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RESUMEN

Las ADN primasas reconocen una secuencia especifica sobre una molécula
de ADN de cadena unica a fin de sintetizar los primers de ARN durante la
replicacion de la cadena discontinua. Arabidopsis thaliana codifica para un
ortologo de la ADN primasa helicasa del bacteriéfago T7 llamada AtTwinkle que
se localiza en cloroplastos y mitocondria. Aqui se reporta que AtTwinkle
sintetiza primers de ARN a partir de la secuencia 5'-(G/C)GGA-3' en la secuencia
templado. En esta secuencia, los nucleotidos subrayados son cripticos, es decir,
son esenciales para el reconocimiento del templado, pero no son transcritos
durante la sintesis del primer, en contraste a todas las primasas caracterizadas
a la fecha, la secuencia de reconocimiento por la AtTwinkle requiere de dos
nucleotidos (5'-GA-3") como elementos cripticos. La divergencia del dominio de
dedo de zinc (ZBD) del dominio de primasa, con respecto al ZBD de otras
primasas, puede ser el responsable de este tnico reconocimiento del templado.
Durante la sintesis de oligorribonucleotidos, AtTwinkle muestra una fuerte
preferencia por rCTP como su ribonucleo6tido inicial y una preferencia moderada
para rGMP o rCMP durante la elongacion. Los productos de ARN sintetizados por
AtTwinkle son usados eficientemente como primers por las ADN polimerasas de
organelos de plantas (POP "s). En suma, nuestros datos fuertemente sugieren que
AtTwinkle es la primasa responsable de sintetizar los primers durante la
replicacion de la cadena discontinua del ADN organelar en mitocondria y
cloroplasto de plantas siguiendo un mecanismo similar al de la replicacion de
genoma del bacteriofago T7. Este mecanismo contrasta a la replicacion de la
cadena discontinua durante la replicacion del genoma mitocondrial de metazoos
en la cual los transcritos son sintetizados por la ARN polimerasa y elongados por

al ADN polimerasa gamma.



ABSTRACT

DNA primases recognize single-stranded DNA (ssDNA) sequences to
synthesize RNA primers during lagging-strand replication. Arabidopsis thaliana
encodes an ortholog of the DNA primase-helicase from bacteriophage T7, dubbed
AtTwinkle, that localizes in chloroplasts and mitochondria. Herein we report that
AtTwinkle synthesizes RNA primers from a 5'-(G/C)GGA-3' template sequence.
Within this sequence, the underlined nucleotides are cryptic, meaning that they
are essential for template recognition but are not instructional during RNA
synthesis. Thus, in contrast to all primases characterized to date, the recognition
sequence by AtTwinkle requires two nucleotides (5'-GA-3') as a cryptic element.
The divergent zinc finger binding domain (ZBD) of the primase module of
AtTwinkle may be responsible to recognize this unique template sequence.
During oligoribonucleotide synthesis, AtTwinkle shows a strong preference for
rCTP as its initial ribonucleotide and a moderate preference for rGMP or rCMP
incorporation during elongation. RNA products synthetized by AtTwinkle are
efficiently used as primers for plant organellar DNAPs. In sum, our data strongly
suggest that AtTwinkle primes organellar DNAPs during lagging strand synthesis
in plant mitochondria and chloroplast following a mechanism that resembles
phage T7-replication. This mechanism contrasts to lagging-strand DNA
replication in metazoan mitochondria, in which transcripts synthesized by

mitochondrial RNAP prime mitochondrial DNAP v.
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I.- Introduccion

1.1 Enzimas de replicacion de ADN organelar

Los organelos son el producto de eventos endosimbioticos bacterianos
tempranos, sin embargo, analisis filogenéticos muestran que los genes de las
proteinas responsables de la transcripcion y replicacion mitocondrial en
humanos y levaduras comparten un origen filogenético con la maquinaria de
replicacion de los bacteriofagos T-impar [1-3].

