron con
nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C hasta realizar la extraccién de
RNA.

5.2 Extraccion de RNA

Se realiz6 extraccion de RNA total de hojas de roseta de plantas de A. thaliana
silvestres de 2 meses de edad y de plantulas completas de 7 dias tanto de
A.thaliana silvestre, como de las 2 lineas mutantes de DNA-T. Las muestras
incluyeron los controles como sus respectivos tratamientos con luz UV (seccidn
5.1).

En un mortero estéril se colocaron de 0.2-0.5 gramos del tejido, posteriormente
se pulverizaron con N; liquido hasta obtener un polvo fino. A éste se le agrego
3 veces de volumen del reactivo de Trizol (Invitrogen) por cada gramo de tejido
(por cada 100 mg de tejido se agregaron 300 pL de Trizol). Se incubd a
temperatura ambiente por 5 min, se homogenizé la muestra y se transfirié a un

tubo Eppendorf de 2 mL y se centrifugd a 13000 rpm durante 15 min a 4°C en
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una centrifuga Eppendorf. El sobrenadante se transfirié a otro tubo de 2 mL, se
le agreg6 200 puL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se agitd por
inversién durante 15 seg, se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min a 4°C, la
fase acuosa resultante se colocé en otro tubo de 2 mL, se le afiadié 400 uL de
CHCI3 y se volvié a centrifugar a 13000 rpm durante 5 min a 4°C. La fase
acuosa se separo y se le agregaron 400 pL de CHCI; se agito y se centrifugé a
13000 rpm a 4°C por 5 min. La fase acuosa se transfiri6 a un tubo Eppendorf
de 1.5 mL, al cual se le agregé 1 volumen de isopropanol, se mezclé con
vortex, se incubd por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugé a 13000
rpm por 10 min. El sobrenadante se decanté y el boton se lavo con 1.0 mL de
etanol al 70% golpeando suavemente el tubo (El boton no se resuspende).
Posteriormente, se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min a 4°C, al finalizar el
tiempo se descarté el sobrenadante y dejando destapado el tubo, el botén se
secO a temperatura ambiente durante 15 min, enseguida el boton se
resuspendio en 500 uL de H,O-DEPC. Se le afiadieron 167uL de LiCl 8M y se
incubd a 4°C durante toda la noche. Posteriormente la muestra se centrifugé a
13000 rpm por 15 min a 4°C. El botén obtenido se disolvio en 250 uL de H,O
DEPC, ademas se le agregaron 500 pL de etanol al 95% y 25uL de acetato de
sodio 3M, se incub6 toda la noche a -70°C. Pasado el tiempo de incubacion la
muestra se centrifugd a 13000rpm por 20 min a 4°C. Se decantd el
sobrenadante y el boton se lavo con 1 mL de etanol al 70% (se repitid 2 veces).
Por ultimo, se elimind el etanol residual y el botén se secé a temperatura
ambiente durante10 min, el botén se resuspendié en 30-40 uL de H,O DEPC.

La muestra de RNA total se cuantificé y se almacené a -70°C.
5.3 Cuantificacion y calibracién del RNA total

Para cuantificar el RNA total extraido de cada muestra se realizaron diluciones
1:50 en H,O-DEPC, posteriormente la dilucién se transfiri6 a una celda de
cuarzo de 1.0 cm de paso Optico, y utilizando un espectrofotbmetro se leyeron
las absorbancias a 260 nm y a 280nm, ya que los acidos nucleicos tienen su
maximo de absorcion a 260 nm mientras que las proteinas lo tienen a 280nm;
por lo tanto, la relacion entre ambas absorbancias (Azso2s0) proporciona el

grado de pureza de la preparacion, valores mayores a 1.5 muestran una
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preparacion pura. Los datos de absorbancia a 260nm se procesaron con la

siguiente formula:

40ugRNA/mL
1 unidad Azso

, ImL
1ug RNAtotal=A260nm ( ) (factor de dilucién) ( )

1000pL

Ademés de la cuantificacion espectrofotomeétrica se calibré el RNA por analisis
densitométrico de la banda correspondiente al RNAr 28S. Para esto se prepard
un gel de agarosa al 3.0% con buffer TAE 1X (preparado con H,O-DEPC) y
bromuro de etidio 0.5 pg/ mL, en este gel se le cargaron las muestras que
contenian la cantidad de RNA calculada para 1 pg, antes de cargar las
muestras se les agrego 2 ulL de buffer de carga y H,O-DEPC c.b.p. 5uL para
asi poder correrlo en una camara de electroforesis con buffer TAE 1X frio, a
90mV por 30 min. Una vez concluido el tiempo de corrida, el gel se visualiz6 en
un transiluminador de luz UV Hoefer Scientific Instruments modelo UVTM. La
captura de la imagen se realiz6 con el equipo KODAK Image Station, modelo
400R-PRO vy la densitometria de las bandas de los RNAr 28S se realizo en el
analizador de imagenes Carestream 5.0. La densitometria permitio ajustar los
volimenes de RNA cuando fuera necesario (la diferencia de las muestras no
debia ser mayor del 12%), pues esto nos permiti6 asegurarnos de que la
cantidad de RNA que se utilizé en la sintesis de cDNA fue aproximadamente la

misma en todas las muestras.
5.4 Reaccion de RT-PCR

La reaccion de RT se realiza mediante la enzima transcriptasa reversa, la cual
sintetiza una molécula de cDNA a partir de una molécula de RNA (mensajero).
Una vez que se tiene el cDNA, se utiliza como molde en la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), para amplificar la secuencia de DNA de interés
(Rodriguez et al.2004), lo cual nos permitlo cuantificar los niveles de transcritos
de los genes TKlay TK1b.

La reaccion para obtener el cDNA a partir de los transcritos de los genes de la
TK1 se efectu6 agregando en un tubo Eppendorf 1uL de Oligo dT (61uM), el
volumen de RNA ajustado previamente (para tener aproximadamente 1ug de

RNA total) y H,O-DEPC c.b.p. 10 uL, posteriormente este tubo se colocé en un
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bloqgue de calentamiento a 70°C por 5 min para desnaturalizar el RNA, al
finalizar el tiempo de incubacion se coloco en hielo por 5 min y se le agregoé
15uL de la mezcla preparada (Tabla 6). Después se calenté a 25°C por 5 min
para realizar el alineamiento y posteriormente a 42° por 1 hora. Finalmente,
para inactivar a la enzima se calentd a 70°C durante 15 min. El cDNA obtenido

se almacen6 a -20°C hasta el momento de su uso.

Reactivo Volumen (uL)
Buffer ImProm-Il 5X 4.0
MgCl, 25mM 24
dNTP’s 10mM 1.0
TR (Transcriptasa reversa) 1.0
H,O-DEPC 6.6 (C.b.p.15pL)

Tabla 6. Componentes de la mezcla de reaccion RT

A partir de 1uL de cDNA de cada muestra, se realizé la amplificacion por PCR
de los cDNAs provenientes de los transcritos AtTKla, AtTK1b y APT1, este
ultimo se utiliz6 como control de cargado, ya que no muestra variacion en los
niveles de transcrito en respuesta a luz UV. Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 20 yL con los reactivos y concentraciones indicadas en la
tabla 7. La amplificacion se realizé6 en un termociclador marca Applied
Biosystems, modelo GeneAmp9700. Las condiciones de termociclador fueron 1
ciclo de 5 min a 94°C, seguido del nuamero de ciclos respectivos para cada
muestra (plantulas de 7 dias o plantas adultas) y estos ciclos tuvieron la
siguiente programacion 1min a 94°C, 1min/temperatura de alineamiento
especifica para cada par de oligos y 1min a 72°C, para finalizar con un ciclo
de 7min a 72°C. En la tabla 8 se muestran los nimeros de ciclos empleados
para cada tipo de muestra, asi como las temperaturas especificas para cada
par de oligos. Los oligonucleotidos que se emplearon para amplificar los cDNAs
de los trascritos de la timidina cinasa fueron obtenidos en un trabajo previo en

el laboratorio (Najera-Martinez, 2010), las secuencias aparecen en la Tabla 9.
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Tabla 7. Preparacion de la mezcla para PCR de moldes de cDNA. La concentracién

del stock de oligos* para el gen APT1 era 2uM, el stock de los demas oligos era 10uM

Reactivo TK1la TK1b APT1
(uL) (nL) (ub)
Buffer 5X Go Taq React + Mg~" 4.0 4.0 4.0
(1.5mM)
dNTPs 10mM 0.3 0.3 0.3
Oligonucléotido Forward 0.75 0.75 2.0*
(concentracion en la reaccion) (0.375 pM) (0.375 pM) (0.2uM)
Oligonucleotido Reverse 0.75 0.75 2.0*
(concentracion en la reaccion) (0.375 uM) (0.375 uM) (0.2uM)
Taq Polimerasa 5U/pL 0.2 0.2 0.2
cDNA 1.0 1.0 1.0
H,O esteril (c.b.p. 20pL) 13.0 13.0 6.5

Tabla 8. Ciclos y temperaturas de alineamientos empleadas en las reacciones de PCR
a partir de cDNA.

Ciclos de la reacciéon de PCR

Amplicon Para plantulas de 7 dias  Para plantas de 2 meses  Talineamiento °C
(Oligos)
TK1a (180pb) 28 26 60
TK1b (310pb) 35 31 62
APT1 (490pb) 26 26 55

Facultad de Quimica

Se tomaron 7L de cada reaccion de PCR y se corrieron en un gel de agarosa
al 3% preparado con 20 mL de solucion TAE 1X y con bromuro de etidio (0.5
pug/mL) y usando TAE 1X como amortiguador de corrida. Las bandas de DNA
se observaron en un transiluminador de luz UV UVP modelo UV15.
Posteriormente se capturé la imagen con el equipo KODAK image station
modelo 400R PROO vy la densitometria de las bandas de los amplicones se

realizé con el software Carestream 5.0
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Direccion de
amplificacion

Secuencia del oligonucleotido

™

(Tedrico)

(Pb)

Longitud Contenido
de GC (%)

Forward
TK1la (AT3TK1F) 5" TTGGAAGATTCTGACAAGGCTA 3° 53.7 22 40.9
Reverse
(AT3TKIR) 5° CAACATTAAGGATAAACCAGACCA 3° 53.0 24 375
Forward
TK1b (AT5TK1F) 5° AGCTTTGTTTACGATGAGGAAG 3° 53.0 22 40.9
Reverse
(AT5TK1R) 5 GGGTTTCTACAAGAAATTCACAAA 3° 51.9 24 33.3
Forward
APT1 (ATAPT1) 5° TCCCAGAATCGCTAAGATTGCC 3° 57.1 22 50
Reverse
(ATAPT2) 5 CCTTTCCCTTAAGCTCTG 3° 49.8 18 50
Tabla 9. Secuencia de los oligonucleétidos empleados para la cuantificacion de los

transcritos de la timidina cinasa.
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1. Analisis bioinforméatico de los genes de la Timidina cinasa de

Arabidopsis thalianay de sus regiones promotoras

En la base de datos del genoma de A. thaliana The Arabidopsis Information

Resource (TAIR; http://www.arabidopsis.org) se encontraron dos secuencias

potenciales de genes de la TK1: la primera (ATtK1la) en el cromosoma 3
(AT3G07800) y la segunda (AtTK1b) en el cromosoma 5 (AT5G23070). En la
figura 12a se presentan las caracteristicas estructurales de ambos genes y de

la proteina que codifican. La proteina TK1b es mayor debido a que en su

extremo amino presenta una extension que contiene una secuencia potencial

de transito al cloroplasto. Asimismo, la estructura gendmica difiere pues

mientras que el gen TK1b carece de intrones, su paralogo TKla contiene 3

intrones. La estructura de ambos genes se ilustra en la figura 12b.

