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I. RESUMEN

La biosintesis de nucledtidos estd conformada por dos rutas que
mantienen el aporte de las pozas de desoxirribonucledtidos trifosfato
(dNTPs) requeridos para la sintesis de DNA. La primera es la biosintesis
de novo, la cual genera nucledtidos a partir de fosforribosil-pirofosfato,
aminoacidos y CO,. La segunda es la via de salvamento, en la que se
reciclan nucledsidos y bases libres preformadas provenientes del
catabolismo de 4acidos nucleicos. La ribonucleétido reductasa (RNR)
participa en la ruta de novo de nucledtidos que cataliza la eliminacion
del grupo hidroxilo del C2’ del anillo de ribosa de los ribonucleétidos
para formar desoxirribonucledtidos. Dado que actla sobre los cuatro
nucledtidos, esta enzima juega un papel critico en la capacidad de
sintetizar DNA. En la via de salvamento de nucledsidos de pirimidina, la
timidina cinasa (TK1) cataliza la fosforilacién de timidina para formar el
nucledtido desoxitimidina monofosfato (dTMP). Los genes de ambas
enzimas se expresan tanto en tejidos diferenciados como proliferativos,
lo que sugiere que, ademas de participar en la replicacién, tienen una
funciéon en los eventos de reparacién de DNA. Para la reparacidon de
distintos danos de DNA, se requiere sintesis de este acido nucleico ya
gue el aporte de dNTPs es fundamental, por lo que la hipotesis de este
trabajo es que si los genes RNR1 y TK1 de maiz participan en respuesta
a estrés genotoxico, entonces induciran su expresidon en presencia de
agentes que provocan dafo en el DNA. Para responder esta pregunta de
investigacién, se implementd un modelo de estudio en el que las raices
de plantulas de maiz de 36 h se expusieron a tres agentes genotdxicos,
zeocina, hidroxiurea y ciprofloxacino, que tienen distintos mecanismos
de accidn. La exposicion a zeocina indujo la expresion (20%) de ZmTK1
alas 6 hy de ZmRNR1 (40 %) a las 24 h. La hidroxiurea provocé la
induccion de 50%, tanto de ZmRNR1 como de ZmTK1 a las 6 h de



exposicion, pero con patrones distintos pues a las 12 h se mantuvo esta
induccion Unicamente para ZmRNR1. El ciprofloxacino solamente indujo
la expresion de ZmRNR1 desde las 6 h de exposicion. La induccién de la
expresion de estos genes a tiempos muy cortos de exposicidon de los
agentes genotdxicos apoya la hipotesis de que sus productos (ZmRNR1
y ZmTK1) participan en el aporte de nucledtidos requeridos para los

eventos de reparacion de DNA.



II. INTRODUCCION
A. Proceso fisioldgico de la germinacion del maiz (Zea mays)

La germinacién de las semillas es un proceso de diferenciacién en
el que las células cambian su metabolismo de un estado dormante a uno
de completa actividad, a través de una secuencia de eventos
moleculares que transforman el embrion heterdtrofo en un organismo
autétrofo (Georgieva et al., 1993). Esta activaciéon implica el reinicio de
la expresién génica a partir del estado quiescente del embrién, para
establecer un programa funcional génico que abarca la reestructuracion
de la membrana, reacciones metabdlicas productoras de energia, y la
sintesis de macromoléculas, que permiten a las células dividirse

(Jiménez-Lopez et al., 2011).

La germinacidn inicia con la imbibicidon o recaptura de agua por la
semilla seca y termina con la elongacion (protrusion de la radicula) a

partir de la semilla (Jiménez-Lépez et al., 2011) (Figura 1).

—— endospermo cubierta de la

cotileddn semilla epicotilo coleoptilo l]:;iir:era
./_—- coleoptilo \IW
. epicotilo { | |
V. hipocotilo
g radicula / \ .
raiz

cubierta de la radicula hipocotilo
semilla

Figura 1. Estructura anatémica y proceso de germinacién de la semilla
de maiz. Tomada de Merriam-Webster, 2006.



La imbibicion se describe en tres fases: en la fase I la semilla
reinicia su proceso metabdlico, en la fase II entra en una fase lag de alta
actividad metabdlica de recaptura de agua para que en la fase III ocurra
la protrusién de la radicula (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006),
para la cual, se requiere la ruptura del endospermo y de la semilla
(Holdsworth, 2011).

1. Sintesis de DNA durante la germinacion y su regulacion en

el ciclo celular

Durante las primeras horas de imbibicidn en maiz, ocurre la sintesis
reparativa del DNA nuclear, asi como la replicacién de los genomas
organelares (Georgieva et al., 1993; Zlatanova et al., 1987), y a partir
de las 14 h las células meristematicas entran en la fase S del ciclo
celular, que comienza con la replicacion del DNA. Este proceso, medido
por la incorporacion de timidina tritiada, alcanza un maximo a las 40
horas (Baiza et al, 1988). Posterior al tiempo de inicio de la replicacién
comienza la protrusion de la radicula, aproximadamente a las 20 horas
de imbibicién, y a las 36 horas, en un lote de semillas mas del 80% de

éstas han germinado (Baiza et al, 1988).

Una limitante en la sintesis reparativa y replicativa del DNA es un

adecuado aporte y balance de nucledtidos (Kafer et al., 2004).
B. Biosintesis de nucleoétidos en plantas

Los nucledtidos, ademas de ser las unidades monoméricas que
forman a los acidos nucleicos, funcionan como precursores directos de la
sintesis de vitaminas (riboflavina, tiamina y folatos; Herz et al., 2000;
Hanson and Gregory, 2002), para coenzimas como nicotinamida adenina
dinucleétido (NAD), flavin adenin dinucleétido (FAD), y G-
adenosilmetioina (SAM), también para UTP y UDP que estan



involucrados en el metabolismo de sacarosa y UDP-glucosa, este ultimo

es un precursor de la sintesis de celulosa (Lim and Bowles, 2004).

Los procesos de sintesis y degradacién de nucledtidos de purinas y
pirimidinas son requeridos para el metabolismo primario, secundario y
expresion génica, ademas abarcan la mayoria de procesos bioquimicos y
celulares requeridos para el crecimiento celular (Zrenner et al., 2006).
Las reacciones enzimaticas involucradas en su biosintesis pueden seguir
dos vias: sintesis de novo y ruta de salvamento (Clausen et al., 2012;
Zrenner et al., 2006).

La sintesis de novo ocurre a partir de precursores sencillos como
aminoacidos y CO,, mientras que la ruta de salvamento de purinas recicla
nucledsidos y/o bases libres formadas durante la degradacion de acidos
nucleicos. Para las pirimidinas, se reciclan solamente los nucledsidos,
siendo el uracilo la Unica base que es rescatada directamente (Zrenner et
al., 2006). Esta diferencia resulta en requerimientos energéticos distintos,
por ejemplo, en el caso de los nucledtidos de purinas se consumen cinco
moléculas de ATP para la sintesis de novo, mientras que para la ruta de
salvamento Unicamente se requiere una para la formacion del nucleédtido
monofosfato correspondiente (Moffatt et al., 2002). Para el caso de la
sintesis de novo de pirimidinas también se requieren cinco moléculas de
ATP para formar CTP y seis para dTTP (Stasolla et al., 2003).

La alta demanda de nucleétidos en células durante las etapas de
desarrollo y divisidn es cubierta por la sintesis de novo (Zrenner et al.,
2006). En otras etapas de desarrollo, como durante la maduracién del
embridn de abeto, es la ruta del salvamento la principal via que aporta
dNTPs (Ashihara et al., 2001). Y durante la germinacién de la semilla de
Arabidopsis ambas rutas contribuyen (Jung et al., 2009; Stasolla et al.,
2003).



Debido a las diferencias quimicas estructurales entre purinas y
pirimidinas, la sintesis de novo de los nucleétidos se lleva a cabo a
través de diferentes reacciones enzimaticas y precursores (Kafer et al.,
2004).

1. Sintesis de novo de purinas

Inicia a partir de los aminoacidos glicina, glutamina y aspartato,
ademas de dioxido de carbono y 5-fosforribosil-pirofosfato (PRPP).
(Figura 2) (Stasolla et al., 2003; Zrenner et al., 2006). La reaccién
inicial es la formacidon de fosforribosilamina (PRA) a partir de PRPP y
glutamina, catalizada por la enzima PRPP-amidotransferasa (Atasa).
Enseguida, la GAR sintetasa conjuga una glicina a PRA para formar
ribonucledtido glicinamida (GAR). La GAR es transformilada por la GAR
transformilasa (GART), que utiliza 10F-THF para generar ribonucledtido
formilglicinamida (FGAR). La siguiente reaccion es catalizada por la
ribonucleétido formilglicinamida sintetasa (FGAMS) para formar FGAM.
Este intermediario es procesado por la AIR sintetasa que cierra el anillo
de cinco miembros, para generar al ribonucledtido 5-aminoimidazol
(AIR).

AIR sufre una reaccién de carboxilacién por la AIR carboxilasa
para formar 4-carboxi ribonucleétido imidazol (CAIR). Se afiade un
aspartato utilizando otra molécula de ATP para formar el ribonucledtido
N-succinil-5-aminoimidazol-4-N-succinocarboxiamida (SAICAR)
mediante SAICAR sintasa. Posteriormente, el fumarato se libera,
generando ribonucleétido 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AICAR),
catalizado por adenilosuccinato liasa (ASL). La enzima bifuncional AICAR
formiltransferasa forma el ribonucledtido 5-formaminoimidazol-4-

carboxamida (FAICAR), y el anillo de seis atomos es cerrado a través de



una deshidratacion catalizada por la IMP ciclohidrolasa. Se forma asi el

intermediario inositol monofosfato (IMP).

A partir del IMP existen dos rutas, una para la formacion de AMP y
la otra para GMP. Para AMP se sustituye el grupo carboxilo C6 por un
grupo amino provisto por aspartato y una molécula de GTP donadora de
fosfato para formar adenilsuccinato (SAMP). Esta reaccion es catalizada
por la SAMP sintetasa (ASS). Finalmente, la ASL libera el fumarato para
formar AMP.

Para la formacién de GMP se oxida el IMP y se aflade un grupo
amino proveniente de una glutamina, formando XMP mediante la IMP
deshidrogenasa (IMPDH), que usa NAD* como aceptor de hidrégeno. La
reaccion final es catalizada por GMP sintetasa (GMPS) para generar GMP
(Zrenner et al., 2006).
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Figura 2. Ruta biosintética de novo de purinas en plantas. Metabolitos:
PRA, 5-fosforribosil amina; GAR, ribonucleétido glicinamida; FGAR,



ribonucledtido formilglicinamida; FGRAM, ribonucleétido formilglicina
amidina; AIR, ribonucledtido 5-aminoimidazol; CAIR, ribonucledtido 5-
aminoimidazol 4-carboxilato; SAICAR, ribonucledétido 5-aminoimidazol-
4-N-succinocarboxiamida, AICAR, ribonucledtido 5-aminoimidazol-4-
carboxiamida; FAICAR, ribonucledtido 5-formamidoimidazol-4-
carboxiamida; SAMP, adenilsuccinato; XMP, xantosina-5 monofosfato.
Las enzimas mostradas son: (1) amido fosforribosil transferasa, (2) GAR
sintetasa, (3) GAR formil transferasa, (4) FGAM sintetasa, (5) AIR
sintetasa, (6) AIR carboxilasa, (7) SAICAR sintetasa, (8) adenilsuccinato
liasa, (9) AICAR formil transferasa, (10) IMP ciclohidrolasa, (11) SAMP
sintetasa, (12) IMP deshidrogenasa, (13) GMP sintetasa (Tomado de
Stasolla et al., 2003).