Previamente se han caracterizado los mecanismos de replicacion del ADN
mitocondrial de humano y S. cerevisiae de la que se tienen descritas las enzimas
que actiian en este proceso. En el caso de plantas, especificamente de A. thaliana
se han descrito proteinas con funcion putativa a enzimas que participan en la
replicacion y que se encuentran localizadas a mitocondria y cloroplasto (Tabla
1).

Tabla 1. Enzimas que actuan en la replicacion mitocondrial de eucariotas

H. sapiens . cerevisiae A. thaliana Bacte??ofago

POLIA*

JDNA  Poly(POLG)  Poly (Mip)  (Atlg50840) 1 ](DN?)POI
p POLIB (At3g20540) &P

Primasa mtRNAP mtRNAP Twinkle* PrimHel
(POLRMT) (Rpo41) (At1g30680) (gp4)

Helicasa Twinkle i Twinkle* PrimHel

(PEO1) (At1g30680) (gp4)

Unioén a

cadena SSB (SSBP1) SSB (RIM1) SSB1* (At4g11060) SSB (gp2.5)

sencilla

*enzimas con funcion putativa no caracterizadas
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En el replisoma del bacteri6fago T7, tres de las proteinas codificadas por
el mismo y una proteina del hospedero coordinan la sintesis del ADN; la T7 ADN
polimerasa (T7 DNAP o gp5), la T7 primasa helicasa (T7 PrimHel o gp4), la
proteina de union a cadena sencilla (T7 SSB o gp2.5) [4, 5] y la tioredoxina de

Eschierichia coli (Fig. 1).

Primasa helicasa
gp4

Figura 1. El replisoma del bacteriéfago T7. Solo tres proteinas del bacteriéfago T7 son
necesarias para replicar su genoma de 40 kb. La primasa helicasa desdobla el ADN de cadena
doble y sintetiza los primers para que la ADN polimerasa pueda replicar la cadena mientras que

las SSB s evitan la formacion de estructuras secundarias en la cadena sencilla de ADN
1.2 Replicacion en organelos de plantas

Los genomas mitocondriales de plantas varian entre organismos de forma
significativa, abarcando desde 200 kb hasta 11 Mb en comparacion a los genomas
mitocondriales de metazoos y levaduras, los cuales van desde un rango de 16-20
kb y 30-90 kb, respectivamente [6, 7]. Una caracteristica compartida entre el

genoma mitocondrial de hongos y de plantas es la presencia de rearreglos de los
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genes codificados en este, aunque si bien el nimero de estos no varia de forma
significante (Fig. 2) [8], estas diferencias entre la estructura del genoma
mitocondrial de plantas y metazoos sugiere que la plantas pueden utilizar un
mecanismo diferente de replicacion para su ADN mitocondrial que puede estar

ligado a la recombinacion de ADN.

Tamafic Organismo Organizacion

040 4 :
6

0.3

0.22
Q.

-
0.19 :
o,mﬁ
0.16 ﬂ :

Figura 2. Comparacion en la estructura del genoma mitocondrial de metazoos y plantas. La
posicién relativa de los genes codificados en el ADN mitocondrial de metazoos no presenta una
variacion significativa en comparacion a la posicion de los genes codificados en el ADN
mitocondrial de plantas, en la cual organismos muy cercanos filogenéticamente presentan una

variacion significativa en el arreglo de sus genes.
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1.3 ADN primasas

Las primasas son enzimas que sintetizan cadenas cortas de ARN que son
usadas como primers o iniciadores por las ADN polimerasas en funcion de
polimerizar la cadena complementaria durante la replicacion del ADN [9]. En esta

tesis utilizo el termino primer en lugar de iniciador.

No existe una clasificacion universal para las ADN primasas, pero se han

establecido las diferencias entre las primasas virales, procariotas y eucariotas.

1.3.1 Primasas eucariotas v de arqueas

Las primasas eucariotas inician la sintesis de nuevas cadenas de ADN
mediante la sintesis de oligomeros de ARN (aproximadamente 8 a 12 nucleotidos)
sobre cadenas sencillas de ADN. Todas las ADN primasas eucariotas estan
compuestas de dos subunidades denominadas PriS y PriL (Fig. 3), Estas primasas
inician la sintesis de ARN sobre un templado de ADN de cadena sencilla que

contenga una pirimidina (T-C) [10].