Gen

ATK1b

Tamafo
ORF
5'UTR
3'UTR
Exones
Intrones

Aminoacidos
Cromosoma

153-1144

1145-1701

1081nt
82-930
1-81

931-1081

1
0
282
5

B

AtTk1a

‘ Promotor

] Exon S Exon S8 Exon B Exon KR
1 2 3 4

‘ Promotor

AtTk1b

5.UTR ﬁ?-UTR

Figura 12. Estructura de los genes TK1 de Arabidopsis thaliana. A. Caracteristicas
estructurales de ambos genes. B. Esquema estructural de cada gen
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TKlb IGGAEVYMEVCRSHYVCGQNVILETARAVLDSSN---NHSVVASSL 282

TXXXTmXTITXXXXX X Xxm » Xumsmanm xTxw xe X Xxemsm
" ' L wa W ' o

Figura 13. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los genes de la
timidina cinasa de A. thaliana. (*) Representan aminoacidos idénticos y ()
representan aminoacidos similares.

Con las secuencias de los aminoacidos de cada una de las proteinas de la
timidina cinasa se realiz6 un alineamiento empleando el programa ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), los aminoacidos idénticos (*) se
seflalan en la figura 13. El porcentaje de identidad entre ambas secuencias
resultd ser del 53%. Una vez identificados los genes en el genoma de A.
thaliana se obtuvieron las secuencias de 1000 pares de bases (pb) rio arriba de
la region 5°-UTR vy rio abajo de la region 3 -UTR de cada uno de los genes en
la pagina del centro nacional de informacion biotecnolégica (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los oligos para la amplificacion del potencial
promotor del gen TKla (pTKl1la) abarcaron 1080 pb que incluyd la region del
promotor, la region 5-UTR y el primer amino&cido del marco de lectura.
Mientras que los oligos para el potencial promotor del gen TK1lb (pTK1b)
abarcaron 1088 pb, que también incluyeron la regién 5’-UTR y la secuencia de
los 7 primeros aminoacidos del marco de lectura. Las secuencias que se
tomaron como potenciales promotores de los genes de la TK1 de A. thaliana se

encuentran en la figura 14.
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pTKla

AATTAGGATGGTGCCACTAAAAGTTTTTTAAAAAGAAGTAATTAAAAATAAATTTGCAATTAAGGATGT
CTTATTCACAGAATTTTTAAAGCAAAACTGAGAGTTGTTGTTGTTTGGATAATTTAGGCTTGTTGTGTA
CGTTTGGTTTAGTTTTAACCTACTGGTGTACATTTTATCTATGTTTGAATTTTGATCAAATTGATTTAA
CTTGTAATAACCTGGCGATGAAAATGTATTCTAGTTCGGTTTTAGGAATACAACGAGCTACGATTGTAC
ATTAATTGAGGTGATCGGAAAAAACATTTCAACAATTTGTAGCTTTAGACATGAAGGTGTGCAACTACA
TACGAAAAATTAAATAAAAATTGCAACTACGAAAAAGCAATGAACGTGTATGTATTGGAACACTTGAAG
AAGGTTGTGAACATGTTCATCTCAGGGCCAAAAAAAGCCTCAGGGTTTTGGGTTTAAGCCCACATTCAA
AAGCACACACACAAAATGATGGGTTTGTAGGATAAAAACCCAAGTGAGAAAGTTGTTTTCTCGAATATT
ACGAATTTACGACTTTCTAATTTAAACAATAATTCTAAAAAACATTAGTGGAATATATGACCAAAAACC
AGTACCATTTTATGTGGATATATTTTTTAAAAATATTTATCATTCTCTTAAATAATGTGTTTGCAAAGC
CTAAACACACATGTTTAAAAATTTCATATGATCTATACATTAAGGAAATTAATTAAAAAAAATAAGCCA
ATAGAAAATCAGTTTTTTTTTTTTTAAATTCCGTTTATAGTGTTCCGCTTTATGAAAAGAGAGAGGTAA
AATAAAAAGATTCGCTCTAAAAAACTGTTTCCCTCCAAAGATGTAATTTTTTTGAAAAAACCTCCCATT
CAAAATTTCAAACCCTTATCTTTGACAAATCTTCTCCAGCAATTTTCTTCCTTGTTCAACTTCTGGATG
TCCGCGTATATATATCTTCAACAAGCTATTCACCATCGCTACCTAAAACCACAAGCAAATTGAACCCTT
CTCCCTTTTTTCATCTACAAACCATCTTTTCTTCTCAAGTCTCTGCCEEE

pTK1b —

—
TGCATGTGAGAAATAAGTGGAAGGAGAGGAGATTTTTCAATTGGAATCAATGAAATTTGAAAAAGAGGA
ATCTGATGACTCACCGTTTTACCGTACATTACATAATTTTCTCTCATCCTCGTCTTTTGTACTTTTTGG
TCAATAAAAAATCCAACTCTATGATTGACAGTCTAATGATTCTCACTCTAGTTTTTCTCTTCTTTTCTA
CTTCTTTTCATTTTTATATAATTTTCACTTCTTTTTGTTAAAATTTATCAAATATCACCAAAATTTATC
AACTCTATAATTTTCACTTTTTTTGTTAAAATTATCAAATATCACCAAAATTTACCTACGCATACAAAA
GATAAACAATAGACTTTACCAAAACCTAACTCTTTAACCATAAGCTAAAAACAAAAAAAAACAAAAAAA
AAAACAAGACTTTTTGTCAAATAAATAACAATAAATCATATATATCTTTTTCCTTCTAAAAATCATTCT
ATTATATGGAAGTTAGAATTAATGTTAAAGTTATACAAGACTATACCACAAAAATTATTACATAAACAG
ATATGTGAGTCATTTTCTAAAAAAAGTACGAAGAAACAAGATTTAACAGTAAATTATATATTAGTGCAA
TTTTCATCACTAAAGAAAAAAATAAGTTAAATATTACGGTAAAAGTATTCATAACAATAAAAATAAGAA
TCATCGAACAAAACATCAAAAAAAAATTATAATAACAAGATTACTCATCACATTGAAGCACCAAAAAAA
ACAGCTTGAATGATTTAATCTCATCACATTCAAGATAGTGAGATTAATGTTCTCATCGAAACACTATAA
AAAAAAAAATTATAATAAAAATTTCGATCTAATACTATTTCTTTGTCATGAAACTAGCTTGAATTGATA
ATCAAAATATTTATTTTTAAAATAATATGTAAAGAAATCTGTTCAAAAATCACTCCAAAACTAGCTACC
CATTAATACAAAAAAATTCAAAGAGTCGTTCCAATAGACCCCTTTTCCCAATAAACCCTAATTCCTTGC

GGCTTCTTCTTCTTCCTCCTCCTCCATTCCTCTGTAATTATCAAINNETTTGGTGTTTCGATGAGAACAT
«—

Figura 14. Secuencias tomadas como potenciales promotores de los genes de la
TK1 de A. thaliana. Las flechas indican la direccion de los oligonucleétidos y la
secuencia de éstos se encuentran subrayadas. La secuencia en gris indica la region 5’
UTR de cada gen, asimismo se sefiala el inicio del marco de lectura abierto (ATG).

Estas secuencias se analizaron en la base de datos PLACE (Plant Cis-acting
Regulatory DNA elements; http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE) para conocer los
posibles elementos regulatorios Cis que podrian contener los promotores. Una
de las secuencias encontradas en el pTKla fue la secuencia consenso de
reconocimiento para el factor de transcripcion E2F, la funcionalidad de esta
secuencia se ha demostrado experimentalmente en algunos genes en A.
thaliana, Oryza sativa y Nicotiana benthamiana, mientras que el pTK1b no

presenta esta region de nucleétidos.
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pTKla

AGGATGGTGCCACTAAAAGTTTTTTAAAAAGAAGTAATTAAAAATAAATTTGCAATTAAGGATGTCTT

ATTCCAGAATTTTTAAAGCAAAACTGAGAGTTGTTGTTGTTTGGATAATTTAGGCTTGTTGTGTACGT

TTGGTTTAGTTTTAACCTACTGGTGTACATTTTATCTATGTTTGAATTTTGATCAAATTGATTTAACT

TGTAATAACCTGGCGATGAAAATGTATTCTAGTTCGGTTTTAGGAATACAACGAGCTACGATTGTACA

TTAATTGAGGTGATCGGAAAAAACATTTCAACAATTTGTAGCTTTAGACATGAAGGTGTGCAACTACA
QARBNEXTA

TACGAAAAATTAAATAAAAATTGCAACTACGAAAAAGCAATCh:GEUNEIN\ TGCTATTGGAACACTTGAA
Consenso E2F
GAAGGTTGTGAACATGTTCATCTCACelelo@nvV\ A AAGCCTCAGGGTTTTGGGTTTAAGCCCACATTC
AAAAGCACACACACAAAATGATGGGTTTGTAGGATAAAAACCCAAGTGAGAAAGTTGTTTTCTCGAAT
ATTACGAATTTACGACTTTCTAATTTAAACAATAATTCTAAAAAACATTAGTGGAATATATGACCAAA
AACCAGTACCATTTTATGTGGATATATTTTTTAAAAATATTTATCATTCTCTTAAATAATGTGTTTGC
MYCATERD1
AAAGCCTAAACACKONNE T TTAAAAATTTCATATGATCTATACATTAAGGAAATTAATTAAAAAAAAT
MYBCOREATCYCB1
AAGCCAATAGAAAATCAGTTTTTTTTTTTTTAAATTGGERWMYTATAGTGTTCCGCTTTATGAAAAGAGA
GAGGTAAAATAAAAAGATTCGCTCTAAAAAACTGTTTCCCTCCAAAGATGTAATTTTTTTGAAAAAAC

WBOXATNPR1
CTCCCATTCAAAATTTCAAACCCTTATCTINNGNOAAATCTTCTCCAGCAATTTTCTTCCTTGTTCAAC
TTCTGGATGTCCGCGTATATATATCTTCAACAAGCTATTCACCATCGCTACCTAAAACCACAAGCAAA
TTGAACCCTTCTCCCTTTTTTCATCTACAAACCATCTTTTCTTCTCAAGTCTCTGCC-

pTK1b

MYCATRD22
TGleryyesNe\ GAAATAAGTGGAAGGAGAGGAGATTTTTCAATTGGAATCAATGAAATTTGAAAAAGAGGAA
TCTGATGACTCACCGTTTTACCGTACATTACATAATTTTCTCTCATCCTCGTCTTTTGTACTTTTTGGTC
AATAAAAAATCCAACTCTATGATTGACAGTCTAATGATTCTCACTCTAGTTTTTCTCTTCTTTTCTACTT
CTTTTCATTTTTATATAATTTTCACTTCTTTTTGTTAAAATTTATCAAATATCACCAAAATTTATCAACT

CTATAATTTTCACTTTTTTTGTTAAAATTATCAAATATCACCAAAATTTACCTACGCATACAAAAGATAA
MYB1AT

ACAATAGACTTTACCAAAACCTAACTCT THINNGONTAAGCTAAAAACAAAAAAAAACAAAAAAAAAAACA
AGACTTTTTGTCAAATAAATAACAATAAATCATATATATCTTTTTCCTTCTAAAAATCATTCTATTATAT
GGAAGTTAGAATTAATGTTAAAGTTATACAAGACTATACCACAAAAATTATTACATAAACAGATATGTGA
MYBCORE

GTCATTTTCTAAAAAAAGTACGAAGAAACAAGAT THNNONE TAAATTATATATTAGTGCAATTTTCATCA
CTAAAGAAARAAATAAGTTAAATATTACGGTAAAAGTATTCATAACAATAAAAATAAGAATCATCGAACA
AAACATCAAAAAAAAATTATAATAACAAGATTACTCATCACATTGAAGCACCAAAAAAAACAGCTTGAAT
GATTTAATCTCATCACATTCAAGATAGTGAGATTAATGTTCTCATCGAAACACTATAAAAAAAAAAATTA
TAATAAAAATTTCGATCTAATACTATTTCTTTGTCATGAAACTAGCTTGAATTGATAATCAAAATATTTA
TTTTTAAAATAATATGTAAAGAAATCTGTTCAAAAATCACTCCAAAACTAGCTACCCATTAATACAARAA
AATTCAAAGAGTCGTTCCAATAGACCCCTTTTCCCAATAAACCCTAATTCCTTGCGGCTTCTTCTTCTTC
CTCCTCCTCCATTCCTCTGTAATTATCAARTG

Figura 15. Elementos regulatorios Cis de los potenciales promotores de los
genes de la TK1 de Arabidopsis. Secuencias en gris sefialan los posibles motivos
gue se encuentran en genes que tienen participacion en los procesos de reparacion
de DNA segun lo publicado por Chen et al.,, 2003. Mientras que las secuencias
subrayadas en negro son motivos localizados empleando la base de datos de PLACE.