2. Sintesis de novo de pirimidinas

Esta via también es conocida como la ruta del orotato; requiere
seis reacciones enzimaticas que inician a partir de carbamoilfosfato (CP),
aspartato y PRPP hasta formar UMP, que funciona como intermediario
para la sintesis de CTP y dTTP (Figura 3).

En la reaccion inicial, la carbamoilfosfato sintasa transfiere el
grupo amino de la glutamina al carbonato, en presencia de dos
moléculas de ATP para generar CP. La aspartato transcarbamoilasa
cataliza la condensacién de CP con aspartato para formar
carbamoilaspartato (CA). En la tercera reaccion, catalizada por la
dihidroorotasa, ocurre una ciclacién del CA. Subsecuentemente, se
forma orotato por la dihidroorotato deshidrogenasa. El orotato se
condensa con PRPP a través de orotato fosforribosiltransferasa
generando OMP, el cual es finalmente descarboxilado por orotidilato
descarboxilasa formando uridina-5 "-monofosfato (UMP) (Zrenner et al.,
2006). A partir de la UDP se sintetizan el resto de pirimidinas de la

siguiente manera:



Sintesis de CTP: La UDP es fosforilada por una nucledsido difosfato
cinasa y la CTP sintetasa cataliza la transaminacién a partir de

glutamina para formar CTP.

Sintesis de dTTP: La ribosa de la UDP es reducida por la RNR, para
generar dUDP, que tras una fosforilacion por la nucledsido difosfato
cinasa, genera dUTP. La dUTP pirofosfatasa lo hidroliza para formar
dUMP, que es metilado por la timidilato sintasa para producir dTMP. Este
intermediario es fosforilado dos veces sucesivas por el nucledsido
monofosfato cinasa y nucledsido difosfato cinasa, hasta llegar a dTTP
(Stasolla et al., 2003).
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Figura 3. Ruta biosintética de novo de nucleétidos de pirimidina en plantas. Las enzimas de la via: (1) carbamoil
fosfato sintetasa, (2) aspartato transcarbamoilasa, (3) dihidroorotasa, (4) dihidroorotato deshidrogenasa, (5)-(6)
UMP sintasa (orotato fosforribosiltransferasa mas orotidina-5"-fosfato descarboxilasa), (7) UMP cinasa, (8)
nucledsido difosfato cinasa, (9) CTP sintetasa, (10) ribonucledtido reductasa, (11) nucledsido difosfato cinasa, (12)

dUTP pirofosfatasa, (13) timidilato sintasa, (14) nucledsido monofosfato cinasa (Modificado de Stasolla et al., 2003).
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3. Ruta de salvamento de purinas

Las bases purinas pueden ser recicladas directamente a sus
nucledtidos monofosfato respectivos por la accion de las enzimas adenina
fosforribosiltransferasa y guanina/hipoxantina fosforribosiltransferasa
(Figura 4).

La otra via parte también de las bases, pero consiste en dos
etapas; primero mediante la formacidén del nucledsido correspondiente
por la incorporacion de ribosa-1-P, catalizada por una fosforilasa
especifica, seguido de la fosforilacibn por wuna cinasa o una
fosfotransferasa para generar el nucleétido monofosfato Figura 4
(Stasolla et al., 2003).

AMP IMP | GMP
ADP NR ADP NR
PPi ) [ © PPi (?} 6)
ATP NMP NMP
Adenaosina (2) Inosma / Guanosina
PRPP Pi PRPP
4
@ @ Ribosa Riboza
Riboza-1-P Riboza-1-P
Adenina Hipoxantina / Guanina

Figura 4. Ruta del salvamento de purinas en plantas. Las enzimas
mostradas son: (1) Adenina fosforribosiltransferasa. (2)
Hipoxantina/guanina fosforribosiltransferasa. (3) Adenosina fosforilasa.
(4) Adenosina nucleosidasa. (5) Adenosina cinasa. (6) Nucledsido
fosfotransferasa no especifico. (7) Inosina/guanosina cinasa. (8)
Inosina/guanosina fosforilasa. (9) Inosina/guanosina nucleosidasa
(Tomado de Stasolla et al., 2003).
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4. Ruta del salvamento de pirimidinas

En plantas, las vias de salvamento de pirimidinas ocurren tanto en
el citosol como en los organelos (Zrenner et al., 2006). Los nucledsidos
uridina, citidina, desoxicitidina, desoxiuridina y timina son fosforilados a
sus nucledtidos respectivos por nucledsidos cinasas especificas como
uridina/citidina cinasa, desoxicitidina cinasa y timidina cinasa. El uracilo
es la Unica base pirimidinica que se puede reciclar directamente con la
participacion de uracil fosforribosiltransferasa y PRPP (Zrenner et al.,
2006). Figura 5.

Al igual que en la ruta del salvamento de purinas hay una
nucledsido fosfotransferasa no especifica que participa en el salvamento

de nucledsidos (Tomado de Stasolla et al., 2003).

dCMP dUMP dTMP
ADP ADP NR ADP NR
&) G @ ®{ @
ATP NMP ATP

NMP
Undma c't'd ina Desoxicitidina ___.,... Desoxluridina Timidina

PPi
(D

PRPP (7} @)

Ribosa-1-P Ribosa

Uracilo

Figura 5. Ruta del salvamento de pirimidinas en plantas. (1) Uracilo
fosforribosiltransferasa. (2) Uridina/Citidina cinasa. (3) Nucledsido
fosfotransferasa no especifico. (4) Desoxicitidina desaminasa. (5)
Desoxicitidina cinasa. (6) Timidina cinasa. (7) Uridina fosforilasa. (8)
Uridina nucleosidasa (Tomado de Stasolla et al., 2003).
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C. Ribonucleoétido reductasa

La ribonucledtido reductasa (RNR), también conocida como
ribonucledsido difosfato reductasa (EC 1.17.4.1) (Elledge and Davis,
1987) participa en la Dbiosintesis de novo de los cuatro
desoxiribonucledtidos y es responsable de mantener el balance en las
pozas NTP/dANTP. (Eriksson et al, 1997; Reichard, 1988). Esta enzima
cataliza la sustitucion del grupo OH de la posicion 2 del anillo del
ribonucledtido por un hidréogeno a partir de una reaccidén que implica la

formacién de un radical tirosilo (Nordlund and Reichard, 2006).

El control celular de los niveles de dNTPs es un proceso critico que
compromete la estabilidad gendmica por su implicacidon en la replicaciéon
y reparacion optima del DNA. Niveles anormales de dNTPs favorecen las
mutaciones pues el exceso de nucledtidos facilita su incorporacién
errénea durante la polimerizacion del DNA. Ademas, el exceso de dNTPs
disminuye la actividad correctora de la exonucleasa de las DNA
polimerasas replicativas, lo que repercute en su fidelidad (Zhang et al.,
2014).

Existen tres clases de ribonucledtidos reductasas de acuerdo con el

mecanismo empleado para generar el radical y que son:

Clase I: son dependientes de oxigeno y estdn presentes tanto en
eucariontes como en eubacterias. Contienen un cluster di-nuclear
metdlico formado por hierro o manganeso. Estan conformadas
estructuralmente por dos subunidades a (sitio activo) y dos B (sitio
catalitico). Unicamente utilizan nucleétidos 5’ -difosfato como sustrato.
(Zhang et al., 2014; Cotruvo and Stubbe, 2011). Las ribonucledtidos
reductasas de clase I se dividen en subgrupos en base a la identidad del

cluster metalico (Stubbe and Cotruvo, 2011):
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Clase la: Contiene un radical tirosil diférrico (Fe™,-Y'). Se
encuentra en la mayoria de eucariontes, y también en algunos
procariontes. La Figura 6 muestra la conformaciéon estructural de
este tipo de RNR.

Clase Ib: Requiere un radical tirosil dimanganeso (Mn',-Y"), estd

presente en procariontes Unicamente.

Clase Ic: Utilizan un cofactor Mn'Fe!!, solamente se encuentra en

procariontes.

Clase II: esta presente en microorganismos aerobios y anaerobios, la
enzima es independiente de oxigeno y utiliza cobalamina (vitamina B12)

que contiene cobalto como cofactor.

Clase III: existe Unicamente en microorganismos anaerobios, es
sensible a oxigeno y requiere un centro hierro-azufre para su actividad
catalitica (Zhang et al., 2014).

Subumdad a
. Sitio activo (A)
O Sitio catalitico (C)
‘ Sitio especifico (S)
Subunidad 3

) Cola flexible de C-terminales para

transferencia acoplada de protones

ST

Radical tirosilo

Figura 6. Estructura y conformacion del heterodimero de las
subunidades a,B, de la holoenzima ribonucledtido reductasa clase Ia. El
sitio activo regula la actividad enzimatica mediante interacciones con
dATP y ATP que son inhibidores o estimulantes, respectivamente. En el
sitio catalitico ocurre la reduccién del ribonucleédtido y el sitio especifico
designa la especificidad del sustrato (Modificado de Aye et al., 2014).
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Por unificacion de la nomenclatura, el gen codificante de la
subunidad a es llamado RNR1 y el gen RNR2 es el responsable de

codificar la subunidad B (R2 o subunidad menor) (Eriksson et al., 1997).

1. Mecanismo de reduccion de la ribonucleotido reductasa

El mecanismo catalitico de las RNR es complejo; en el caso de las RNR

clase 1a, comprende tres etapas:
1) Activaciéon de la subunidad B

En una de las subunidades B el centro diférrico se encuentra préximo a
la cadena de tirosina. Tanto el metal como el aminoacido se oxidan para

generar como producto el radical tirosilo Figura 7 (Zhang et al., 2014).

0
s T \\ T
2Fe" +Tyr122—©—OH +0,+¢ +H - Fe"™ TR 'I‘yrl22‘@70-+ H,0

Figura 7. Reaccion de formacién del radical tirosilo a partir de tirosina,
Fe'! y oxigeno diatémico.