A grandes rasgos las dos potenciales secuencias promotoras analizadas con
esta base de datos presentan diferentes secuencias regulatorias; algunas de
estas se muestran en la figura 15 donde se puede observar el nombre del

motivo asi como su posicion rio arriba del origen de la traduccién. Los motivos
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del pTKla que se reportan se han localizado en los promotores de genes
involucrados en la respuesta a diferentes tipos de estrés del medio ambiente y
en genes controlados por el ciclo celular, por su parte las secuencias
regulatorias del pTK1b encontradas participan en respuesta a estrés hidrico

como se describe en la tabla 10.

Tabla 10. Motivos Cis encontrados en las regiones promotoras de los genes TK1
empleando la base de datos PLACE. Locus con respecto a su posicion rio arriba del
origen de la traduccion y en la cadena del DNA en la que se localiza.

Promotor Secuencia Descripcion

Motivo de union para el
Consenso E2F TTTGGCCC 640 (-) factor E2F verificado
experimentalmente en
plantas

MYBCOREATCYCB1 AACGG Encontrado en el promotor
de la ciclina B1

La proteina NAC se une a

MYCATERD1 CATGTG 383 (-) este sitio, como respuesta
tempranaala
deshidratacion

TK1la

QARBNEXTA Controla la activacion en

respuesta a estrés mecanico

AACGTGT

WBOXATNPR1 TTGAC 163 (+) Respuesta a estrés del
medio ambiente
Union de activadores
transcripcionales por
senalizacidon de ABA

MYBI1AT

Involucrados en la
MYBCORE regulacion de genes que
responden a estrés hidrico
en Arabidopsis thaliana

TK1b

MYCATRD22

CACATG 1075 (-) Encontrado en genes que

responden a deshidratacion

Facultad de Quimica
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Adicionalmente en la figura 15 se muestran elementos Cis hallados en los
promotores de los genes TK1l que se han encontrado en las regiones
promotoras de genes inducibles por dafio a DNA en Arabidopsis thaliana, entre
los que se encontré el gen TKla 'y 6 genes mas que participan en diferentes
mecanismos de reparacion de dafio a DNA (Chen et al, 2003). Estas
secuencias de nucleétidos son idénticas en los 7 promotores ademas de que
presentan similitudes en la posicion con respecto al inicio de la traduccion. Se
realizé la busqueda de estas secuencias en el pTK1b, los motivos hallados se
muestran en la figura 15, sin embargo las pocas secuencias idénticas
encontradas no coincidieron en la posicion con respecto al inicio de la

traduccion.
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2. Aislamiento y clonacién en el vector pGEM de las secuencias

promotoras de los genes de la timidina cinasa 1 de A. thaliana

Una vez identificada las potenciales secuencias promotoras para ambos genes
y contando con los oligonucleétidos correspondientes se realiz6 la amplificacion
de dichas secuencias a partir de DNA gendmico. Las secuencias amplificadas
se purificaron y se clonaron en el vector pGEM con el proposito de poder
mandar a secuenciar las regiones de DNA obtenidas por PCR y asi corroborar

su identidad.

Por otra parte, para cpnfirmar la clonacién se llevé a cabo una reaccion de
restriccion con las enzimas Hindlll y BamH1. En la figura 16b se observa la

liberacion de los insertos del vector.

Xmnl 2009

Scal 1890 -5
\HBC‘! 2707 Apal ,1)8 1 2 3
Aalll | 2
1ori Sphl | 26
Bz | 31 - _ - <-v—‘ Vector
Neol | 37 ‘
Bstzl | 43 P —— 1100pb
Amp' — \
DOEM*-TERSy oz loil | 43 1000 pp—— . ‘
Vector ! EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64 el ‘
EcoRl | 70 ‘
Noll | 77 |
Bstzl | 77
Psii | 88
sal | 90 — -
Ndel | 97
Sacl 1109
BsiXl |118
Nsil |127
141
T sps

Figura 16. Clonacion de las regiones promotoras de los genes de la TK1 en el
vector pGEM. A. Mapa del vector pGEM empleado para la clonacién. B. Digestién con
las ezimas BamH1 y Hindlll, para liberar los insertos Carril 1, marcador de 100pb;
Carril 2, digestion de la construccion pGEM/pTKla; Carril 3, digestibn de la
construcciéon pGEM/pTK1b.
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3. Clonacién de los promotores de la TK por la Tecnhologia Gateway®

Para lograr el analisis de las regiones promotoras de los genes de la TK1 de A.
thaliana se requeria que primero estas secuencias se encontraran clonadas
frente a un gen reportero en un vector binario. Con este propdsito se empleo el
sistema Gateway® el cual esta basado en un sistema de recombinacién en

sitios especificos.

Al tener las regiones promotoras modificadas en sus extremos con las
secuencias de recombinacion, se realizé la primera reaccidon con el vector
donador pDONR/Zeo (figura 17 A). El éxito de la recombinacién se comprobo
mediante digestion con la enzima de restriccion Smal, debido a que el vector
donador sin recombinar presenta 2 sitios de reconocimiento para esta enzima
de restriccion y al recombinarse pierde uno de los sitios, ademas de que las
secuencias promotoras no contenian el sitio de reconocimiento para esta
enzima. Cuando los productos de digestibn se resolvieron en un gel de
agarosa, se observaron las bandas de los vectores recombinados con el
tamafno esperado de aproximadamente 3,100 pb y una sola banda, mientras
gue en el vector sin recombinar se observaron 2 bandas (figura 17 B). También
se realizo la amplificacion de los insertos con los oligos especificos, utilizando

los plasmidos recombinados como molde para corroborar la clonacion.

Una vez que se confirmoé la clonacién de las secuencias en el vector donador
se realiz la segunda reaccion de recombinacion de este sistema, en la cual las
regiones promotoras quedaron clonadas en el vector de expresion (binario)
pBGWEFS7 (figura 17 C) frente a los genes reporteros 3 glucuronidasa y GFP.
De igual manera que el vector donador, el plasmido pBGWFS7 contiene dos
sitios de restriccion para Smal y al recombinarse solo conserva uno. Las
bandas de los productos de la restriccibn de los vectores binarios
recombinados presentaron un tamafio mayor a 11,000pb (figura 17 D) justo lo
esperado. También se confirmo6 la recombinacion de las secuencias de las
regiones promotoras por PCR y secuenciacion como se describe en la parte

de materiales y métodos.
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Figura 17. Clonacion de los promotores de la TK1 de A. thaliana mediante la
Tecnologia Gateway®. A. Mapa del vector donador. B. carril 1, marcador de 1 Kb;
carril 2, digestion de la construccion pDONR/Zeo/pTK1a; carril 3, digestion de la
construccién pDONR/Zeo/pTK1b; carril 4, digestién del vector pDONR/Zeo. C. Mapa
del vector binario. D. carril 5, marcador de 1Kb; carril 6, digestidon de la construcciéon
pBGWFS7/pTK1a; carril 7, digestion de la construccion pBGWFS7/pTK1b; carril 8,
digestion del vector binario sin recombinar. Todas las digestiones se realizaron con la

enzima Smal.
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4. Evaluacion fenotipica de mutantes de la TK en respuesta aluz UV-C

Las lineas mutantes de insercibn de DNA-T se obtuvieron del Arabidopsis
Biological Resource Center, Universidad de Ohio, E.U.A. Las mutantes de la
timidina cinasa 1 utilizadas fueron SALK037113, que tiene integrado el DNA-T
en la regiéon promotora del gen TKla (figura 18 A), y SALKO07256 que tiene
integrado el DNA-T en el exdn 1 del gen TK1b (figura 18 B). En trabajos previos
del laboratorio (Najera-Martinez, 2010), se habian obtenido estas lineas
mutantes en condicion de homocigosis en la generacidén T3 y se caracterizaron
cuantificando sus niveles de transcritos. Se puede apreciar en la figura 18C
gue la mutante del gen AtTKla (mTK1a) presentd sobreexpresion en el nivel
del transcrito del gen TK1a en comparacion de la linea silvestre. Por otra parte
la linea de la mutante del gen AtTK1b (mTK1b) presentd una disminucion en el
nivel del transcrito del gen TK1b en comparacién a la linea silvestre (figura 18
D).

Durante el desarrollo en condiciones convencionales de crecimiento las

mutantes no presentaron diferencias fenotipicas con respecto a las plantas

silvestres.
Tk1a
T-DNA A T-DNA
| Tk1b [
ATG TAA
| ATG [ Tac
Promotor | 5-UTR . l—. 3UTR EIS'-UTR l ‘ JUR
SALK037113 SALK07256
C D

Col-0 AtTK1a
— 3 T3 3 Col-0 AtTK1b

1 1 2 3
«—AtTK1a
o ——— R ————

Figura 18. Lineas de insercion de DNA-T en los genes de la TK1 de A. thaliana.
A. Linea de insercion de DNA-T en el gen TK1a. B. Linea de insercion de DNA-T en el
gen TK1lb. C, caracterizacion genotipica de la linea mTKla. D. caracterizacion
genotipica de la linea mTK1b (Cortesia de la M.C. M. Najera Martinez).
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4.1 Establecimiento del tiempo de irradiacion para evaluar la inhibicién
del crecimiento de laraiz

Se irradiaron a diferentes tiempos de exposicion (2min, 5min, 10min y 15min)
con luz UV-C (254nm) plantulas de 4 dias de las 3 lineas de Arabidopsis
thaliana evaluadas después de someterse al tratamiento, las plantulas se
incubaron en oscuridad durante 3 dias para evitar la fotoreactivacion, pasando
este periodo de tiempo se determiné el nuevo crecimiento de la raiz. Se
observo que en los 2 primeros tiempos de exposicion no se afecté de manera
diferencial el crecimiento de la raiz entre las 3 lineas. Mientras que a los 10 min
de exposicion se notd una disminucién considerable en el crecimiento de la raiz
de las plantulas wt y mTK1b. Sin embargo, para las plantulas mTK1a no queda
claro el porcentaje de inhibicién en el crecimiento de la raiz por la desviacién
estandar que se obtuvo. Por otra parte el tiempo de irradiacion de 15 min
resultd ser el idoneo para evaluar la inhibicion del crecimiento nuevo de la raiz
para los experimentos posteriores debido a que las diferencias en las medias
de la longitud de raiz eran considerables y la desviacion estandar no interferiria
con los resultados obtenidos entre las 3 lineas. De manera general se puede
apreciar en la figura 19 una respuesta dosis-dependiente para los 3 grupos
evaluados y que la inhibicién en el crecimiento de la raiz de las plantulas

mTK1a es menor que en las otras 2 lineas de A. thaliana.