2) Oxidacién de las cisteinas en la subunidad a

El radical tirosilo, mediante una cadena de transferencia electrdnica
acoplada a protones (PCET), intercambia su electrén libre por un protén
con una cisteina (SH) de la subunidad a. El radical cisteinilo (S°)
formado es el que inicia la reaccion de reduccién (Cotruvo and Stubbe,
2011; Aye et al., 2014).
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3) Reduccién del anillo de la ribosa en la posicién 2°

El cisteinilo inicia la reduccién del sustrato abstrayendo el proton de
la posicion C3 “del nucledtido (b) (Fig. 8; marcado en rojo). (c y d) El
oxigeno pierde un protdon que le permite formar una doble ligadura en la
posicion C3 7, a la vez que el OH en C2° toma el protdn de una cisteina,
por lo que es liberado como una molécula de H,O para alcanzar mayor
estabilidad. La liberacion de H,O enseguida forma un carbocatidon y una
cisteina con carga negativa que (e) forma un enlace disulfuro con la
tercera cisteina, para lo que libera el hidruro que se une al carbocation
que genera la posicién 2 "reducida. (f) El radical favorece que el oxigeno
en C3° tome un protdon, con el que finalmente se genera la
desoxirribosa. (g) En la ultima etapa, los dos residuos de cisteina
restantes, unidos mediante un enlace disulfuro, son reducidos otra vez
por una tioredoxina o glutaredoxina. Se regenera el hidrogeno de la
posicién 3°. Figura 8. (Cotruvo and Stubbe, 2011).

16



Sitio active de las RNRs
clase [

dNDP

Figura 8. Mecanismo de reduccién propuesto de la ribonucledtido
reductasa clase I. En el sitio activo, durante la primera etapa catalitica,
una cisteina (SH) es oxidada en un radical cisteinilo (S) por un radical
tirosilo (Y'). Tomada de Cotruvo and Stubbe, 2011.
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2. Regulacion de la actividad de la RNR.

La RNR estd regulada por diferentes mecanismos, principalmente,
el alostérico y el oligomérico, asi como por los niveles y localizacion de
las subunidades (Aye et al., 2014).

La regulaciéon alostérica se adapta rapidamente si hay una
perturbaciéon de los niveles de dNTPs, involucra efectores que se pueden
unir a dos sitios alostéricos distintos en la subunidad a (Aye et al.,
2014; Zhang et al., 2014). El sitio de especificidad (S) es regulado por
la unién de efectores positivos como ATP, dTTP o dGTP, cuya funcion es
modificar la selectividad de la enzima segun el efector para reducir
unicamente el sustrato requerido (Aye et al., 2014; Eriksson et al.,
1979; Brown and Reichard, 1969).

El sitio activo (A) regula la actividad enzimatica por
oligomerizacién mediante interacciones con ATP y dATP. Mientras que
altos niveles de ATP mantienen la conformacién a,B, que es activa, dATP
funciona como un regulador negativo, que en altos niveles induce un
estado de hexamerizacidn de a que genera una conformacion aef,, la
cual es inactiva enzimaticamente (Aye et al., 2014). El efecto general de
inhibicion de dATP es revertido en presencia de ATP (Eriksson et al.,
1979).
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D. Timidina cinasa

La timidina cinasa (ATP:timidina 5 " -fosfotransferasa; EC 2.7.1.21;
TK) es una desoxirribonucledsido cinasa especifica que cataliza la
reaccion inicial de la ruta del salvamento de nucleétidos de timina;
transfiere un fosfato del ATP al -OH en la posicién 5° (Pedroza-Garcia et
al., 2015; Clausen et al., 2012). Las fosforilaciones sucesivas son
llevadas a cabo rapidamente por la timidilato cinasa (TMPK) y por la
nucleésido difosfato cinasa (NDK) que forman dTDP vy dTTP,

respectivamente (Stasolla et al., 2003; Figura 9).

[¢)

HaC HyC HsC

NH NH
HaC | 0 | C o o [ o o o
\ﬁﬁ 2 T O\T /&O b'—’) Ho—:,’_O “/&0 —>) HO—P—0—P—0 N/&o 9 P—0—P—0—P

& —> HO—P—-0—P—0—P—0
o 1 | o 1 1 1 o
OH OH OH OH OH OH
2 H H H
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NH
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Figura 9. Enzimas implicadas en la formacion de dTTP. a) Nucledsido
fosforilasa; b) Timidina cinasa 1; c) dTMP cinasa; d) Nucledsido difosfato
cinasa. Adaptado de Dobrovolsky et al., 2003 y Stasolla et al., 2003.

En base a la secuencia de aminoacidos, las desoxirribonucledsido
cinasas se pueden dividir en tres grupos; la TK1 forma parte de un
grupo por si sola por su alta especificidad, las pertenecientes a
mamiferos abarcan un segundo grupo de cinasas inespecificas (dCK,
dGK, TK2, dNK), y un tercer grupo formado por las virales (Eriksson et
al., 2002), que son inespecificas ya que tienen la capacidad de fosforilar
la timidina de manera multiple, asi como una amplia variedad de
andlogos de nucledsidos y emplea nucledtidos trifosfato diferentes al
ATP, como donador de fosfato (Evans et al., 1998).
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1. Timidina Cinasa 1

La TK1 posee la especificidad mas alta de |las
desoxirribonucledsido cinasas, los Unicos sustratos que puede fosforilar
son Unicamente desoxitimidina y desoxiuridina como se muestra en la
figura 5 (reaccion 6). Preferentemente, las moléculas donadoras de
fosfato son ATP y dATP, sin embargo, una menor proporcién son
obtenidos por GTP, dGTP, CTP, dCTP, UTP, dUTP (Eriksson et al., 2002).

2. Regulacion de la TK1 durante el ciclo celular

La expresion del gen de la TK1 humana esta regulada durante el
ciclo celular. Durante la fase Gp no hay actividad enzimatica, y cuando la
célula entra a la fase G;, se detecta actividad, que continda en aumento
hasta llegar a la fase S, donde se incrementa hasta ocho veces y
concurre con la sintesis de DNA. En la mitosis la actividad disminuye.
Los niveles de actividad enzimatica son consistentes con los del RNAm y
la proteina (Eriksson et al., 2002; Mikulitis et al., 1996).

En mamiferos (humanos y murinos), se ha demostrado un
mecanismo post-traduccional que regula los niveles de TK1 en la célula.
En los ultimos 40 aminoacidos de la secuencia del carboxilo terminal del
polipéptido hay una sefial que determina la degradacién de la proteina
entre la metafase y la citocinesis. La eliminacion de esta regidén inhibe
su degradacién y estabiliza su expresion durante todo el ciclo celular,

incluso en células quiescentes (Kauffman & Kelly, 1991).
3. Regulacion de la TK1 por efectores

Otro mecanismo de regulacion de la TK1 citosélica humana es a
nivel de la actividad enzimatica por su estado de oligomerizacién. En
ausencia de ATP o a bajas concentraciones de éste, la TK1 forma un

homodimero con baja actividad enzimatica. Mientras que, en presencia
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de ATP, dos dimeros se asocian para formar un tetramero, el cual posee

una actividad catalitica mayor (Munch-Petersen et al., 1993).

Otra forma de regulacion de la TK1 humana es mediante su
interacciéon con dTTP, el cual ejerce una regulacidn negativa de su
actividad (Munch-Petersen, 1984), que se propone que es debido a que

se une al sitio de unidn del nucledsido (Birringer et al., 2005).
4. Mecanismo de reaccion de la timidina cinasa

En la catalisis de la TK1, participa el acido glutamico 98 que actua
como una base al abstraer el protdn de la posicion 5°-OH del
desoxirribonucledsido. El oxigeno adquiere una carga negativa que
favorece el ataque nucleofilico sobre el fosfato y de la molécula de ATP.
Se requiere Mg?* como contraién y la arginina 60 para estabilizar el
estado de transiciéon (Figura 10) (Eriksson et al., 2002; Welin et al.,
2004).

NH
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N | \> 0 0O 0
k\ Il [ Il _o 0
N~ N 0—P—0—P—0—P=_ I
' 0 | I | N
0 0 0 ) |
Ma- /
= > H—0 07N

OH OH -~

0 OH
0

Cilu

Figura 10. Mecanismo de reaccién de las desoxirribonucleédsido cinasas.
(Modificado de Eriksson et al., 2002).
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E. Dano en el DNA

Las células de plantas, como las de otros organismos, son
afectadas por el componente UV-B (A 280 - 315 nm) de la radiacion
solar. Este causa dafio oxidativo y formacién de dimeros de pirimidina
en el DNA, lo que resulta en retraso en el crecimiento y desarrollo. Los
dafos en el DNA provocan varios efectos fisioldgicos y bioquimicos como
una tasa reducida en la sintesis de proteinas, dafios en las membranas
celulares y oxidacion de proteinas fotosintéticas. El DNA dafiado que no
es reparado causa inestabilidad del genoma lo que conduce al deterioro
general de la funcion celular y eventualmente a la muerte celular
(Tuteja et al., 2009).

Ademas de la radiacion solar, el otro agente genotdxico al que
estan expuestas las células de plantas son las especies reactivas de
oxigeno (EROs). Las EROs se generan enddégenamente por el transporte
oxidativo de electrones en la mitocondria y cloroplasto, o exdgenamente
en respuestas a estrés bidtico o abidtico (Britt, 1999). Las EROs pueden
inducir varios tipos de dafio en el DNA que incluyen la oxidacién de
bases (8-oxoguanina), sitios abasicos en los que se rompe un enlace N-
glicosidico, y la formacién de aductos por la reaccion con lipidos
peroxidados (Tuteja et al., 2001; Tuteja et al., 2009).

El dafio al DNA también juega un papel importante en el
envejecimiento de las semillas. Adicionalmente al efecto mutagénico, la
persistencia del dafio en las bases tiene una influencia inhibitoria del
crecimiento. Muchos tipos de dafio actian como bloques en el progreso
de las polimerasas de DNA y de RNA (Britt, 1996). En células de plantas
se conservan muchos mecanismos de respuesta de dafio al DNA que

inicialmente se caracterizaron en mamiferos.
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1. Respuesta celular al daiho

Cuando las células perciben que el DNA estd danado, activan una
via de transduccién de sefiales que detiene o retrasa el progreso del
ciclo celular y promueve la reparaciéon del DNA. Esta respuesta requiere
de proteinas que perciben el DNA dafado y de cinasas de proteinas
efectoras que transducen la sefial. Las dos proteinas que participan en
sefalizacion son Ataxia telangiectasia mutada (ATM) y Rad3-relacionada
(ATR), Figura 11. (Tuteja, et al., 2009).

Via ATM Via ATR

DSBs ssDNA
(IR, zeocina, etc.) (HU, afidicolina, etc.)

RN |HEEN | 15 I 5 A

l l

— \~

Muerte celular

Reparacion del DNA Checkpoint
programada

Endorreduplicacion

Figura 11. Via de seializacién de respuesta al dafio en el DNA.
(Modificado de de La Rosa, 2019).
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Estas vias se caracterizaron originalmente en células de mamiferos y
estan bien conservadas en células de plantas. ATM es activada en
respuesta a rupturas de doble cadena (Garcia et al., 2003), mientras
que ATR es activada por ruptura de una cadena (Roa et al., 2009) y por
diferentes tipos de lesiones en el DNA (Cliby et al., 1998). ATM
transduce sefales que culminan en la activacién de genes involucrados
en el metabolismo, reparacion y estructuracidon de la cromatina (Fulcher
and Sablowski, 2009; Culligan et al., 2006). Mutantes de Arabidopsis en

este gen, son hipersensibles a radiaciones gamma (Adachi et al., 2009).

La sefalizacion de ATR se genera en presencia de estrés
replicativo (bloqueo de las horquillas de replicacion) o durante la
reparacion de doble cadena. En Arabidopsis, una mutante knockout de
ATR es sensible a agentes bloqueadores de la replicacién como la
hidroxiurea (Adachi et al., 2009).