140 -
120 e
l mTKla
2 100 - [ == mTK1b
2
&
¢ 80 - T
o T
t
9 60 - 1
E
o 40 -
(8]
®
20 -
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo de irradiaccién (min)

Figura 19. Estandarizacion del tiempo de irradiacion con luz UV-C (254nm). Cada
punto es la media + desviacién estandar (n=12).
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4.2 Ensayos de sensibilidad a UV-C en raiz

Al establecer que los 15 min de irradiacion con luz UV-C era el tiempo de
exposicion adecuado para determinar el efecto del dafio inducido por UV
mediante la medicion del crecimiento de la raiz y al contar con las lineas
mutantes mTKla y mTK1b; se procedio a evaluar el posible papel de la
timidina cinasa en los procesos de reparacion. En la figura 20a se observa que
el crecimiento de la raiz después de la irradiacion en condiciones de oscuridad
se inhibi6é alrededor de 40% para la mTK1a, mientras que en la wt disminuy6
hasta 70% y en la mTK1lb hasta un 75%. En cambio, en condiciones de
incubacion en presencia de luz la inhibicién en la longitud de la raiz para las 3
lineas de manera general fue menor que en las condiciones antes
mencionadas (figura 20b). Sin embargo la mTK1la sigue presentando mayor

crecimiento que la mTK1by la wt.

Las plantulas que se incubaron en oscuridad durante 3 dias después de la
irradiacion, se pasaron a condiciones de incubacion estandar y se determing el
nuevo crecimiento a los 2 y 4 dias después de haber estado en las nuevas
condiciones, con el proposito de conocer si la taza del crecimiento de la raiz se
recuperaba al dejar la incubacion de oscuridad de 24 horas y tener disponible
8h de luz durante el dia. Sin embargo la taza de crecimiento parece
conservarse en las 3 lineas de plantas conforme pasaron los dias. Aunque se
observo un ligero incremento en la longitud de las raices de mTK1b y wt en la
ultima medicion la diferencia con mTK1a sigue siendo considerable (figura 21).
Estas plantulas se resembraron en tierra y se pasaron a condiciones normales
de crecimiento, las plantas de las tres lineas crecieron con un fenotipo normal

hasta la senescencia.
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Figura 20. Efecto de la irradiacién con UV-C en el crecimiento de la raiz primaria.
A plantulas irradiadas y luego incubadas en condiciones de oscuridad. B. plantulas
irradiadas e incubadas en condiciones estandar (8h luz/16h oscuridad). Los datos
mostrados son la media + desviacién estandar (n=18-24). Los datos de las mutantes
se compararon con los de la silvestre mediante la prueba estadistica t-student; mTK1a
presento valores P < 0.05 lo que indica una diferencia significativa con los valores de
la wt. Mientras que los grupos mTK1b y wt no presentan diferencia significativa. Todos
estos experimentos se realizaron por triplicado.
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Figura 21. Taza relativa de crecimiento de la raiz después de la irradiacién con
UV-C. Las plantulas se irradiaron, se incubaron 3 dias en oscuridad y se pasaron a
condiciones estandar de crecimiento, se midié el nuevo crecimiento al quinto y
séptimo dia después de la exposicion a UV-C.

Facultad de Quimica

©



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO RESULTADOS

Facultad de Quimica

4.3 Efecto en el meristemo apical de raiz

Se conoce que entre mayor sea el niumero de células que se dividen en la zona
del meristemo apical de la raiz mayor es la longitud de ésta. Con el objetivo de
determinar si la disminucion del crecimiento de la raiz por la irradiacién con UV-
C que se observo esta relacionada con dafio en esta zona se siguieron 2
estrategias para evaluar dicho efecto. En la primera se determiné la longitud de
la zona meristematica mediante una tincion con lugol de la raiz primaria de las
plantulas. Los datos se reportan como longitud relativa de la zona del
meristemo apical que se obtuvo comparando la longitud de meristemo de las
raices irradiadas con la longitud de las raices del mismo genotipo sin irradiar.
En la figura 22A se muestran las imagenes representativas del 4pice de una
raiz control y otra irradiada de cada linea, en la cual se puede observar que en
la longitud del meristemo de mTK1a control y tratada no se aprecia diferencia
en cambio, las raices de mTK1b y wt irradiadas presentan un acortamiento
considerable en su longitud. Los datos cuantitativos se muestran en la figura
22B en la que se observa que la disminucion de la zona del meristemo para
mTK1la es de solamente 10%, mientras que para las otras dos lineas es mayor
al 40%.

La segunda estrategia para seguir evaluando el dafio en esta zona fue
mediante el empled de la microscopia confocal de raices tefiidas con yoduro de
propidio. Esta técnica permite observar la estructura de las diferentes capas de
células que se encuentran en esta region a detalle y la extensiéon de dicha
zona. En la figura 23 se presentan imagenes representativas de la microscopia
confocal de las raices tefiidas con yoduro de propidio sin irradiar e irradiadas
de las 3 lineas en estudio. Asimismo se aprecia que el nimero de células y la
longitud de la zona del meristemo de mTK1a no disminuyen en comparacion a
su control. Mientras que en las raices irradiadas de la linea mutante mTK1b y
de la silvestre disminuye su zona del meristematica dramaticamente, por lo que

se alcanza a ver la zona de diferenciacion en las imagenes mostradas.
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Figura 23- Microscopia confocal de apices de raices teflidas con yoduro de
propidio, Se muestran tanto raices controles como irradiados con UV-C de las lineas
mTKla, mTK1b y wild type. Estas imagenes son representativas de 8 raices en cada
caso (las imagenes mostradas se tomaron en el objetivo 10X). Las flechas sefialan
donde comienza la zona de diferenciacion de la raiz.
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Otro efecto que se puede observar a causa de la irradiacion UV en la zona del
meristemo de la raiz es la estructura de las capas de células que se encuentran
abajo del centro quiescente (CQ). Tipicamente hay 5 filas de células que van
de la punta de la raiz hasta el CQ, y estas filas se ven claramente delimitadas
en las raices sin irradiar mTKla y wt. En contraste, en raices irradiadas de
MTK1b y wt se observaron numerosas células por encima de la fila 5, donde
normalmente hay solo una capa de células quiescentes. Mientras que en raices

MTKZ1b sin irradiar no se delimitan claramente las 5 filas (figura 24).

mTK1la Wild type mTK1b
C
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Figura 24. Alteracion en la organizaciéon estructural del nicho de las células del
centro quiescente. La flecha indica la fila 1 0 5 de células segun sea el caso. Ademas
gue en las imagenes de la parte inferior sefialan el nimero de células extra en esta
zona (las imagenes mostradas se tomaron en el objetivo de 40X).
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4.4 Ensayo de sensibilidad en plantas de 21 dias

Plantas de Arabidopsis thaliana de las lineas mTK1la, mTK1b y silvestre de 21
dias se irradiaron durante 5 minutos con luz UV-C (254nm) para evaluar su
sensibilidad a este agente genotoxico, la cual se determiné por la clorosis y

muerte del tejido que se presento.

En la primera parte de este experimento se determiné el papel de los
mecanismos de reparacion de NER vy la participacion de la TK1 en ellos, ya que
al no permitir el paso de la luz la fotoreactivacion no puede participar en la
reparacion del dafio inducido, asi que éste es reparado por los mecanismos de
escision de nucleotidos. Como se observa en la figura 25A las plantulas
MTKZ1b son las que presentan mayor necrosis tisulary dafio en general, seguida
por las plantas wt y por ultimo la mTK1a, aunque la diferencia que presentas
estas ultimas no es grande. Sin embargo el nimero de plantas sobrevivientes
fue mayor para la mTKla. Por otra parte se observo el papel que tiene la
fotoreactivaciéon en tejidos verdes; este mecanismo tiene un papel muy
importante en la reparacion en este tipo de tejidos, como se aprecia en la figura
25B, ya que entre las 3 lineas no se observaron fenotipos diferentes.

Cabe mencionar que durante la estandarizacion del tiempo de irradiacion y la
edad de las plantas para poder evaluar el posible efecto se observaron cosas
interesantes. Se trabajo primeramente con plantas de 28 dias las cuales fueron
irradiadas por 15 min, todas las plantas irradiadas de la linea wt y de la mTK1b
murieron bajo estas condiciones y solamente sobrevivieron 3 de 6 plantas de la
linea mTK1a de las cuales solo una crecio hasta la senescencia. También se
probaron 10 min de irradiaciéon en plantas de esta misma edad, en este caso
sobrevivieron plantulas de las 3 lineas, sin embargo, las plantas mTK1b no
llegaron a la senescencia, en cambio la mitad de las plantas mTKla se
recuperaron y lograron crecer hasta la madurez (imagenes no mostradas). En
cuanto a las wt algunas también llegaron hasta esta etapa de desarrollo pero
en menor proporcion que las mTKla. Sin embargo se decidio disminuir la edad
de las plantas y el tiempo de irradiacion para que no presentaran dafio tan
grave y sobrevivieran un mayor namero para observar su fenotipo después del

tratamiento.
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Figura 25. Fenotipos de las lineas wild type, mTKla y mTK1lb después de la
irradiacion con UV-C. A. plantulas de 21 dias se irradiaron y se colocaron en
oscuridad durante 3 dias, posteriormente se transfirieron a condiciones de luz continua
durante 4 dias cuando se tomaron las fotografias. B. plantulas irradiadas y colocadas
en condiciones de luz continta por 7 dias. Las fotos mostradas son representativas de

un total de 16 plantulas para cada grupo.
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5. Determinacion de los niveles de transcritos de los genes de la TK en
respuesta a UV-C

Los niveles de transcrito de los genes TKla y TK1b, se cuantificaron mediante
la técnica de RT-PCR con el propdésito de conocer sus niveles relativos y el
patrén de induccién en respuesta al tratamiento con radiacion UV-C. Esta

evaluacion se hizo en plantulas de 7 dias y en plantas adultas de 2 meses.

El gen de la adenina fosforribosil transferasa 1 (AtAPT1), el cual participa en la
ruta de salvamento de adenina se utiliz6 como control de cargado ya que sus
niveles de transcrito no se ven afectados por el tratamiento empleado. Esto se
consulté en la base de datos del Atlas de expresion de Arabidopsis
(www.weigelworld.org/resources), y se corroboré experimentalmente. Para
estimar la cantidad de RNA total colocado en las reacciones de
retrotranscriptasa se utilizoé la banda del RNA ribosomal 28S tefiido en geles de

agarosa.

5.1 Cuantificacién de los niveles de transcrito TK1la de plantulas de 7 dias

de las lineas de Arabidopsis wt y mTK1a

Se determinaron los niveles de transcrito del gen TK1a en plantulas silvestres y
mTK1a a las Oh, 3h, 6h y 14h post-irradiacion. Después de la irradiacion se

cubrieron las plantulas de la luz hasta la toma de la muestra.

En la figura 26 se observa que el nivel de RNAm del gen TK1a en el tiempo
cero fue aproximadamente 25% mas alto en las plantulas mutantes que en la
linea silvestre. Al irradiar con luz UV aumentaron los niveles del RNAmM desde
las 3 h y se observo un incremento de éste de alrededor del 2.5 veces a las
14h post-irradiacion comparandolo con los niveles de transcrito sin irradiar, esto
para la linea silvestre. Este patron de acumulacion fue similar para ambas
lineas pero en general en la linea mTKla se observd mayor cantidad de
transcrito en todos los tiempos evaluados que en la linea silvestre. La
densitometria de las muestras se normalizé con la intensidad de su respectivo

control de cargado para cada muestra.
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Figura 26. Efecto de la irradiacion UV-C en el nivel de RNAm del gen TKla en
plantulas de 7 dias, tanto en la linea silvestre como en mTK1la. Los datos estan
expresados como la media relativa de la intensidad de la banda, la cual se obtuvo
normalizando los valores con la intensidad de la banda del control de cargado AtAPT1
y tomando como la unidad de expresion el nivel de transcrito del tiempo cero de la
linea silvestre  Los datos mostrados son la media + desviacion estandar de dos
experimentos (n = 2).