Las dos vias convergen en SOG1 (Suppressor of Gamma Response
1), que es un factor de transcripcion especifico de plantas que controla
las respuestas de dafio al DNA mediante la expresidon de distintos genes

efectores de diferentes mecanismos celulares (Yoshiyama et al., 2013).
2. Mecanismos de reparacion de DNA en plantas

La acumulacién de dafio no solo imposibilita la divisién celular,
sino que también conlleva una muerte celular eventual. Por esta razon,
distintos mecanismos de reparacion del DNA son requeridos en los
tejidos de todas las plantas para contender con los diferentes tipos de
dafo (Britt, 1996).
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3. Reparacion de ruptura de doble cadena

Cuando ambas cadenas se encuentran dafiadas, la informacion
faltante no puede ser reconstituida facilmente por una hebra
complementaria (Gorbunova and Levy, 1999). Las rupturas de doble
cadena pueden ser reparadas por recombinaciéon homéloga (HR) o por
via de reparacién por unién de extremos no homodlogos (Non-
homologous end-joining; NHEJ]), también Illamada recombinacién
ilegitima (Orel et al., 2003; Figura 12).

e Union de extremos no homoélogos (NHEJ)

Involucra la union de los extremos de dos cadenas rotas que no
presentan complementariedad. Como los extremos de DNA no son
compatibles para la religacién directa, una endonucleasa elimina algunos
nucledtidos en una de las cadenas y las DNA polimerasas reparativas
sintetizan en esa region para generar extremos compatibles que son
ligados. Por lo general, cuando opera este mecanismo de reparacion se
producen inversiones, deleciones, translocaciones e inserciones (Britt,
1999; Lans et al., 2012).

e Recombinacion homodloga (RH)

Para que opere este mecanismo, se requiere el apareamiento de las
secuencias dafiadas con secuencias intactas de una cromatida hermana
homdloga o con alta similitud que las reemplaza (Paques and Haber,
1999; Britt, 1999) sintetizando DNA para completar la cadena (Britt,
1996).
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Figura 12. Reparacion de la ruptura de doble cadena. Se muestran las
dos vias de reparacién A) Reparacion de extremos no homodlogos B)
Reparacion mediada por recombinaciéon. Tomado de Britt, 1999.

4. Reparacion por escision de nucleétidos (NER)

En la reparacion por escision de nucledtidos, una vez que es
reconocido el dafo, endonucleasas XP cortan en sitios adyacentes 3’y 5’
al sitio dafiado. Una helicasa contribuye a separar el oligonucledtido que
contiene la regidon dafiada, y ocurre sintesis de DNA empleando la

cadena intacta como molde (Britt, 1999), Figura 13.
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Figura 13. Reparacion por escision de nucleétidos. Tomada de Britt,
1999.

En los tres mecanismos de reparacién descritos arriba se requiere
sintesis de DNA por lo que el aporte de dNTPs provistos, tanto por la
ruta de novo como por la ruta de salvamento, es fundamental para

mantener la integridad del genoma.
F. Agentes genotodxicos

Para estudiar tanto las vias de sefalizacion que operan en la
percepcion del dafio al DNA, como los mecanismos de reparacion en
plantas, se emplean agentes genotdxicos con distintos modos de accidn.
A continuacién, se describen tres de éstos que fueron empleados en este

trabajo.
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1. Zeocina (Zeo)

La zeocina es un compuesto derivado de las bleomicinas y fleomicinas
(Figura 14) (Povirk, 1995).

HNy_ NH,
hd 0 HN
NH Ng__NH,
HoN ﬁ 1 OH
NH2 =
HN
2
)\[\ \(\/ J%/H/ OH
>_</ CHy CHy O

Figura 14. Estructura quimica de la zeocina.

Las bleomicinas son antibiéticos glicopeptidicos producidos por el
actinomiceto Streptomyces verticillus (Dumas et al., 1994). Posee
propiedades antitumorales (Palwai and Eriksson, 2011) cuya actividad
depende de la formacion de complejos con oxigeno y hierro (II) que le

permite actuar sobre el DNA, generando cortes en las dos cadenas.

La estructura quimica de las bleomicinas consiste en cuatro
dominios: el dominio de unidén a metales interacciona con el surco
menor del DNA, que es responsable de la activacién del oxigeno y la
abstraccion de un hidrégeno del DNA. Se genera un radical libre en la
posicion 4 'de la desoxirribosa, que tras una reaccidon consecutiva del
radical en la hebra opuesta genera la ruptura del enlace entre los C3" y
C4’ de la pentosa en ambas cadenas (Figura 15). (Povirk, 1995;
Steighner and Povirk, 1990).
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Figura 15. Mecanismo de accion propuesto de las bleomicinas de

ruptura del anillo de la desoxirribosa (Tomado de Povirk, 1995).

2. Hidroxiurea (HU)

También conocida como hidroxicarbamida, es una molécula que ha
sido utilizada ampliamente en terapia para tratar diferentes tipos de
cancer (Singh and Xu, 2016; Madaan, et al., 2012; Kennedy, 1992)
(Figura 16) por su accion bloqueadora de la replicacién celular (Elledge
and Davis, 1990).

Figura 16. Estructura quimica de la hidroxiurea. Tomado de Champman
and Kinsella, 2011.

Funciona como agente quelante de metales e inactivador de
radicales libres, por lo que carece de especificidad y puede inhibir a
varias metaloenzimas como la anhidrasa carbodnica, o metaloproteinasas
(Aye et al., 2014).
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Uno de sus blancos es la RNR pues reacciona tanto con los
radicales tirosilo como con el nucleo diférrico de la subunidad B que
genera una perturbacion estructural que la inactiva (Aye et al., 2014;
Zhang et al., 2014). La consecuencia de la inhibicién es reduccién en los
niveles de dNTPs que normalmente se producen en la fase G1/S del ciclo
celular, lo que provoca que la DNA polimerasa se quede sin sustratos
para completar la horquilla de replicacion (Ko¢ et al., 2004). El
detenimiento del avance de las horquillas de replicacion causa la
formacién de regiones a lo largo del genoma con DNA de cadena sencilla
(DNAss), que es reconocido como dafio, lo que activa la via de
sefializacion de ATR. Estas regiones son susceptibles de ruptura y de
estabilidad gendmica. En cultivos celulares de maiz y otras especies
vegetales, este inhibidor ha sido utilizado como agente sincronizador del
ciclo celular porque acumula las células en la fase G1 (Dolezel et al.,
1999).

3. Ciprofloxacino (Cip)

Es una quinolona fluorada (fluoroquinolona) empleada como
antibiotico pues inhibe a la DNA girasa bacteriana (Figura 17; Aldred et
al., 2014). En plantas, la inhibicidn ocurre en la girasa organelar,

principalmente cloroplastica.

OH

Figura 17. Estructura quimica del ciprofloxacino. Tomado de Aldred et
al., 2014,
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La girasa es una topoisomerasa tipo II capaz de modular el estado
topoldgico del DNA mediante la eliminaciéon de la tensidn que se
acumula enfrente de las horquillas de replicacién y/o complejos de
transcripcion a través de rupturas de doble cadena y su subsecuente
reaccion de ligacidon. Para mantener la integridad gendmica, la enzima
forma enlaces covalentes transitorios entre los sitios activos de residuos
de tirosina y el extremo 5" generado (Aldred et al., 2014; Vos et al.,
2011).

Dos moléculas de ciprofloxacino se unen no covalentemente al
sitio activo de escisidén y ligacion de la subunidad GyrA de la girasa. Al
interactuar con la proteina, las moléculas de ciprofloxacino se intercalan
en el DNA, de tal manera que actian como bloqueadores fisicos de la
ligacidon, incrementando la concentracion del complejo enzimatico en
estado de escisidon activado (Aldred et al., 2014). Estas interacciones
provocan que los enlaces fosfodiéster cortados por la topoisomerasa no

sean regenerados por lo que queda el DNA dafado.

G. Funcion de la ribonucleétido reductasa en plantas.

Muchos estudios se han centrado sobre la expresién de los genes
que codifican estas enzimas y la planta modelo Arabidopsis thaliana ha

aportado informacién sobre su funcidon a partir del analisis de mutantes.
1. Ribonucleoétido reductasa

En A. thaliana la subunidad a es codificada por el gen de copia
Unica RNR1, mientras que la subunidad B es codificada por tres genes:
TSO2, RNR2A y RNR2B (Wang and Liu, 2006). En Nicotiana tabacum
existen dos genes RNR1 y uno RNR2 (Chabouté et al., 1998). El genoma
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de Oryza sativa contiene dos genes homodlogos de la subunidad a
(RNRL1 y RNRL2) y dos de B (RNRS1 y RNRS2) (Yoo et al., 2009).

En Arabidopsis, el gen RNR1 se expresa en las primeras hojas,
apices y carpelos, en contraste con la baja expresién en cotiledones,
hojas caulinares adultas y hojas senescentes (Garton et al., 2007). En la
planta de arroz, la expresion de los genes RNRL1, RNRL2 y RNRS1
ocurre en los tejidos proliferativos de las plantas de arroz (Yoo et al,,
2009).

En plantas de arroz, se han caracterizado las lineas V3 y St1 que
son mutantes de los genes RNRL1 y RNRLZ2, respectivamente. Estas
plantas son deficientes en la sintesis de clorofila por lo que muestran
hojas cloréticas durante los primeros estadios del desarrollo y también
reduccién en la viabilidad de semillas (Yoo et al., 2009). Las mutantes
de estos genes en plantas de tabaco muestran una deficiencia de
clorofila en hojas durante etapas tempranas del desarrollo (Archer and
Bonnett, 1987).

Subunidad a

En Arabidopsis se caracterizé una mutante puntual que tiene
transicion G > A que resulta en un cambio de la glicina 718 por acido
glutdmico en la subunidad a de la RNR1. La mutante se nombré c/s8-1
por su fenotipo de hojas rugosas (crinkled leaves 8). Ademas de la
morfologia anormal de hojas y flores, presenta un tamafo reducido de
raiz y hojas cloréticas. La deficiencia enzimatica se refleja en los niveles
de dTTP y dATP, que son significativamente menores que en las plantas
silvestres. Estas mutantes tienen un menor numero de copias de
genoma en los cloroplastos, y estos organelos muestran un mayor

tamano.

32



Subunidad B

Los genes TSO2 y RNR2B se expresan en raices, rosetas, hojas
caulinares, tallos y flores de plantas de Arabidopsis y contrasta con
RNR2A cuyo transcrito no se detecta en raices. La transcripcion de 7TSO2
ocurre predominantemente en la fase S del ciclo celular (Wang and Liu,
2006).

La mutante tso2-1 de Arabidopsis corresponde a una mutacion
recesiva de una sustitucién del acido aspartico 49 por una asparagina,
gue afecta la unidn con la subunidad a. Las plantas muestran una
reduccién significativa en los niveles de los cuatro dNTPs en flores. La
mutante no presenta diferencias con las plantas silvestre en etapas
tempranas del desarrollo. Sin embargo, se observan diferencias a partir
de la aparicién de la quinta hoja de roseta, en 6rganos florales y silicuas
que son palidos, mas delgados, con textura aspera y morfologia
irregular en hojas y flores. Asimismo, su fertilidad también esta reducida
(Wang and Liu, 2006).

El gen TSOZ2 es similar en identidad a RNR2B, en contraste con
RNRZ2A, el cual es diferente estructuralmente. TSO2 provee suficiente
actividad de RNR para el desarrollo nhormal de la planta, sin embargo,
RNRZ2B tiene la capacidad de salvar mutantes tso2-1. En las dobles
mutantes tso2-1 rnr2a-1, las plantas no se desarrollan mas alla de la
salida de la cuarta hoja. En estas mutantes, es tan alto el dafo
acumulado en el DNA que se disparan mecanismos de muerte celular
programada. Las plantas doble mutantes tso2-1 rnr2b-1 muestran
letalidad embrionaria. En presencia de la mutante tso2-1 es esencial la
funcion de RNR2A y/o de RNR2B (Wang and Liu, 2006).
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2. Regulacion de la expresion de RNRs en el ciclo celular

En un cultivo de células de tabaco sincronizado con afidicolina la
actividad y expresion génica de ambas subunidades estan reguladas y
correlacionadas durante el ciclo celular, los niveles de RNA mensajero se
incrementan durante la transicion G1/S, alcanzando una fluctuacién

maxima de niveles de transcrito en la fase S (Chabouté et al., 1998).

La adicién de agentes bloqueadores de la sintesis de DNA, como
hidroxiurea y mimosina, generan un incremento en los niveles de
transcrito de RNR, lo que sugiere un mecanismo de regulacién por
retroalimentacién, ya que la expresién esta ligada a los niveles de DNA
sintetizado y la induccién de RNR ocurre al inicio de la replicacién
cuando se forman las horquillas de replicacion (Chabouté et al., 1998;
Philipps et al., 1995).

3. Funcion de la RNR en la reparacion del DNA

Por su funcién en el aporte de dNTPs, la RNR participa en las
vias de respuesta de dafio al DNA que requieren sintesis reparativa. En
este sentido se ha estudiado la respuesta a nivel transcripcional a

agentes genotodxicos, asi como el efecto de estos en mutantes RNR.

AtTSOZ2 tiene una induccidn fluctuante entre 1.5 y 8.5 h en plantulas
de Arabidopsis tratadas con bleomicina (1 pM). El gen AtRNR1 también
se induce a partir de 1.5 h, pero en un menor grado que AtTSOZ2 y con

una cinética de aumento constante (Roa et al., 2009).

Las mutantes Attso2 de Arabidopsis muestran hipersensibilidad a
bleomicina 10 uM después de 8 dias de exposicidon al genotdxico, en
comparacién con el crecimiento y desarrollo de las plantas silvestres.
Estos resultados sugieren que el gen AtTSO2 estd involucrado en la

respuesta al dafio por ruptura de doble cadena (Roa et al., 2009).

34



La expresion de los genes RNR también se induce por estrés
replicativo causado por HU. En plantulas silvestres de 17 dias de
Arabidopsis, tratadas con HU 1 mM, se presenta una induccién
fluctuante con un pico maximo a la primera hora de ambas subunidades
de ribonucleétido reductasa durante tiempos medidos con RT-PCR
cuantitativo entre 0 y 8 h (Roa et al., 2009).

Plantulas de Arabidopsis crecidas en medio suplementado con HU 1
mM presentan una disminucion en la longitud de la raiz del 40 % a las
tres semanas de germinadas en el genotoxico (Culligan et al., 2004) y a
los cinco dias de transferidas al genotdxico (De Schutter et al., 2007).
En plantulas de 15 dias de Arabidopsis germinadas en presencia de HU 1
mM hay desarrollo lento y la mutante rnr2a muestra mayor sensibilidad
al genotdxico. A concentraciones mas altas (3 y 6 mM), las mutantes
mueren mientras que las plantas silvestres sobreviven. Esto demuestra
la importancia del gen rnr2a durante la respuesta a estrés replicativo
(Roa et al., 2009).

En la planta de arroz silvestre germinada en HU 2 mM, la biogénesis
del cloroplasto se detiene sin afectacion de la replicacion del genoma
nuclear durante la divisién celular de hojas en desarrollo que no afecta
el crecimiento general de la planta, aunque las hojas se vuelven
clorédticas. El retardo en el crecimiento se vuelve severo a medida que la
concentracion de HU incrementa progresivamente hasta 8 mM. En
contraste, la mutante V3 (rnri1) bajo las mismas condiciones presenta
un crecimiento retardado mas severo. En ausencia de HU, esta mutante
es albina durante etapas intermedias de su desarrollo, sin embargo, en

HU 2 mM carece de sintesis de clorofila (Yoo et al., 2009).
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H. Funcion de la Timidina cinasa de plantas

El genoma de Arabidopsis thaliana contiene dos genes paralogos
de la timidina cinasa 1, TK1a y TK1b (Clausen et al., 2012). El genoma
de maiz sdlo tiene un gen que codifica para la TK1, una proteina de
localizacion cloroplastica (Le Ret et al., 2019). En maiz la actividad de la
timidina cinasa esta asociada a la fase S del ciclo celular (Georgieva et
al., 1994).

La TK1la de Arabidopsis se expresa en todos los tejidos, y en
plantulas de 7 dias se induce la expresion de AtTKla por luz UV-C
(Pedroza-Garcia et al., 2015), un tipo de dafio al DNA consistente en el
entrecruzamientos entre pirimidinas que impiden la replicacion (Jiang et
al., 1997). La sobreexpresién de TK1a confiere tolerancia a este tipo de
estrés genotoxico y favorece su reparacién en condiciones de oscuridad,
lo que apoya su funcién en la reparacion de DNA (Pedroza-Garcia et al.,
2014). El gen TK1b también se expresa en todos los tejidos de la planta,
pero a diferencia de TK1b, su expresidon no es inducida por luz UV-C.

En Arabidopsis, las mutantes sencillas de AtTKl1a y AtTK1b tienen
un fenotipo de desarrollo indistinguible al de las plantas silvestres, lo
que sugiere que los dos genes son redundantes. Plantas que son
homocigotas para la mutacién tk1b y heterocigotas TK1la/tkla son mas
pequefas que las plantas silvestres y muestran clorosis en los
cotiledones y hojas. En cambio, mutantes homocigota tkla vy
heterocigotas TK1b/tklib tienen un fenotipo normal. La doble mutante
(tkla/tkla; tkib/tk1b) tiene un fenotipo albino y las plantulas se
desarrollan muy lentamente (Clausen et al., 2012). Presenta un bajo
numero de plastidios, que estan poco diferenciados y reduccion en las
copias del genoma cloroplastico (Le Ret et al., 2019).

En maiz, la mutante homocigota tk1 es fenotipicamente albina y la

planta muere a las pocas semanas de desarrollo. Tiene deficiencias en la
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replicacion del genoma cloroplastico y en la traduccidon con la reduccion

en los niveles de proteinas de los fotosistemas (Le Ret et al., 2019).

1. Funcion de la TK en la reparacion del DNA

Tanto los datos de expresion de la TK como el fenotipo de las
mutantes en respuesta a agentes genotdxicos apoyan la funcién de esta
enzima en la via de salvamento de nucledtidos en los eventos de
reparacion del DNA.

En plantulas silvestres de dos semanas de Arabidopsis el tratamiento
con bleomicina por 1 h provoca ruptura de doble cadena en el DNA,
determinado por el ensayo cometa. El dafo es reparado si se permite un
periodo de recuperacion en ausencia del genotdxico (Menke et al.,
2001). La zeocina, otro agente que causa ruptura de doble cadena
induce la expresion del gen TKla en plantulas de Arabidopsis y la
sobreexpresion de TKla confiere tolerancia al genotéxico (Pedroza-
Garcia et al., 2015). Consistente con estos datos es que la mutante tkla
de Arabidopsis es hipersensible a zeocina (Pedroza-Garcia et al., 2019).

El ciprofloxacino es un antibidtico que induce rupturas del DNA
organelar. Plantas de Arabidopsis crecidas en ciprofloxacino presentan una
reduccion de su crecimiento, hojas verdaderas clordticas, reduccion del
numero de cloroplastos y mitocondrias, morfologia desorganizada de
cloroplastos con alteraciones en los arreglos de tilacoides (Evans-Roberts et
al., 2015; Cappadocia et al., 2010). La mutante tkib de Arabidopsis es
hipersensible a este compuesto pues presenta reduccién en el numero de
copias del DNA cloroplastico, demostrando que la TK1b tiene una funcion
importante en la replicacién y reparacion del genoma cloroplastico (Le Ret
et al., 2019). Asimismo, la mutante tkib expuesta a ciprofloxacino 0.25 y
0.5 pM presenta reduccion en la longitud de sus raices casi del doble que

las plantas silvestres (Pedroza-Garcia et al., 2019).
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Asimismo, la mutante tklib de Arabidopsis expuesta a HU 2 mM
exhibe una reduccion drastica en la longitud de raices en comparacién
con el tipo silvestre (Pedroza-Garcia et al., 2019).

La TK1 y RNR estan relacionadas por sus reguladores, deben actuar
de manera coordinada, ya que la TK1 contribuye con la sintesis de dTTP,
el cual regula el sitio alostérico especifico de la RNR, que estimula la
conversion de GDP a dGDP e inhibe la conversion de CDP a dCDP
(Segura-Pefia et al., 2007). A su vez, la RNR favorece la sintesis de
dTTP, el cual regula negativamente a la TK1. Ademas, ambas dependen
de ATP como efector positivo (Thelander and Reichard, 1979). En

plantas ambas reacciones se llevan a cabo en los cloroplastos.
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III. HIPOTESIS

Dado que la ribonucleétido reductasa (RNR1) y la timidina cinasa
(TK1) de maiz aportan desoxinucledtidos trifosfato a través de su
participacion en la ruta de novo y del salvamento de la biosintesis de
nucledtidos, respectivamente, se inducird su expresion para la

reparacion del DNA como respuesta al estrés genotdéxico.

IV. OBJETIVOS
A. Objetivo general

Estudiar el patrén de expresidon de la ribonucledtido reductasa
(ZmRNR1) y timidina cinasa (ZmTK1) de maiz en respuesta a diferentes

agentes genotoxicos.
B. Objetivos particulares

1. Estudiar el patrén de expresion por RT-PCR punto final de los
genes ZmRNR1 y ZmTK1 en radiculas de maiz expuestas a los
agentes genotdxicos zeocina, hidroxiurea y ciprofloxacino en
funcion del tiempo.

2. Establecer un modelo experimental que permita medir los niveles
de expresion de ambos genes en raices de maiz expuestas a los
agentes genotdxicos posterior a su germinacion.

3. Determinar el tipo de ruta de sintesis de nucleétidos seguido por
la célula de acuerdo con el tipo de dafio generado por cada
genotoéxico en funcion del tiempo de exposicion.