5.2 Cuantificacion de los niveles de transcrito TK1b de plantulas de 7 dias
de las lineas de Arabidopsis wty mTK1b

Como ya se habia descrito en la figura 18, la linea mTK1lb presenta una
disminucién en el nivel de transcrito de alrededor del 40% con respecto a la
linea silvestre y esto se corrobor6 también en este trabajo (Fig. 27). Una
diferencia relevante entre los dos genes fue su patrén de expresion ya que el
gen AtTK1b no mostr6 cambios en los niveles de transcrito después de irradiar
con UV-C (figura 27). En el duplicado del ensayo no se logré la amplificacion
del transcrito por lo que solo se reporta el obtenido en el primer experimento.
Cabe mencionar que los niveles de transcrito para el gen TK1b son alrededor

de 10 veces menor que el del gen TK1la cuando se trata de plantulas pequefias
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en las que una gran parte de la planta es raiz, en cambio en hojas de planta
adulta los niveles de transcritos de ambos genes no se encuentran tan alejados

(Atlas de expresion de Arabidopsis).
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Figura 27. Efecto de la irradiacion UV-C en el nivel de RNAm del gen TK1b en
plantulas de 7 dias, tanto en la linea silvestre como en mTK1b.

También se cuantificaron los niveles de transcrito del gen TKla en la linea
MTK1b y los niveles de expresion del gen TK1b en la mutante mTKla. Los
patrones de expresion de ambos genes fueron similares a los de la linea

silvestre (datos no mostrados).
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5.3 Niveles de los transcritos TK1lay TK1b en plantas wt de 2 meses

También se estudiaron los niveles de los transcritos de TK1a y TK1b en hojas
en respuesta a irradiacion de luz ultravioleta de plantas adultas ya que
representa un tejido diferenciado. Como se observa en la figura 28A el nivel de
RNAm del gen TKla increment6 casi 3.5 veces que el control 3h post-
irradiacion y se mantuvieron niveles altos hasta las 12 h post irradiacion que
fue el Ultimo tiempo que se evalu6. En cambio, los niveles del RNAm de la
TK1b no mostraron variacion en los mismos tiempos post-irradiacion que se

estudiaron (figura 28B).

A B
Oh 3h 6h 14h Oh 3h 6h 14h
TK1la TK1b
180pb 310pb
" b TR ARG IR ¥ P i
ATAPT1 ool y —— . ATAPT1
490pb : B ~ 490pb
4 - 1,2 4
3,5 1
3
5 25 5 0,8 +
T 21 T 06 -
£ g
Z 15 “ 04
1
> l 012 7
0 - - . T - - T - - T - o 1 0 e T - 1
Oh 3h 6h 12h Oh 3h 6h 12h
Tiempo después de la irradiacion Tiempo después de la irradiaccion

Figura 28. Efecto de la irradiacién UV-C en el nivel de RNAm de los genes TKlay
TK1b en hojas de roseta de plantas wt de A. thaliana de dos meses. A. Niveles del
transcrito TK1a. B. Niveles del transcrito TK1b. Los datos estan expresados como la
media relativa de la intensidad de la banda, la cual se obtuvo normalizando los valores
con la intensidad de la banda del control de cargado AtAPT1 Los datos mostrados son
la media + desviacion estandar (n = 2).
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1. Andlisis in silico de los genes de la timidina cinasa de Arabidopsis

thalianay de sus regiones promotoras.

Se conoce que la planta modelo A. thaliana contiene dos secuencias para
genes putativos de la timidina cinasa 1, estos se han denominado AtTKla y
AtTK1b, estudios de microarreglos reportados en el Atlas de expresion de
Arabidopsis han comprobado que ambos genes se transcriben durante todos
los estadios de desarrollo de la planta como se muestra en la figura 30
(Apéndice 2.11; Schmid et al., 2005).

La estructura de los genes AtTKla y AtTK1b difiere significativamente pues
mientras el gen TK1b esta formado por un exén, el paradlogo TKla presenta 4
exones y 3 intrones (figura 12). Esta falta de conservacion en la estructura del
gen sugiere origenes distintos para ambos genes, o bien que la duplicacion del
gen precedio al evento del procesamiento de intrones. Dado que las proteinas
tienen un 53% de identidad (figura 13), es muy posible que estos genes si
tengan un origen comun. Alternativamente, también se puede hipotetizar que
ocurrieron insercion de intrones en el gen AtTK1a o bien eliminacion de éstos
en el gen AtTK1b después de la duplicacion (Lecharny et al., 2003, Betts et al.,
2001). Otras diferencias se detectaron en la longitud de las regiones 3'UTR y
5'UTR que podria tener un significado biolégico ya que estas regiones no
traducidas pudieran estar implicadas en la regulacion de la expresién como se
ha demostrado para otros genes de plantas (Gallie, 1993). Todas estas
diferencias nos sugirieron que estos genes pueden tener una funcion y patrén
de expresion diferencial. En general las plantas contienen mas mdultiplos de
copias de genes de reparacion de DNA que en animales; seria posible que
esta tendencia permita a estos organismos incrementar su tolerancia a luz UV.
Sin embargo en ocasiones los multiplos de genes resultan no ser una variacion
alélica, de hecho, hay datos que indican que cada uno de los tres homologos
de RPA (proteina de replicacion A) de Arabidopsis tiene una funcion diferente
(Kimura & Sakaguchi., 2006). Aunque también hay genes paralogos en
Arabidopsis como los AtXPB, los cuales presentan una redundancia parcial ya
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gue al silenciarse el gen AtXPB1 las plantas crecen normalmente, lo que
indicaria que el gen AtXPB2 puede suplementar la funcién del otro gen, sin
embargo mutantes de cada gen presentan susceptibilidad a diferentes agentes
genotoéxicos, lo que indicaria que cada gen participa en la reparaciéon de
diferentes lesiones al DNA (Hays, 2002). Por estas diferencias existentes en las
funciones de proteinas paralogas, resulta importante determinar si los genes de

la TK1 son redundantes o tienen una funcién distinta.

Otra diferencia importante de los dos genes es que la proteina TK1b presenta
una potencial secuencia de transito al cloroplasto en su extremo amino. En el
gen de la timidina cinasa de maiz también se encontr6 que contiene una
secuencia potencial de transporte al cloroplasto (Suzuri, 2006). Se han
obtenidos datos de enzimas participantes en la via de salvamento de
pirimidinas que han indicado que las reacciones de esta via pueden ocurrir
tanto en el citosol como en los plastidios (Zrenner et al., 2006). Por esto se ha
postulado que la TK1a se encuentra en el citosol y que la TK1b est4 localizada

en el cloroplasto.

Conociendo la importancia de los mecanismos de regulacion transcripcional en
la expresion y en la subsecuente actividad de la timidina cinasa en mamiferos
(Mikulits et al., 1996 Rotheneder et al., 1999 Sorensen et al., 1999) se hizo
también un analisis in silico de las regiones promotoras de los dos genes de la
TK1 de Arabidopsis. Al hacer un alineamiento entre estas dos secuencias, no
se encontr6 similitud significativa entre ellas. Esto sugiere que hay alta
variacion en los mecanismos de regulacidon transcripcional de este gen
(Sorensen et al., 1999).

Usando la base de datos PLACE (Higo et al., 1999) se encontré en el promotor
del gen TK1a el elemento de reconocimiento para el factor de transcripcion E2F
el cual se encuentra en genes de Arabidopsis que estan involucrados en la
replicacion del DNA, la regulacion del ciclo celular, transcripcion, respuesta de
defensa y sefializacion (Ramirez-Parra et al., 2003). Este elemento de
respuesta parece ser funcional pues en plantas de Arabidopsis que

sobreexpresan el factor transcripcional E2F la transcripcion de la TKla se
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incrementa alrededor de 15 veces con respecto a las plantas control
(Vandepoele et al., 2005). Este elemento de respuesta no se encontro en la
region promotora de la TK1b y tampoco se reporta que se induzcan sus niveles

de transcripcion por la sobreexpresion de E2F.

En general el tipo de elementos regulatorios identificados fue muy distinto en
las dos secuencias promotoras analizadas con esta base de datos, lo que
sugiere que estos dos genes de la TK1 se regulan de manera distinta. Con el
proposito de poder estudiar la actividad de las regiones promotoras de los dos
genes de la TK1 de Arabidopsis se aislaron las secuencias que se habian
seleccionado como potenciales promotoras para clonarse frente al gen
reportero [B-glucuronidasa con las cuales se transformaron plantas de
Arabidopsis, las semillas transformantes que se obtengan nos permitiran
conocer los patrones de expresion de los genes de la TK1 de una manera
indirecta mediante la expresion del gen reportero B-glucuronidasa debido a que
la expresion de ésta proteina estara regulada por las regiones promotoras de
los genes de la timidina cinasa. Asi conoceremos la expresion de las dos TK1
en diferentes tejidos durante el desarrollo y en respuesta a estrés genotoxico,
lo que nos permitird obtener mayor informacion sobre la funcion de estos genes

en plantas.

2. Evaluacion fenotipica de mutantes de la TK1 de A. thaliana en
respuesta aluz UV-C

La gran mayoria de los estudios realizados para elucidar la funcion de la
timidina cinasa en eucariontes superiores se han obtenido de lineas celulares,
por lo que resulta de gran relevancia el estudio en un organismo completo. Es
por esto que las mutantes de la TK1 de Arabidopsis thaliana resultan ser una
poderosa herramienta para lograr este proposito. El Unico estudio de este tipo
en mamiferos es el de ratones Knockout (-/-) de la TK, donde se demostré que
la enzima es indispensable durante el desarrollo de los animales (Dobrovolsky
et al., 2003). En trabajos previos de laboratorio se encontré que las plantas de
las dos lineas mutantes (figura 18) no presentaron diferencias fenotipicas
durante el desarrollo con respecto a las plantas silvestres bajo condiciones

estandar es de crecimiento. AlUn cuando las mutantes de la TK1 no mostraron
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efectos en el desarrollo si presentaron diferencias en sus niveles de transcrito
ya que la linea mTKla resultd ser una linea de sobreexpresion (Najera-
Martinez., 2010), esto se puede explicar debido a que la insercion de DNA-T se
encuentra en la regién promotora por lo que muy probablemente eliminé una
secuencia que participa en la regulacion negativa de este gen. Por otra parte la
MTK1b contiene la insercion de DNA-T cerca del codén de término por lo que
se esperaria obtener un RNAm truncado, los niveles de transcrito de esta
mutante disminuyeron alrededor del 40% en comparacion a la linea silvestre.
Estas diferencias en los niveles de transcrito nos permitieron evaluar la
participacion de estos genes en la reparacion al dafio a DNA inducido por luz
UV. Los principales productos del dafio causado por luz UV en el DNA son
dimeros de pirimidina, los cuales se reparan principalmente por dos
mecanismos, la fotoreactivacion la cual es dependiente de la luz y la via de
reparacion por escision de nucleétidos (NER, Kimura & Sakaguchi., 2006). Con
el proposito de conocer la posible participacion de la timidina cinasa en el
mecanismo de NER, se irradiaron plantulas con luz UV y se incubaron en
oscuridad para evitar la fotoreactivacion. Se observé que la irradiacion con luz
UV-C produjo un efecto de inhibicion en el crecimiento de la raiz, el cual resultd
ser dosis-dependiente en las tres lineas (figura 19). Donde se aprecié una
inhibicién considerable en cuanto a la longitud relativa de la raiz fue en el
tiempo de irradiacion probado de 15 minutos, por lo que los experimentos
restantes en plantulas se realizaron con este tiempo de exposicion. Los
resultados mostraron (figuras 19 y 20A) que la linea de sobreexpresion de la
TKla (mTK1la) presenta una inhibicion menor en el crecimiento de la raiz, lo
gue sugiere que esta enzima al estar participando en la sintesis de DNA debe
tener un papel fundamental en los mecanismos de reparacion de NER. Se tiene
reportado que la reparacion por escision de nucleétidos depende de la sintesis
de novo de desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) que funcionan como
precursores monoméricos del DNA. Esta dependencia se ha observado
porque mutantes de A. thaliana deficientes en niveles de ribonucle6tido
reductasa son mas susceptibles a agentes genotdxicos que las plantas
silvestres (Wang & Liu., 2006; Roa et al.,, 2009). Esto junto con nuestros

resultados sugiere que tanto la via de novo como la via de salvamento
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participan aportando nucleétidos para la reparacion del dafio a DNA. Por otra
parte en la mutante de la TK1lb (mTK1lb), aunque presenta una discreta
diferencia en cuanto a inhibicion de la raiz con respecto a la linea silvestre, ésta
no resultd ser significativa. Esta mutante presenta niveles menores de
transcrito del gen TK1lb, muy probablemente la TKla que permanece sin
cambios puede compensar la actividad de la TK1b, por lo que no presenta una
diferencia notable en el crecimiento de la raiz comparandola con el genotipo

silvestre.

Alun cuando se permitié la fotoreactivacion (figura 20B), la mutante de
sobreexpresion de la TK1a presenta mayor longitud en la raiz que las otras dos
lineas. Este ensayo permitié constatar que no solo la via de fotoreactivacion
participa en la reparacién del dafio a DNA en presencia de luz sino que la via
de NER parece tener una contribucion importante en la reparacion. Estos
resultados sugieren que las dos vias trabajan conjuntamente, como ya se ha
demostrado con plantas que sobreexpresan proteinas participantes en alguno
de los pasos de NER (Moliner et al., 2008; Al Khateeb & Schroeder., 2009)
aungue la proporcion con la que contribuya cada una dependera del tipo de
tejido, ya que se sabe que en tejidos meristematicos participan
mayoritariamente los mecanismos NER, mientras que en tejidos no

proliferativos es la fotoreactivacién (Kimura & Sakaguchi., 2006).

La tasa de crecimiento de la raiz de las lineas wt y mTK1b sdlo presentaron un
moderado incremento en el crecimiento relativo de la raiz después de 4 dias
de haber cambiado las condiciones de oscuridad a luz en la incubacion (figura
21). Sin embargo, al resembrar estas plantulas en tierra y teniéndolas en
condiciones estandar de crecimiento, las plantas de las tres lineas crecieron
con un fenotipo normal hasta la senescencia, aln cuando el crecimiento de la
raiz primaria presentaba una inhibicion de alrededor del 65% en las lineas
MTK1b y wt antes de la resiembra. Esta recuperacion en el desarrollo general
de las plantas muy probablemente se deba a que estos organismos son
capaces de detener el ciclo celular del meristemo dafiado y redireccionar el
crecimiento de nuevos meristemos (Cools & De Veylder., 2009), como lo

sefialan algunos reportes en los cuales plantas sin puntos de regulacion
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(checkpoint) funcionales son tratadas con compuestos inhibidores de la
replicacion del DNA provocando que la raiz primaria detenga su crecimiento y
el de raices laterales sea inducido (Ricaud et al.,, 2007). Posiblemente en
nuestro caso la induccién del crecimiento de raices secundarias permitio
eventualmente el escape del dafio inducido en las 3 lineas de Arabidopsis

evaluadas por lo que lograron desarrollarse hasta la senescencia.

Debido ha que hay publicaciones que sefialan que la inhibicion en el
crecimiento de la raiz por exposicion a luz UV depende del numero de células
gue se encuentren en divisién en el meristemo del apice de este tejido (Jiang &
Feldman., 2005; Curtis & Hays., 2007; Furukawa et al.,2010); se estudi6 el
efecto del dafio genotoxico en esta zona de la raiz especificamente, con el
objetivo de establecer de qué manera participa la TK1a en la tolerancia que se
observd en la longitud de la raiz de la mutante de sobreexpresién de esta
enzima. Nuestros resultados muestran claramente como en la linea silvestre y
la mTK1lb esta region de la zona meristematica se reduce draméaticamente
(figura 22), asi como el nimero de células que la conforman (figura 23),
mientras que las raices de la linea mTK1a solo decrecen su longitud alrededor
del 10% en la zona del meristemo con respecto a su control y el nUmero de
células parece no disminuir. Se ha postulado que los meristemos de raiz y
brote presentan una respuesta especializada al dafio ya que contienen un
enriquecimiento en la expresion de genes de reparacion de DNA como se
determind en un perfil de transcripcion (Yadav et al., 2009). Con base en esta
evidencia podemos decir que la timidina cinasa (TKla) tiene un papel
fundamental en los procesos de reparacion en la zona meristematica de la raiz.
La participacion de la TK1 en respuesta a UV también se ha observado en
células de glioma de rata pues la ausencia de esta enzima provoca
hipersensibilidad a la radiacién UV (Al-Nabulsi et al., 1994).

Aunque en las raices de la linea mTKla irradiadas no se presentd una
diferencia amplia respecto a sus controles en la longitud del meristemo y el
numero de células, si se observé inhibicion del 40% en la elongacion de la raiz
primaria. Esto se puede explicar debido a que el dafilo a DNA provocado

desencadena el arresto del ciclo celular en los puntos de regulacion por lo que
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la division celular se detiene hasta que el dafio sea reparado lo que ocasionaria
el retraso del crecimiento. En células de mamifero el arresto del ciclo celular en
el cual participa la TK1 ocurre en la transicion G1/S (Chen et al., 2010). El
hecho de contener niveles elevados de TKla le permitiria realizar una
reparacion mas eficiente del DNA dafiado facilitando que las células se liberen

del arresto del ciclo celular y el tejido pueda continuar su desarrollo y division.

Por otra parte la linea mTK1b no presenté diferencia con respecto a la silvestre,
pues en ambas la zona del meristemo se redujo notablemente. Las puntas de
raices mostraron pelos radicales (figura 22A), que es una caracteristica de las
células de la raiz que se encuentran en la zona de diferenciacion (figura 6).
Este mismo efecto se ha observado en lineas de Arabidopsis que tienen una
mutacion en los genes de las DNA polimerasas n y ¢, que son enzimas que
participan en la reparacion del DNA, cuando se irradian con bajas intensidades
de UV-B (Curtis & Hays., 2007). En nuestros experimentos, es probable que la
detencion en el progreso del ciclo celular por la exposicion a luz UV-C causo la
eliminacién de la zona de las células en elongacién de la raiz. Ademas, en los
meristemos radiculares de las plantas mTK1b y la silvestre se observo una
desorganizacion de las capas de células que se encuentran abajo del centro
qguiescente (figura 24). Este mismo fenotipo se observa en las mutantes de las
DNA polimerasas mencionadas (Curtis & Hays., 2007). Las células del centro
quiescente responden al dafio genotoxico realizando un mayor numero de
divisiones para tratar de reemplazar a las células dafiadas (Jiang & Feldman.,
2005), lo que probablemente explicaria el mayor nimero de células presentes
en esta zona. En contraste con estos fenotipos observados, la mutante de

sobreexpresion TK1a no mostrd estas caracteristicas.

Los resultados obtenidos de la irradiaciéon de plantulas de 21 dias para
observar el efecto de la irradiacion con UV en hojas (figura 25A) hacen suponer
que la TK1lb si tiene una localizacion en cloroplasto como se ha postulado
(Suzuri., 2006), ya que las plantulas mTK1b con menores niveles de transcrito
de esta enzima presentaron mayor clorosis y necrosis en hojas; tal vez la
deficiencia de TK1b en los cloroplastos sea la responsable de este fenotipo.

Por otra parte, las plantas mTK1a presentaron menor sensibilidad a la luz UV,
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de hecho un mayor nimero de estas crecieron hasta la senescencia, ademas
de que la fotoreactivacion es la via que tiene mayor contribucion en la
reparacion de dimeros de pirimidina en tejidos no proliferativos como hojas,
como se corroboré en este trabajo ya que plantas de las tres lineas no
presentaron diferencias fenotipicas considerables cuando se permitié la

activacion de las fotoliasas (figura 25B).

3. Determinacion de los niveles de transcritos de los genes de la TK1 en

respuestaa UV-C

En la linea celular HCT-116 de colon humano los niveles de la proteina TK1 se
elevan cuando son tratadas con doxorubicina, que induce la ruptura de la doble
cadena de DNA (Cheng et al., 2010). Asimismo, en un estudio del perfil del
transcriptoma en Arabidopsis se detectd que se elevan hasta 30 veces los
niveles de transcrito de la TKla después del tratamiento con los agentes
genotoxicos bleomicina y mitomicina C, que causan ruptura en el DNA (Chen
et al, 2003). Para asociar los niveles de transcrito de la TK1a con la tolerancia
a luz UV-C que presentd la mutante de sobreexpresion, se estudié el perfil de
expresion de este transcrito post irradiacion tanto en plantulas de la linea
mutante como de la silvestre. Con este estudio se observo que los niveles del
transcrito TK1a alcanzados a las 14h post-irradiacién en la linea silvestre son
casi los mismos niveles de transcrito que alcanza la linea de sobreexpresion
desde las 3h después de la irradiacibn ademas de que se continla con el
aumento del transcrito hasta el ultimo tiempo evaluado (figura 26). Lo que
sugiere que esta rapida disponibilidad del RNAmM después del estrés genotdxico
en las plantas mTKla permite una mejor respuesta en los procesos de

reparacion del DNA dafado.

Ademas la TK1la de Arabidopsis parece tener un comportamiento parecido en
respuesta al dafio a DNA en general como su proteina ortéloga de humano
debido a que se ha demostrado que la TK1 de A. thaliana incrementa su
expresion con los agentes genotoxicos: bleomicina, mitomicina y luz UV-C,
aungue se requerira evaluar otros compuestos que dafien al DNA para
asegurar esto, como agentes alquilantes, radiacion y, etopdsido e inhibidores

de las DNA polimerasas, como se ha realizado con la TK1 de mamiferos (Al-
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Nabulsi et al., 1994; Wakazono et al., 1996; Cheng et al.,, 2010). Por lo que la
mutante de la TKla de Arabidopsis serd importante para conocer la
participacion de la TKla en respuesta a estos compuestos. La induccién por
estrés genotoxico refleja una alta demanda para la sintesis de DNA durante la
reparacion, lo que se refleja claramente en el fenotipo presentado por la mTK1a
después de la irradiacion, al tener mayor nivel de TKla de alguna forma
permite que la sintesis del DNA sea mas rapida y por lo tanto mayor capacidad

reparativa de los mecanismos NER.

Ademas de la determinacion de los niveles de transcrito en estas condiciones,
resultara importante conocer la cantidad de proteina correspondiente, asi como
la actividad enzimatica. Esto permitira conocer si existen otros mecanismos
regulatorios a nivel post-transcripcional pues, por ejemplo, en células de
mamifero mientras los niveles de transcrito se incrementan apenas tres veces
en la fase S del ciclo celular con respecto a la fase G1, los niveles de la
proteina se elevan hasta 15 veces (Sherley & Kelly, 1988). Este estudio se
podra realizar si los anticuerpos generados contra la TK1 de maiz (Suzuri.,
2006) reconocen las isoformas de Arabidopsis.

De la misma manera se estudid la expresion del gen TK1b en respuesta a
estrés genotoxico inducido por luz UV, tanto en plantulas de mTK1b como wt.
Para este gen no hubo cambios en los niveles de transcrito después de irradiar
con UV-C (figura 27). Este ensayo confirmd que los dos genes de la timidina
cinasa tienen un patron de expresion diferencial en respuesta a estrés
genotoxico y posiblemente diferentes funciones. Ademas, los datos son
consistentes con los elementos de respuesta identificados en el promotor del
gen TKla y que se comparten con otros genes de reparacion del DNA (figura
15).

En un estudio del perfil del transcriptoma de Arabidopsis se realiz6 una
comparacion de las regiones promotoras de 7 genes que fueron regulados
positivamente después del tratamiento con los mutagenos bleomicina mas
mitomicina, entre los que se encontré el gen TKla y 6 genes mas que
participan en la reparacion del DNA (RNR2, GR1, LiglV, PARP-1, PARP-2 y
Rad 51). Se hallaron hexdmeros de nucledtidos idénticos en ciertas regiones
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de los promotores los cuales ademas presentaron similitudes en la posicién con
respecto al inicio de la traduccion, por lo que ellos postularon que estos motivos
podrian implicar un mecanismo similar de regulacién en la expresion de estos
genes, aunque las secuencias que ellos proponen no se tienen reportadas

como motivos de union para factores de transcripcion (Chen et al, 2003).