4. Caracterizar la respuesta al estrés genotdéxico mediante un
ensayo de elongacion radicular en semillas de maiz expuestas a

zeocina, hidroxiurea y ciprofloxacino.
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V. MATERIALES Y METODOS

A. Desinfeccion y siembra de semillas de maiz

Se emplearon semillas de maiz raza “Chalquefo”, adquiridas en
Chalco, Estado de México. A éstas se les cortd manualmente el pedicelo.
Las semillas se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio (0.5
%; v/v) y se agitaron durante 2 min, enseguida se introdujeron en agua
estéril y se agitaron durante 1 min para eliminar el hipoclorito de sodio.
Se realizaron un total de tres lavados con agua estéril. Las semillas se
dejaron secar en una caja Petri dentro de una campana de flujo laminar
por dos minutos y se sembraron en agar (0.7 %,; m/v), sobre la

superficie del medio y se incubaron a 28 °C por 36 h en oscuridad.

B. Preparacion de medio agar con agente genotoxico e

imbibicion de las semillas

Los agentes genotdxicos utilizados fueron zeocina (Invitrogen),
hidroxiurea (SIGMA) y ciprofloxacino (SIGMA).

Para la preparacién del medio, se afiadieron los agentes genotodxicos
en 360 mL (correspondientes a cinco cajas de Petri de 70 mL cada una
para cada tratamiento) de agar al 0.7% para obtener las

concentraciones que se indican en la tabla 1.

Para la preparacion de las concentraciones menores y mayores de
hidroxiurea se afiadieron 6.8 mg y 13.6 mg en 360 mL de agar al 0.7

%, es decir, 0.25 mM y 0.5 mM, respectivamente.
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Tabla 1. Concentracion de genotoxicos empleados en este
trabajo.

Zeocina 88 M 10 uM 20 uM
Hidroxiurea* - 0.25 mM 0.5 mM
Ciprofloxacino 0.05 M 1.0 uM 1.5 uM

*Se adiciono solido.

Transcurridas 36 h desde la siembra se transfirieron 50 semillas que
tuvieron una protrusién de radicula entre 1 y 3 cm de longitud a cajas
Petri con agar suplementado con el agente genotdxico. Las cajas se
incubaron a 28°C y para la extraccion de RNA se tomaron muestras de 1
cm de raiz a partir de la punta a las 3, 6, 12, 24 y 48 h de exposicion.
Las raices se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -70
°C.

C. Extraccion de RNA total

Las muestras de raices se pesaron, se colocaron en un mortero
estéril y se congelaron con N; liquido. Se afadid Trizol™ (Invitrogen) en
proporcién 3:1 con relacion a la masa del tejido y se pulverizd con el
pistilo hasta obtener una mezcla homogénea con adicion paulatina de N,
liguido para evitar la degradacién del RNA. La suspension se incubd a
temperatura ambiente durante 5 min, se transfirié a tubos microfuga y
se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se
transfirio a un tubo microfuga estéril, se le agregaron 200 pL de FCI
(Fenol-Cloroformo-Isoamilico 25:24:1), se agité por 15 segundos y cada

tubo se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min a 4 °C.

La fase acuosa se transfirid a un tubo microfuga estéril y se le

agregaron 400 pL de cloroformo, se centrifugd a 13,000 rpm durante 5
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min a 4 °C. El sobrenadante se separd y se le adicionaron otros 400 pL
de cloroformo para centrifugarse nuevamente a 13,000 rpm durante 5
min a 4 °C. El sobrenadante se separd en un tubo de microfuga estéril y
se le agregd un volumen de isopropanol, se mezcld6 muy bien y se
incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Una vez incubado se

centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min a 4 °C.

El sobrenadante se decantd y el botén se lavd con 1 mL de EtOH al
70 %, se centrifugd otra vez durante 5 min, se decantd el sobrenadante
y el botdn se sec6 a temperatura ambiente por 5 min. El botdn se
disolvié en 500 pL de H,O-DEPC, se le agregaron 167 pL de LiCl 8 M y
se incubd a 4 °C durante toda la noche. Una vez incubado, la muestra
se centrifugd 15 min a 4 °C. El botdon se disolvié en 250 pL de H,O-
DEPC, se le agregaron 500 pL de EtOH al 95 % y 25 pL de acetato de

sodio 3 M y se incubd toda la noche a -70 °C.

Después de este periodo de incubacién, se centrifugé a 13,000 rpm
20 min a 4 °C, posteriormente se lavo con 1 mL de EtOH al 70% dos
veces. Se elimind el EtOH residual y el boton se secé a temperatura
ambiente durante 10 min y se resuspendié en 40 uL de H,O-DEPC; el
RNA total se cuantificd espectrofotométricamente en un equipo Thermo

Scientific NanoDrop 2000 y se almacené a -70 °C.
1. Analisis electroforético del RNA total

La integridad del RNA total se evalué mediante analisis de
electroforesis en un gel de agarosa (2.5 %). Para su preparacion, se
fundidé la agarosa en 20 mL de H,O-DEPC, se le agregd 0.4 mL de
solucidon TAE-DEPC 50X y 20 pL de bromuro de etidio (0.5 pg/uL) como
agente intercalante de acidos nucleicos para visualizar el RNA al ser
expuesto ante luz ultravioleta. Como amortiguador de corrida se

utilizaron 500 mL de solucién TAE-DEPC 1X. Cada muestra se prepard
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ahadiendo 1 pg de RNA en un volumen total de 10 pL (2 pL de
amortiguador de carga GoTaq y c.b.p 8 uL de H,O-DEPC). Se dejd correr
durante 45 min a 88 V. El gel se visualizé en un transiluminador UV y se
digitalizd6 en un sistema ChemiDoc™ MP para su analisis por

densitometria.
2. Calibracion por densitometria

Para asegurar que la cantidad de RNA total fuera la misma para cada
muestra, era indispensable realizar una calibracién densitométrica,
donde se utilizd el software Imagel que calcula la intensidad de las
bandas de los RNAs ribosomales (185 y 28S). Como criterio de
aceptacion, la diferencia entre los valores de densitometria de las
bandas de RNAr no debe ser mayor a 14%. En caso de ser diferentes, se
calcula el volumen que se debe cargar y se repite el analisis
densitométrico hasta que la diferencia entre todas las muestras esté en

ese intervalo.
D. Reaccion RT-PCR

Se preparo la mezcla de reaccidon que se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Componentes y concentracion final de la mezcla de
reaccion para la transcriptasa reversa (RT).

Reactivo Volumen por Concentracion final
reaccion (ML)
Buffer ImProm II ™ (5X) 4 1x
MgCl, 25 mM 2.4 4 mM
dNTPs 10 mM 1 0.66 mM
Transcriptasa reversa 1
ImPromII ™
H>O-DEPC c.b.p. 15 pL 6.6
15 Volumen final
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A partir de 1 pyg de RNA se sintetizd6 cDNA mediante la reaccion de
transcriptasa reversa (kit ImProm-II Promega). El RNA se mezclé con 1

ML de Oligo dTNV (500 pg/uL) cuya secuencia es:

5-TTTTTTTITTTITTTITTITTITTTITTVN-3", y H>,O-DEPC hasta un
volumen final de 10 uL, la mezcla se mantuvo a 70°C durante 5 min y
se mantuvo en 4°C por 5 min. Posteriormente, se mezclaron los 10 pL
de RNA molde con los 15 pL de la mezcla de reaccién preparada
previamente. El termociclador (Applied Biosystems, GeneAmp System
9700) se programé con las siguientes temperaturas: 25 °C 5 min, 42
°C 60 min y 70 °C 15 min para inactivar la RT. Finalmente el cDNA se

almacenod a -20 °C hasta su uso.

E. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Mediante la técnica de PCR se pueden amplificar secuencias in vitro
de DNA de forma exponencial a partir del molde de DNA o cDNA. Se
emplean oligonucleétidos especificos que acotan la region a amplificar
por una DNA polimerasa termoestable. Las etapas que se llevan a cabo
durante la reaccion son: desnaturalizacién (94 °C), alineamiento (55 -
65 °C) y elongacion (72 °C) del DNA molde.

Se tomé 1 yL de cDNA y se mezcld con 4 pL de H,O estéril, se
mantuvo la mezcla en hielo (4 °C) mientras se prepard la mezcla de
reaccion. Se utilizé el kit GoTag® DNA Polimerasa Promega. La

composicidon de la mezcla de reaccién se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Composicion y concentracion final de la mezcla para la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Go Taq React 4 1x

Buffer 5x Green

Promega

dNTPs 10 mM 0.4 0.27 mM

Oligo For 10 M 1 0.67 uM

Oligo Rev 10pM 1 0.67 uM

Taq Polimerasa 0.2 1U

5U/pL

H>O 8.4 c.b.p. 15 pL
15 Volumen final

Una vez preparada la mezcla de reaccion (Tabla 3) se combinaron
estos 15 pL con los 5 pL de cDNA- H,0, se agito en el vortex y los tubos
de PCR con las muestras se colocaron en el termociclador (Applied
Biosystems, GeneAmp System 9700) y se establecieron las condiciones
de amplificacién para cada gen. Se amplificaron los transcritos ZmTK1,
ZmRNR1 y ZmEF1a, las condiciones de amplificacidon se presentan en la
tabla 5. Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis
horizontal en un gel de agarosa 2.5% en TAE 1X, tefiido con bromuro de
etidio (0.5 pg/uL). Se empled el sistema ChemiDoc™ MP para observar

y documentar los productos de amplificacion.
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Tabla 4. Secuencias y tamano de oligonucleétidos utilizados para
la amplificacion de los genes ZmTK1, ZmRNR y ZmEF1a.

Gen Secuencia de oligonucleoétidos (5’2 3) Amplicon (pb)
ZmTK1 For: GGATCCGCCGCTGCGGCTCAG
Rev: GAATTCCGGCGGCTTGTCAAGGTCCAA 620
ZmRNR1 For: TGTGTCGAACCTGCACAAGA
Rev: TCACCGACGCTTTTCAATGC 378
ZmEF1a For: TGGGCCCTACTGGTCTTACTACTGA
Rev: ACATACCCACGCTTCAGATCCT 135

El tamano de los amplicones se obtuvo a partir de la secuencia de
cada gen en la base de datos NCBI. Los oligonucleétidos se disefiaron
con ayuda del software Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) a
partir de las secuencias de cDNA de cada uno de los genes (Tabla 4). El
area de la densidad de las bandas de los amplicones se cuantifico

mediante el software Imagel.

Tabla 5. Condiciones de amplificacion para los transcritos de los
genes estudiados.