Estudios publicados sefialan que la enzima timidina cinasa de plantas puede
tener una funcion biolégica aun en la ausencia de actividad de division celular
meristematica (Ullah et al., 1999; Moffatt & Ashihara., 2002; Venkatachalam et
al., 2010), a diferencia de los mamiferos en donde su funcién se ha asociado
con la divisién celular activa. Para esto se cuantificaron los niveles de transcrito
de ambos genes en tejido diferenciado para conocer su expresion antes y
después de ser irradiadas (figura 28). Se encontrd que los niveles de transcrito
de los dos genes son mayores que en plantulas coincidiendo con lo reportado
en el Atlas de expresion de Arabidopsis (Schmid et al., 2005). Al igual que en
plantulas, se observé un incremento en los niveles de transcrito de la TK1a,
aungue este tejido diferenciado presentd mayor RNAm a las 3h post-irradiaciéon
y se mantuvieron constantes los niveles hasta el dltimo tiempo evaluado,
acorde con lo reportado, ya que se ha encontrado que los niveles de transcrito
del gen de la TK1 de arroz son mas altos en tejidos diferenciados que en
tejidos meristematicos (Ullah et al., 1999). Una posible explicacion que se
habia dado de este perfil es que la TK1 participa en el aporte de nucleétidos
con fines reparativos en tejidos expuestos a radiacion UV (Moffatt & Ashihara.,
2002). También se ha sugerido que la regulaciéon positiva de la expresion de
este gen en tejido diferenciado puede estar involucrada en la reparacion del
dafio a DNA ocasionado por otro tipo de estrés, debido a que en tejidos no
proliferativos del arbol del hule (Hevea brasiliensis) se encontraron niveles 7
mayores del transcrito HbTK en plantas resistentes a un sindrome que afecta a
las células productoras del latex debido al estrés abidtico a las que se someten
(Venkatachalam et al.,, 2010). Conociendo esto parece que una funcién
importante de la timidina cinasa en plantas se realiza en tejidos no proliferativos
contribuyendo a la sintesis de DNA en respuesta a dafio genotodxico, lo que

difiere con lo que se conoce en células de animales en las cuales la expresion
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de la TK1 esta correlacionada con la actividad del ciclo celular (Mikulits et al.,
1996), aunque recientemente también con la reparacion del DNA dafiado
(Chen et al., 2010).

Observando la figura 28B nos damos cuenta que al igual que en plantulas los
niveles de transcrito en hoja de la TK1b en Arabidopsis no mostraron variacion
post-irradiacion. Por lo tanto para conocer si se regula a la alza la transcripcion
de este gen, se realizdé una busqueda en el Atlas de expresion de Arabidopsis.
Lo Unico que se encontré que incrementa los niveles de este transcrito es el
acido abscisico (ABA), el cual es una hormona vegetal. Esta se sintetiza en
cloroplastos y un aumento de su concentracién en hojas se da como respuesta
a un estrés hidrico (sequia), causando el cierre de estomas para evitar la
transpiraciéon; también inhibe el crecimiento de la planta, el desarrollo de las
semillas y frutos (Walton et al., 1970; Finkelstein et al., 1985; Zhang & Davies.,
1990). Regresando al analisis realizado a la secuencia promotora de este gen
en la base de datos PLACE, en la primera parte del trabajo nos dimos cuenta
gue esta secuencia presenta algunos motivos consenso que se encuentran en
genes de plantas que responden a la deshidratacion (tabla 10, Higo et al.,
1999). ¢ Pero como podria estar regulando ABA a la expresion del gen TK1b?
Se pensaria que al ser una hormona que inhibe el crecimiento tendria el mismo
efecto en la sintesis de DNA, sin embargo resultados publicados sugieren que
la inhibicién en el crecimiento no es debido a la inhibicion de la sintesis de
DNA, sino que ABA tiene efecto a otros niveles (Walton et al., 1970; Abe et al.,
2003). Adicionalmente se ha demostrado que ABA permite la sintesis
temprana de DNA para reparar el dafio que exista en el genoma en embriones
de avena secos, ademas se encontrd6 que embriones dormantes embebidos
mantienen la integridad de su genoma por un reemplazo continuo pero lento de
DNA y que ABA tiene un papel determinante en este proceso (Elder &
Osborne., 1993). Por lo que podriamos especular que la TK1b puede ser
regulada por ABA, con el propésito de permitir la sintesis de DNA para reparar
los dafios que pudieran surgir por estrés de sequia. Sin embargo
necesitaremos realizar varios experimentos para aceptar o rechazar esta

hipotesis.
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Por otro lado, los brasinosteroides regulan positivamente la via de salvamento
de nucledtidos al activar la transcripcion de los genes de adenosina cinasa,
adenina fosforibosil transferasa y uridina cinasa que son enzimas involucradas
en el reciclaje de nucledsidos de purinas y pirimidinas (Belmonte et al., 2011).
La participacion de esta hormona vegetal en la regulacion de la expresion del
gen TKla se podra estudiar en mutantes deficientes en la sintesis de
brasinosteroides o insensibles a éstos, pues se pueden determinar los niveles

de transcrito en estos genotipos, asi como su respuesta a luz ultravioleta.

Fosforilacion de la
Timidina

Figura 29. Modelo propuesto, Muestra la funcién de los genes de la timidina cinasa 1 de
A.thaliana en respuesta a estrés por luz UV. Sélo el gen TKla responde a dafio genotéxico
por UV incrementando sus niveles de transcrito, muy probablemente la sefalizacién rio abajo
este orquestada por las cinasas ATR y la ATM. 1 indica el incremento en una unidad del nivel
de transcrito; = indica que el nivel de RNAmM permanece sin cambios?; no se ha comprobado.
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CONCLUSIONES

La longitud de la raiz primaria y la zona meristematica del apice de raiz,
presentaron mayor tolerancia a la irradiacion con luz UV en plantas
mutantes de DNA-T que sobreexpresan el transcrito de la TKla.
Mientras que plantas silvestres y mutantes de la TK1lb se vieron
fuertemente dafiadas, sin presentar diferencias entre ambas lineas.

Al determinar el efecto de la irradiacion UV en plantas de 21 y 28 dias
tanto en las lineas mutantes como en la silvestre, se observé que las
plantas mTK1b fueron las mas sensibles presentando mayor dafio tisular
y menor sobrevivencia , seguida por las plantas wt vy por dltimo la
mTK1a. Por lo que al parecer niveles adecuados del transcrito de la
TK1b son indispensables para una mejor respuesta al dafio a DNA por lo
menos en plantas de estas edades.

Se encontré que los dos genes de la timidina cinasa de Arabidopsis
presentan un patrén de expresion diferencial en respuesta a estrés por
luz UV, ya que los niveles de transcrito de la TKla incrementan
alrededor de 3 veces post-irradiacion y el transcrito de la TK1b se
mantiene sin cambio. Ademas los niveles de transcrito de ambos genes
fueron abundantes en tejido diferenciado (hojas), lo que contrasta con lo
conocido en células de mamifero ya que la expresion de esta enzima
esta altamente regulada durante el ciclo celular en especifico durante la
fase S.

Todo lo anterior sugiere que la TKla participa en los mecanismos de
reparacion del genoma que requieran la sintesis de DNA, tanto en tejido
proliferativo (raiz y &pice de raiz) como en tejido diferenciado, Asimismo,
es muy probable que al presentar estos genes una regulacion diferente
en su expresion, tendran una funcion distinta en las células de la planta.
Tal vez la TK1b sea participe en los mecanismos de reparacion del
cloroplasto especificamente en respuesta a sequia ya que se tiene

reportado que los niveles de su transcrito se incrementan por ABA.
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e Continuar la evaluacion fenotipica de las mutantes de DNA-T de la
timidina cinasa en respuesta a diversos agentes genotéxicos incluyendo
mitomicina y bleomicina.

e Evaluar una linea silenciada en ambos genes de la TK1 de Arabidopsis
que se obtuvo recientemente en el laboratorio, para determinar la
funcién de estas enzimas durante el crecimiento y desarrollo.

e Determinar los niveles de proteina de la TKla y TK1lb, en las lineas
mutantes como en la silvestre mediante Western blot.

e Determinar la localizacién subcelular de las proteinas TKla y TK1b,
para lo cual primero se tendra que aislar los cDNAs para hacer las
proteinas de fusién con la proteina verde fluorescente (GFP), con el
proposito de comprobar la localizacidn cloroplastica de la proteina TK1b.

e Evaluar el efecto de ABA y brasinosteroides sobre los niveles de
transcrito de TKlay TK1b.

e Evaluar la expresion de genes de reparacion del dafio a DNA y del ciclo
celular en respuesta al estrés genotoxico impuesto, para establecer la
asociacion de la funcion de la timidina cinasa con estos eventos.

e Realizar la seleccion de las semillas transformantes con las
construcciones quiméricas que tienen la fusion del promotor de los
genes TK1 con la B-glucuronidasa, para después obtener la generacion
T-3 con el propdsito de asegurar la homocigosis, o que nos permitira
evaluar mediante ensayos histoquimicos la actividad de los promotores
de la timidina cinasa durante el desarrollo y en respuesta a estrés
genotoxico. Este estudio permitira su comparacion con los datos de
microarreglos reportados y definir si hay una regulacién diferencial de

ambos genes.
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APENDICE 1

(Anexo de Materiales y métodos)

I. Preparacion de Reacciones de PCR

Tabla 11. Preparacién de la mezcla de reaccién para la amplificacion de ambos

promotores a partir de DNA gendmico.

Reactivo pTKla pTK1b
(uL) (uL)
Buffer 5X Go Taq React + Mg“" (1.5mM) 4.0 4.0
dNTPs 10mM 0.3 0.3
Oligonucléotido Forward 10uM 0.75 15
(concentracién en la reaccion) (0.375 pM) (0.75 pMm)
Oligonucledtido Reverse 10uM 0.75 15
(concentracion en la reaccion) (0.375 pMm) (0.75 pMm)
Taq Polimerasa 5U/uL 0.2 0.2
DNA 1.0 2.0
H,O esteril (c.b.p. 20uL) 13.0 10.5

Tabla 12. Preparacién de las mezclas de reaccion en los 2 PCR utilizados para
obtener las secuencias flanqueadas con los sitios attB de recombinacion, para ambos

promotores
Reactivo PCR 1 PCR2
(uL) (uL)
Buffer 5X Go Taq React + Mg*" (1.5mM) 4.0 4.0
dNTPs 10mM 0.3 0.3
Oligonucléotido Forward 10uM 0.75 0.6
(concentracion en la reaccion) (0.375 pM) (0.3 um)
Oligonucledétido Reverse 10uM 0.75 0.6
(concentracion en la reaccion) (0.375 uM) (0.3 uM)
Taqg Polimerasa 5U/uL 0.2 0.2
DNA plasmidico o producto de PCR 1.0 1.0
(plasmidico 1:10)  (producto PCR)
H,O esteril (c.b.p. 20uL) 13.0 13.3
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Il. Técnicas Adicionales
Il.1. Preparacion de células competentes de E. coli DH5a

Una colonia aislada o una asada de un stock de glicerol de la cepa de E.coli
DH5a se inoculé en 10mL de caldo Luria (LB) en un matraz de 125 mL y se
incub6 a 37 °C con agitacion (250 rpm) durante toda la noche. De este cultivo
se tomaron 2 mL que se transfirieron a 200 mL de caldo LB en un matraz de
1L que se incubo6 a 37°C con agitacion (200 rpm) hasta que la densidad 6ptica
alcanz6 un valor aproximado de 0.37 a 590 nm. El cultivo se repartié en 4 tubos
Falcon® de 50 mL estériles que se mantuvieron en hielo durantel0 min antes

de centrifugarlos a 3000 rpm a 4°C durante 7 min (centrifuga Jouan MR 1812).