Gen Temperatura de Temp. Temperatura Conc. # de
desnaturalizacién de de en PCR ciclos
®) alineam. elongacion de
o °C Primers
°C) °C)
(nM)
ZmTK1 94 55 72 0.4 pM 35
ZmRNR1 94 60 72 0.5 uM 29
ZmEF1a 94 65 72 0.5 uM 30

Se realizaron dos y en algunos casos tres réplicas bioldgicas para la
expresion de genes mediante RT-PCR.
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F. Caracterizacion de la respuesta ante el estrés genotoxico

Se desinfectaron y germinaron las semillas como se describié en la
seccion (A) de materiales y métodos. Se seleccionaron las semillas que
tenian una longitud de 2 cm que posteriormente se transfirieron al
medio con el agente genotdxico, se midid la longitud total de la raiz a 40
semillas de cada tratamiento para evaluar diferencias en el tamafio de la
raiz comparada con los controles. Se empled un andlisis de varianza
(ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas en Ia

longitud de la raiz.
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VI. RESULTADOS

A. Evaluacion de la integridad del RNA

Para todas las muestras se evalud la integridad del RNA mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa (2.5%). La Figura 18
muestra un gel en el que se observan integras las bandas de los RNA
ribosomales (28S y 18S), indicador de la integridad del RNA extraido.
Asimismo, como parametro de calidad se determind la relacién de
Azs0/A280 Y los valores estuvieron en el intervalo comprendido entre 1.8
y 2.0. También estos geles nos ayudaron a calibrar las muestras de RNA
a partir de los datos de concentracidon que estuvieron en un rango entre
282 ng/pL y 2.156 ug/uL (ANEXO; tablas 6, 7 y 8).

24 horas 48 horas

Control 1.0 M 1.5puM Control 1.0pM 1.5uM

28S
18S

Figura 18. Gel de agarosa (2.5%) representativo de las muestras de
RNA de raices de plantulas de maiz expuestas a ciprofloxacino para
evaluar la integridad del RNA total. Las bandas superior e inferior
corresponden a los RNA ribosomales 28S y 18S, respectivamente.
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B. Determinacion de las condiciones para evaluar los niveles
de transcritos de los genes ZmRNR1 y ZmTK1
Se hicieron pruebas preliminares para determinar las condiciones
optimas de amplificacion de los cDNAs de los dos genes de estudio, y
del gen EFla, para hacer el analisis densitométrico de la intensidad de
las bandas. Se realizd una titulacion de ciclos para cada uno de ellos; la
curva de calibracion de ZmTK1 se muestra en ANEXOS, Figura 26. Las
condiciones para ZmRNR1 y ZmEFla que se emplearon fueron
establecidas por SanJuan-Badillo y Najera Martinez (Comunicacién
personal). Estas condiciones se resumen en la tabla 5 de la seccion de

materiales y métodos.

Una vez establecidas las condiciones de amplificacién, estudiamos
los efectos de los tres agentes genotdxicos sobre la expresidon de los dos

genes en radiculas de maiz expuestas por distintos tiempos.

C. Efecto de la zeocina sobre la expresion de los genes ZmRN1
Yy ZmTK1
Mediante la técnica de RT-PCR punto final se detectaron los
amplicones de cDNA correspondientes a los dos genes de estudio y al
gen normalizador en todos los tiempos y tratamientos (Fig. 19A). El
analisis densitométrico de las bandas de los amplicones muestra que el
transcrito del gen ZmRNR1 aumenté aproximadamente un 20 % a las 6
h con ambas concentraciones de zeocina y de un 15 % a 23 % de
incremento con respecto al control a las 24 h En cambio, el gen ZmTK1
no mostrd induccidon en las primeras horas, e incluso se observa una
reduccion en su nivel a las 12 h en presencia del genotdxico (Fig. 19B).
Observamos una fluctuacion con picos maximos a las 6 h y 24 h para
ZmRNR1 del 20 % en ambas concentraciones y una induccion entre el
20 % y 40 % de ZmTK1 a las 24 h (Fig. 19C).

49



A)

B)

€)

Tiempo 3 6 12 24 a8
(h) | | | | |

Conc.
0 10 20
Zeo (UM) 0 10 20 0 10 20 0 10 20 O 10 20

ZmTK1
ZmMmRNR1

ZmEFla
16

1.4

1.2

1

i ZmTK1
B ZmRNR1

0.8 -

0.6 -

0.4 -

0.2 -

Valor relativo de la seial

008 - _— /\ weZmRNR1 Zeo 10

>

'-E 06 - ==mRNR1 Zeo 20
ZmTK1 Zeo 10
- a===ZmTK1 Zeo 20

=)
) 3 6 12 24 48
>

Tiempo (h)

Figura 19. Efecto de la zeocina (10 pM y 20 pM) sobre la
expresion de los genes ZmRNR1 y ZmTK1. A) Gel de agarosa que
muestra la separacion de los amplicones de cDNA correspondientes a
ZmRNR1, ZmTK1 y ZmEF1a B) Analisis densitométrico de las bandas
correspondientes a los amplicones. C) Gréfica de la fluctuacion de la
intensidad de los amplicones entre 3 y 48 h.
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D. Efecto de la hidroxiurea sobre la expresion de los genes
ZmRNR1 y ZmTK1

El segundo agente genotdxico estudiado fue la hidroxiurea, que se
probd a dos concentraciones (0.25 mM y 0.5 mM). Los resultados de la
expresion de los genes ZmRNR1 y ZmTK1 se muestran en la Fig. 20. El
analisis densitométrico de las bandas de los amplicones muestra que el
gen ZmRNR1 tuvo una induccién de aproximadamente 55 % a las 6 y
12 h en la concentracion de 0.5 mM. También la expresién del gen
ZmTK1 se indujo a tiempos tempranos pues los niveles maximos de
transcrito se incrementaron un 80 % a las 6 h a la concentracion de
0.25 mM y un 60 % a 0.5 mM HU. Esta induccidon fue temporal pues a
las 12 h, los niveles de transcrito de ZmTK1 disminuyeron

aproximadamente 40 % con respecto al control (Fig. 20B y C).
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Figura 20. Efecto de la hidroxiurea (0.25 mM y 0.5 mM) sobre la
expresion de los genes ZmRNR1 y ZmTK1. A) Gel de agarosa que
muestra la separacion de los amplicones de cDNA correspondientes a
ZmRNR1, ZmTK1 y ZmEF1a B) Analisis densitométrico de las bandas
correspondientes a los amplicones. C) Grafica de la fluctuacién de la
intensidad de los amplicones entre 3 y 48 h.
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E. Efecto del ciprofloxacino sobre la expresion de los genes
ZmRNR1 y ZmTK1

Los resultados del efecto de Cip (1 pM y 1.5 pM) se muestran en
la Fig. 21A. El analisis densitométrico de las bandas de los amplicones
muestra que la expresion del gen ZmTK1 no tuvo cambios significativos
a lo largo del periodo de estudio a ninguna concentracion de Cip
respecto a los controles. Los niveles de transcrito del gen ZmRNR1
aumentaron 10 % a las 6 h para ambas concentraciones y la mayor
induccion (25 %) se observé a las 12 h con la concentracién mas alta de
Cip (Fig. 21B). Se observé un patrén de fluctuacidon para el gen ZmRNR1
con un maximo y minimo de induccion a las 12 h para las

concentraciones de 1.5 pM y 1.0 uyM, respectivamente (Fig. 21C).
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Figura 21. Efecto del ciprofloxacino (1.0 phM y 1.5 pM) sobre la
expresion de los genes ZmRNR1 y ZmTK1. A) Gel de agarosa de la
separacién de los amplicones de cDNA correspondientes a ZmRNR1,
ZmTK1 y ZmEFla B) Andlisis densitométrico de las bandas
correspondientes a los amplicones. C) Grafica de la fluctuacién de la
intensidad de los amplicones entre 3 y 48 h.

54



F. Efecto de los agentes genotdxicos sobre el crecimiento de
la raiz primaria.

La determinacion de las concentraciones de los genotdxicos
empleadas para estudiar la expresion de los genes se basaron en datos
de la literatura (Pedroza-Garcia et al., 2019 vy Pedroza-Garcia,
comunicacién personal), correspondientes de A. thaliana, para los cuales
se realizaron ensayos previos en el laboratorio para determinar las
concentraciones que inducian la respuesta de los genes ZmRNR1 vy
ZmTK1 en maiz. También evaluamos si estos compuestos afectaban el
desarrollo mediante la medicion de la longitud de la raiz primaria de las

semillas post-germinacion.
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Figura 22. Longitud de las raices a las 24 h de exposicién a Zeo (20
uM), HU (0.5 mM) y Cip (1.5 uM).
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Debido a que no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos y el control en la longitud de las raices a las 24 h de
exposicidon, se repitidé el ensayo para hidroxiurea con una concentracién
mayor (5 mM) a diferentes tiempos como se muestra en la figura 23, sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la longitud de
las raices medidas en comparaciéon con el control. En cambio, se observo

un desarrollo acelerado de las raices secundarias (Figura 24).

12 4

10 -

m Control
®"HU 5mM

Longitud raices (cm)

6 12 24

Tiempo (h)

Figura 23. Longitud de las raices a diferentes tiempos de exposicion en
hidroxiurea.

a) b)

Figura 24. Semillas representativas de (a) control y (b) HU 5 mM a las
24 h de germinacion.
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VII. DISCUSION

En este trabajo se establecié un modelo para estudiar el efecto de
agentes genotdxicos sobre la expresion de genes involucrados en la
sintesis de nucledtidos en raices de plantulas de maiz. Encontramos que
los genes ZmRNR1 y ZmTK1 tienen una expresion diferencial en
respuesta a los agentes genotdéxicos empleados. A las 6 h de exposicidn
a zeocina se observd una induccién de ZmRNR1, mientras que a
hidroxiurea se indujeron ambos genes. A las 12 h se mantuvo
Unicamente la expresion de ZmRNR1 a hidroxiurea y a las 24 h se
observd induccidn de ZmTK1 con zeocina. Con ciprofloxacino sdlo

presenté indujo a ZmRNR1 entre las 6 y 24 h.

Los resultados sugieren que tanto la via de novo de sintesis de
nucleodtidos, como la via de salvamento aportan dNTPs que se requieren
en la sintesis reparativa del DNA llevada a cabo por las DNA

polimerasas.

A. Expresion y funcion de la RNR1 en la reparacion del DNA en

plantas.

En la exposicidn a zeocina e hidroxiurea se observd un patrén
dependiente del tiempo de imbibicion en la induccién de ZmRNR1, que
de manera similar se ha descrito en la literatura como una fluctuacion
periddica de ambas subunidades en plantulas del tipo silvestre de A.
thaliana expuestas a hidroxiurea y bleomicina (Roa et al., 2009). La
hidroxiurea (1 mM) induce la expresion de ambas subunidades en
plantulas silvestres de Arabidopsis durante tiempos comprendidos entre
0y 8 h, y el pico de induccion del gen RNR1 se alcanza a las 8 h.
(Figura 25A; Roa et al., 2009).
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Por su parte la bleomicina 10 M induce la expresiéon de AtRNR1 a partir
de 1.5 h pero en un menor grado que AtTSO2 y con una cinética de

aumento constante (Figura 25B; Roa et al., 2009).

A HU WT B BLMWT
8 & RNRT
=& RNR1 —- RNR2A
6 —- RNR2A 6 —&—7S02
f —A— TSO2 P
S 41 -{+-RNR2B 5 4
2 i /B >~. A.----"
0 ;
tiempo (h) 0 < _4 6
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Figura 25. Patron de expresion de AtRNR1 en plantulas de A. thaliana
de 17 dias en respuesta a HU 1 mM y bleomicina 10°® M medidos
mediante RT-PCR. Tomado de Roa et al., 2009.

Estudios en la literatura de la doble mutante de Arabidopsis tso2-1
rnr2a-1 exhibe incremento en el dafio al DNA medido mediante el
ensayo cometa (Wang and Liu, 2006), debido a que la falta de
nucleotidos detienen la sintesis de DNA que conlleva a la disociacion del
complejo de replicacidn que resulta en cortes de cadena sencilla que
pueden ser procesadas como rupturas de doble cadena (Aguilera and
Gomez-Gonzalez, 2008), consistente con este ensayo, se detectd la
expresion de ATPARP1 y ATPARP2 durante la germinacion de estas
mutantes en A. thaliana (Wang and Liu, 2006), que son marcadores
moleculares asociados a la reparacion del dafio al DNA (Doutriaux et al.,
1998; Lamb et al., 2012), por lo que la falta del aporte de nucledtidos

conlleva a un tipo de dafio al DNA que puede ser revertido por la RNR1.
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Otras evidencias de la funcidon de la RNR en el mantenimiento de
la integridad del genoma del plastidio, demostrdé que la mutante c/s8-1
de A. thaliana en condiciones de homocigosis presenta una reduccién en
el numero de copias del genoma cloroplastico y una menor cantidad de
cloroplastos aunque de mayor tamano. En estas mutantes, los niveles
de dTTP y dATP son significativamente menores que en plantas
silvestres, las hojas y flores presentan una morfologia anormal, ademas
de clorosis (Garton et al., 2007).

De la misma manera, en mutantes de plantas de arroz y tabaco de
los genes RNRL1 y RNRL2, se observd una deficiencia en la sintesis de
clorofila que afecta la coloracion de las hojas durante los primeros
estadios del desarrollo (Yoo et al., 2009; Archer and Bonnett, 1987).

En un ensayo de toxicidad en plantulas silvestres y mutantes
AtTSO2 de A. thaliana a los 8 dias de exposicidn a bleomicina se
demostré que las mutantes son mas sensibles a medida que aumenta la
concentracidon, este resultado sugiere que el gen AtTSO2 estd
involucrado en la respuesta al dano de ruptura de doble cadena (Roa et
al., 2009).

B. Expresion y funcion de la TK1 en la reparacion del DNA en

plantas.

En la exposicién a hidroxiurea se observd un patron dependiente
del tiempo en la induccién de ZmTK1, que de manera similar se ha
descrito como una fluctuacion periédica de ZmTK1 durante la
germinacion de maiz, cuya expresion se detiene al final de la replicacién
del DNA (Georgieva et al., 1993). Se sospecha que en las plantulas

tratadas con HU se presentd una induccion de ZmTK1 a las 6 h debido a
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gue la inhibicion de la funcion de la RNR1 propicia que se sinteticen
nucleétidos por la via del salvamento para compensar esta carencia
durante la reparacién y replicacion del DNA, lo que sugiere que tanto la
via de novo como la via del salvamento participan de manera
coordinada para aportar dNTPs requeridos en los procesos de reparacion
del DNA.

Dado que el genoma de maiz contiene solamente un gen TK1, éste
podria cumplir las funciones de los dos genes (TKla y TK1b) de
Arabidopsis, se tienen indicios de que la TK1 de maiz cumple la funcién
de TK1lb. ZmTK1 es esencial para el mantenimiento de la integridad del
genoma cloroplastico (Le Ret et al., 2018), al igual que TK1b es
necesaria para la integridad del genoma organelar como se demostré en
plantulas de Arabidopsis mutantes homocigotas (tk1b) tratadas con
ciprofloxacino que mostraron ser hipersensibles en comparacién con las
del tipo silvestre ya que no se desarrollaron y presentaron hojas
cloréticas. De la misma manera, se probaron mutantes tkia tratadas
con la misma concentracion de ciprofloxacino, donde no se observo
hipersensibilidad (Pedroza-Garcia et al., 2019). En concordancia con
este resultado, Le Ret et al (2019) demostraron que en hojas de
mutantes sencillas de la TK1 cloroplastica de Arabidopsis (tk1b) y maiz
(cptk1) el niumero de copias de DNA cloroplastico es menor para las
mutantes en presencia de ciprofloxacino en comparacién con las del tipo
silvestre, lo que comprueba que la TK1 cloroplastica de maiz, ademas de
ser indispensable en la replicacién del DNA del genoma cloroplastico,
estd implicado en la reparacion que es dependiente de la ruta del
salvamento de nucledtidos en cloroplastos. Sin embargo, en este trabajo
encontramos que el Cip no indujo la expresién de ZmTK1 a los tiempos

estudiados. Esto se podria explicar por el tejido empleado, pues las
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raices de plantulas de maiz no tienen todavia cloroplastos maduros sino

plastidios en desarrollo.

Por otro lado, encontramos que la zeocina, que provoca la ruptura de la
doble cadena de DNA, indujo la expresion de ZmTK1, lo que es
consistente con la funcion analoga de AtTKla en el mantenimiento del

genoma nuclear (Pedroza-Garcia et al., 2019).

C. Respuesta mediada en maiz por ATM y ATR

En Arabidopsis, tanto RNR1 como TK1, responden en la via de
respuesta de dafio al DNA mediado por las cinasas ATM y ATR, que
convergen en SOG1, como se muestra en la figura 11 (Yoshiyama et al.,
2013). Mediante analisis bioinformaticos se han encontrado secuencias
ortélogas SOG1-like con motivos conservados en la region C-terminal en
otras plantas como Zea mays, Oryza sativa y Sorghum bicolor
(Yoshiyama, 2015), lo que sugiere que en maiz la respuesta de dafio al
DNA mediada por ATM y ATR para activar SOG1 ocurre de la misma

manera que en Arabidopsis.

D. Regulacion y sintesis de ZmRNR1 y ZmTK1 durante el ciclo

celular.

La induccién de los genes ZmRNR1 y ZmTK1 a las 6 h en
respuesta al estrés genotdéxico concuerda con el tiempo de sintesis
maxima de DNA replicativo que ocurre a las 40 h desde la imbibicion en
agua en maiz, de acuerdo a Baiza et al., 1989, ya que desde la
imbibicidn en agua mas las seis h de exposicidon en los genotdxicos, se

tiene un tiempo de 42 h que coincide con la replicacion maxima del
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DNA. De la misma manera, en la planta de tabaco los niveles de
transcrito de los genes RNR1 y RNR2 se inducen en la transicion G1/S,
por lo que la expresiéon de RNR estd correlacionada con la sintesis de
DNA durante la fase S (Chabouté et al., 1998).

En la planta de tabaco, la adicién de HU cuando la replicacion esta
ocurriendo resulta en un aumento de los niveles de RNAmM de RNR que
se sugiere que facilitan la reparacion del DNA aumentando los niveles de
dNTPs (Chabouté et al., 1998).

Es posible que se requiera cierto nivel de actividad de RNR a
través del ciclo celular para mantener un nivel de dNTPs para la
reparacion del DNA. Hay un incremento en los niveles de transcrito de
RNR en la transicion G2/M que puede estar relacionada al requerimiento
de dNTPs para la sintesis y reparacion de DNA durante la fase pre-
mitotica (Chabouté et al., 1998).

E. Ensayo de toxicidad

No se observé una disminucion en la longitud de las raices de maiz
germinadas en presencia de los diferentes genotdxicos durante
diferentes tiempos como se esperaba en comparacién con ensayos de
toxicidad evaluados en A. thaliana (Menke et al., 2001; Culligan et al.,
2004; Cappadocia et al., 2010). Aunque el ensayo de longitud de la
radicula es un parametro de genotoxicidad, es menos sensible que un
ensayo bioquimico. A pesar de no detectar diferencias significativas en
la longitud de la raiz primaria, la inducciéon de los genes ZmRNR1 y/o
ZmTK1 para los distintos agentes nos permite afirmar que las
concentraciones empleadas provocaron dafios en el DNA de las células

de raiz.
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VIII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones

Tanto la via de novo como la del salvamento de sintesis de
nucleétidos participan de manera diferenciada para aportar dNTPs
requeridos en los procesos de sintesis y reparacion del DNA como

respuesta a diferentes tipos de estrés genotdxico en maiz.

Se establecid6 un modelo experimental que permitidé medir los
niveles de expresion de ambos genes en raices de maiz expuestos a los

agentes genotdxicos después de su germinacion.

El gen ZmRNR1 se induce a las 6 h en respuesta a estrés
genotéxico causado por zeocina, hidroxiurea y ciprofloxacino, a las 12 h
por hidroxiurea y a las 24 h por zeocina. El ciprofloxacino presenté

ligera induccién entre 6 y 24 h a diferentes concentraciones.

El gen ZmTK1 se induce a las 6 h Unicamente en presencia de

hidroxiurea, a las 24 h se induce por zeocina

Tanto la via de novo como la via de salvamento de sintesis de

nucledtidos se activan en respuesta de dafio al DNA en maiz.

No se observaron diferencias significativas en la longitud de las

raices germinadas en los diferentes agentes genotdxicos.
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Perspectivas

Cuantificar los niveles de transcritos por gqRT-PCR y asociarlos con

la magnitud del dafno al DNA.

Analizar la funcién de la TK de maiz mediante un ensayo de
complementacion en la TKla y TK1lb de Arabidopsis para evaluar su

similitud funcional.

Determinar mediante ensayos cometa la existencia de dafio en el
DNA por estos tres genotdxicos y deteccion de marcadores moleculares
como ATPARP1 y ATPARPZ2 asociados a la reparaciéon del dano al DNA de

plantas.
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X. ANEXOS

Tabla 6. Concentracion de RNA para la calibracion de las muestras de

zeocina.

Muestras de zeocina Concentracion (ng/ulL)

Control 3h 1038.0
10 uM 740.0
20 uM 1176.0
Control 6h 584.0
10 uM 417.7
20 uM 852.3
Control 12h 282.4
10 uM 1176.1
20 uM 886.4
Control 24h 2067.0
10 uM 587.7
20 uM 1829.5
Control 48h 530.7
10 uM 290.8
20 uM 282.3

Tabla 7. Concentracion de RNA para la calibracion de las muestras de
hidroxiurea.

Muestras de hidroxiurea Concentracion (ng/ulL)
Control 3h 292.0
0.25 mM 1716.4
0.50 mM 2021.1
Control 6h 1269.0
0.25 mM 435.8
0.50 mM 1091.7
Control 12h 1249.9
0.25 mM 886.1
0.50 mM 1489.4
Control 24h 1741.8
0.25 mM 639.1
0.50 mM 880.0
Control 48h 959.1
0.25 mM 922.2
0.50 mM 1171.8
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Tabla 8. Concentracion de RNA para la calibracion de las muestras de
ciprofloxacino.

Muestras de ciprofloxacino Concentracion (ng/uL)
Control 3h 366.5
1.0 uM 296.6
1.5 uM 289.9
Control 6h 1677.3
1.0 uM 2155.7
1.5 uM 274.1
Control 12h 688.0
1.0 uM 510.4
1.5 uM 354.1
Control 24h 2106.7
1.0 uM 2104.8
1.5 uM 1753.0
Control 48h 1093.8
1.0 uM 1537.5
1.5 uM 896.1
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Figura 26. Curva de calibracion del niumero de ciclos para el transcrito
de ZmTK1. La parte lineal se encuentra entre los 34 y 36 ciclos.
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