Cada botdn celular se resuspendio en 10 mL de solucién de CaCl; fria y se
centrifugd a 3000rpm durante 5 min a 4°C. Los botones resultantes se
resuspendieron en 10mL de solucion de CacCl, fria, se juntaron en un mismo
tubo Falcon® y se dejaron reposar en hielo durante 30 min, para después
centrifugar a 3000 rpm por 7 min a 4°C. Por ultimo, el botdén celular se
resuspendio en 2.5 mL de solucion de CacCl, fria y se repartio en alicuotas de
100 pL en tubos Eppendorf de 1.5 mL, se congelaron con N; liquido y se

almacenaron a -70°C,
[I.2. Transformacién de células competentes de E.coli por choque térmico

Se agregaron los 10 pL de las reacciones de ligacion y de las de recombinacion
a 100 pL de células competentes, se mezclaron, para posteriormente
colocarlos en hielo durante 20 min. Subsecuentemente se incubaron a 42°C
por 50-60s y pasado este tiempo se colocaron en hielo por 2 min. Se
afiadieron 900 pL de medio LB a temperatura ambiente y se incubaron a 37°C
durante 2 horas con una agitacion de 150 rpm en una incubadora Lab-Line
Orbit Environ-Shaker. Una vez concluida la incubacion se centrifugd durante 2
min a 13000 rpm, se decantd el medio y el botén de células se resuspendio en
100 pL de caldo LB. Posteriormente cada 50 pL de la suspension de células se
plaguearon en una caja con medio LB, con sus respectivos antibiéticos o
marcadores de seleccion de colonias transformantes segun sea el caso. Para

comprobar las transformaciones se extrajeron los plasmidos, se digirieron y se
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separaron en geles de agarosa al 1.5%. Para almacenar las células
transformadas se sembraron las bacterias en LB y se incubaron a 37°C, con
agitacion de 200rpm durante 14-16 horas. Se tomaron 350 pL del cultivo y se le
agregaron 150 pL de una mezcla de glicerol-LB (1:1) estéril (la concentracién

final del glicerol fue de 15%.
[1.3. Purificacién de DNA a partir de geles de agarosa

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% preparado
con amortiguador TAE 1X. La banda correspondiente al amplicon se cort6 y
deposité en un tubo Eppendorf previamente pesado, con el propdsito de
conocer el peso de la rebanada de gel cortado. La purificacion del DNA se llevo
a cabo con Gel Extraction Kit QIAquick®. Al gel que contenia el DNA se le
adicionaron 3 volumenes de buffer QG (que contiene Nal) a 1 volumen de gel
(100mg de gel~100puL), por ejemplo, se adicionaron 300 pL de buffer QG por
cada 100mg de gel. Posteriormente el tubo se incub6 a 50°C por 10 min, para
ayudar a disolver el gel, se mezclé con vortex cada 2-3 min durante la
incubacion. Finalizada la incubacién, la columna QIAquick se colocé en el tubo
de coleccion de 2mL incluido en el kit, la muestra se traspaso a la columna,
donde el DNA se une fuertemente, se centrifugé por 1 minuto a 13000 rpm
(centrifuga Sorvall MC12). Después de decantar la soluciéon que se encontraba
en el tubo colector, la columna se colocé nuevamente en el mismo tubo
colector y se adicion6 750 uL de buffer PE para lavar, se dejé en incubacion la
columna por 5 min antes de centrifugar. Una vez completado este tiempo se
centrifugé 1 min a 13000 rpm, enseguida se desechd la solucion de lavado del
tubo colector y se centrifug6 la columna por un minuto mas, con el propésito
eliminar el etanol residual que contiene el buffer PE. Concluido el lavado, la
columna se coloc6 en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se adicioné 50 pL de H,0
estéril en el centro de la membrana de la columna, se incubd por 1 minuto y se
centrifugd por 1 minuto a 13000 rpm. Por ultimo la muestra se almacené a -

20°C hasta su uso.
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[1.4. Purificacion del DNA plasmidico

Con una punta de micropipeta estéril se tomaron colonias de células de E.coli
transformantes con las construcciones de los insertos con los vectores (pGEM,
pDONR/Zeo y el vector binario pBGWFS7) y se sembraron en un tubo de
ensayo con tapon de rosca que contenia 4 mL de caldo LB suplementado con
los antibidticos de seleccion (ampicilina, zeosina, espectinomicina) segin sea
el caso, para tener una concentracion final en el tubo de 50 pg de antibiético
por mL. El tubo se incub6 con agitacion (150-200 rpm) a 37°C durante toda la
noche. Para la preparacion del DNA se tomaron 1,5 mL del cultivo liquido que
se centrifugaron por 1 minuto a maxima velocidad en una microfuga Sorvall
MC12 (rotor FA-MICRO), el sobrenadante se decantd Yy se repiti6 este paso
una vez mas. Para la purificacion de los plasmidos se emple6 Gene JET™
Plasmid Miniprep Kit, al boton celular se le agregd 250 pL de la solucién de
resuspension y se mezclé por vortex hasta que no quedaron aglomeraciones
de células. A la resuspensién de células se le agreg6 250 uL de la solucion de
lisis y se mezclé por inversion el tubo de 4-6 veces hasta que la solucion llego a
ser clara, posteriormente se adicioné al mismo tubo 350 pL de la solucion de
neutralizacion y se mezclé inmediatamente por inversion de 4-6 veces,
enseguida se centrifugé por 5 min a 13000 rpm (centrifuga Sorvall MC12).
Después de la centrifugacion se trasfiri6 el sobrenadante a la columna
GeneJET™, evitando la trasferencia del precipitado blanco, se centrifugd
durante 1 minuto a 13000 rpm con el objetivo de que el DNA se adhiera a la
columna, se desecho la solucion que pasé a través de la columna y se colocé
nuevamente en el mismo tubo colector, posteriormente se afiadié 500 L de la
solucion de lavado a la columna, se centrifugé por 1 minuto a 13000 rpm, se
desecho la solucion contenida en el tubo colector, se regreso la columna al
mismo tubo y se repitié el procedimiento de lavado. Finalizado el lavado se
centrifugé un minuto adicional para remover la solucion de lavado residual. Por
ultimo la columna se trasfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 50
uL del buffer de elucion al centro de la membrana de la columna, se incub6 por
2 min a temperatura ambiente y se centrifugd durante 2 min a 13000rpm. Los

plasmidos purificados se almacenaron a -20°C. El DNA preparado de esta
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forma se utiliz6 para digestiéon con el fin de liberar el DNA clonado en el
plasmido y verificar la clonacion de los insertos en los vectores del sistema

Gateway.
li.5. Secuenciacion del DNA plasmidico

La concentracion de los DNA plasmidicos se determinaron mediante analisis

espectrofotométrico en celdas de cuarzo a 260 y 280nm.

La secuenciacion del DNA plasmidico se realizé por el método de terminacion
de cadena con didesoxinucleétidos, cuyos productos se resolvieron en un
secuenciador automético AB1PRISM 310 (Perkin Elmer), ubicado en la Unidad

de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
II.6. Preparacion de células quimiocompetentes de A.tumefaciens

Una colonia aislada o una asada de un stock de glicerol de la cepa de
Agrobacterium tumefaciens se inoculd en 3 mL de caldo LB en un tubo de
ensaye y se incub6 a 28°C con agitacion (250 rpm) durante 16 horas. De este
cultivo se tomaron 2 mL que se transfirieron a 50 mL de caldo LB en un matraz
de 250 mL, se incubd a 28°C con agitacion a 200 rpm hasta que la densidad
Optica alcanzé un valor aproximado de 0.5 a 590 nm. El cultivo se vertio en 1
tubo Falcon® de 50mL estéril que se mantuvo en hielo durante 15 min,
transcurrido este tiempo se centrifugd a 6000 rpm por 10 min a 4°C.
Posteriormente se resuspendio el boton celular en 1 mL de la solucién de
CaCl, 20 mM/glicerol 10%. Se distribuyo en alicuotas de 100 pL en tubos
Eppendorf de 1.5 mL, se congelaron con N liquido y se almacenaron a -70°C.
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(Anexo de Resultados)

|. Obtencidn de plantas transformantes

Una vez obtenidas las construcciones de los promotores de ambos genes de la
timidina cinasa en el vector binario, se procedid a transformar a la bacteria
Agrobacterium tumefaciens por choque térmico. Después de este paso las
células se plaquearon en medio LB suplementado con espectinomicina

(50ug/mL) para seleccionar las células transformantes de Agrobacterium.

Las cepas de A. tumefaciens se utilizaron para la transformacién de plantas de
A. thaliana mediante el procedimiento de inmersion floral como se describe en
la seccién de métodos. Las semillas que daran estas plantas se seleccionaran
con el herbicida conocido como BASTA, ya que las plantas transformadas
presentaran resistencia a éste. Una vez seleccionadas las plantulas se
obtendran las generaciones T2 y T3, con el propdésito de evaluar la actividad de
las regiones promotoras, la cual se obtendra relacionando la expresion del gen
reportero B glucuronidasa en la planta durante el desarrollo, en respuesta a
estrés genotoxico por luz ultravioleta y otros agentes genotéxicos, debido a
gue la expresion de éste gen estara regulada por las regiones promotoras de

los genes de la timidina cinasa 1.

©



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO APENDICES

II. Datos de la expresion de los genes de la TK1 de A. thaliana
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Figura 30. Datos de expresion de los genes de la timidina cinasa 1 de A. thaliana en diferentes
tejidos durante el desarrollo de la planta. Obtenido del Atlas de expresiéon de Arabidopsis.
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Agua tratada con DEPC
DEPC 2 mL
Agua desionizada c.b.p. 1L

Amortiguador de carga para RNA

Azul de bromofenol 0.25%
Glicerol 50%
Na,HPO, (pH 7.0) 10 mM
Amortiguador de carga para DNA
Azul de bromofenol 0.25%
Glicerol 50%
Na,EDTA (pH 8.0) 2 mM

Bromuro de Etidio 0.5 mg/mL
Bromuro de Etidio 10 mg/mL  50.0 pL

Agua estéril desionizada 950.0 pL
CaCl, 60mM

CaCl; H,O 0.882g
Glicerol 15 mL

agua estéril desionizada 85 mL
AjustarelpH a 7

Caldo Luria
Medio luria 15.5¢g
Agua estéril 1L

Esterilizar por 20min/121°C a una presion de 15 Ib/in2

Etanol 75 % para la extraccion de RNA

Etanol absoluto 75 mL
H20-DEPC 25 mL
Gel de Agarosa 1.5%

Agarosa 0.375¢
H,O estéril 25 mL
Fundir la mezcla

TAE 50X 500 pL
Br etidio 0.5 mg/mL 25 UL
GTE

Tris0.5M 50 uL
EDTAO05M 20 puL

Glucosa 0.1 M 500 pL

Agua 430 pL
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o IPTGO0.1M
IPTG 23.83 g
Agua c.b.p. 1L

o Marcador de 100pb 0.05 pg/pL
Marcador de 100pb 20 pL
TAE 50X 8 uL
Buffer 6X 67uL
Agua estéril c.b.p 400 pL

o Medio Gamborg

Sales GB-5 0.8¢g
H,O estéril desionizada 200 mL
Agar 2549
Sacarosa al 10% 50 mL

o Medio Luria Base
Medio Agar Luria 305¢g
Agua destilada estéril c.b.p. 1L

o Medio LB/ampicilina/IPTG/X -GAL

Media Luria base 155¢

Agar 159

AjustarelpH a 7

Agua cbp. 1L

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

IPTG 5 mM

X-Gal 80 ng/uL

o Solucion de acetato de potasio 3 M pH 4.8
Acetato de potasio 29.5g
Ajustar el pH a 4.8

Agua c.b.p. 100 mL
o Solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% (v/v)
Cloralex 5mL
Agua destilada estéril c.b.p. 10 mL
o TAE 50X
Trizma base 24.2 ¢
Acido acético glacial 5.7 mL
Na,EDTA. 2H,0 3.72 g
HCI concentrado 55 mL
Agua c.b.p. 100 mL

Ajustar pH 8.0
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