1.3.2 Primasas de procariotas

Las primasas procariotas estan compuestas de una subunidad (Fig.
3), son capaces de sintetizar primers de hasta 20 nucleotidos y tienen la
caracteristica de reconocer una secuencia especifica de tres nucle6tidos dentro
de la cadena de ADN sobre la cual iniciar la sintesis de primers (Tabla 2) [11]. A
pesar de que las primasas de diversos procariotas comparten una similitud de

residuos muy alta, la secuencia que esta es capaz de reconocer es muy variada.

1.3.3 Primasas de bacteriofagos

Las primasas de bacteriofagos, en su gran mayoria, forman
complejos multiméricos de la misma subunidad (Fig. 3), esto se debe a que en
el mismo polipéptido contienen tanto actividad primasa como helicasa, en la
cual el dominio helicasa es responsable de esta multimerizacion. Al igual que
las primasas de procariotas, estas reconocen una secuencia especifica sobre el

templado de ADN con el fin de iniciar la sintesis de primers [12].
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Eucariota/Arquea

D)glel€} PriS-PrilL

Bacteridfago T7 Escherichia coli

Homo sapiens

5°-GTC-3’ 5-CTG-3’ Citosina o Timina

TOPRI TOPRIM DnaG Binding

Vai TOPRIM 2 GP4D Helicasa Zf .
MN DnaG Domain

Figura 3. Diferencias entre ADN primasas. Las ADN primasas son clasificadas dependiendo del
organismo al cual pertenecen, las cuales presentan caracteristicas Unicas; las primasas de
bacteri6fagos contienen en una solo subunidad actividad primasa y actividad helicasa y son
capaces de formar multimeros de hasta siete subunidades. Las primasas de procariotas estan
compuestas de una sola subunidad y de forma similar a las primasas de bacteri6fagos son
capaces de reconocer una secuencia especifica en una cadena de ADN. Las primasas de eucariotas
y arqueas estan compuestas de dos subunidades las cuales no pueden actuar por separado e

inician la sintesis de primers sobre una citosina o una timina.

Tabla 2. Secuencias de reconocimiento de diversas primasas

Organismo Secuen-ciell de Dimerlo Referencia
reconocimiento transcrito

Bacteriofago T7 5'-GTC-3' pPPAC [13, 14]

Bacteriofago SP6 5'-GCA-3' pppGC [15]

Bacteriofago T4 5'-GTT-3' pppAC [16]

Eschierichia coli 5'-CTG-3' PPPAG [6]
Staphylococcus aureus 5'-CTA-3' PPPAG [17]

Aquifex aeolicus 5'-CCC-3' prpGG [18]

15



1.4 La primasa helicasa organelar de Arabidopsis thaliana

La T7 primasa helicasa es una proteina modular que incluye un dominio
de primasa que sintetiza primers para la T7 ADN polimerasa que actiia en la
cadena discontinua y un dominio helicasa que desdobla el ADN de cadena doble

de forma procesiva [4, 19, 20].

El dominio primasa de la primasa helicasa del bacteriofago T7 pertenece a la
familia de las primasas procariotas que estan compuestas de una dominio de
polimerizacion de ARN (RPD) que cataliza la adicion de ribonucleotidos y un
dominio de dedo de zinc (ZBD) el cual esta involucrado en el reconocimiento de
ADN de cadena sencilla [9, 21].

Las proteinas organelares derivadas de los bacteriofagos T-odd han sufrido

cambios evolucionarios con respecto a las proteinas ancestrales de estos [22-24].

Un ejemplo de estos cambios ocurre en la ADN helicasa mitocondrial replicativa
TWINKLE (“T7 gp4-like protein with intra-mitochondrial nucleoid localization”)

de metazoos.

Las primasas procariotas reconocen una variedad de secuencias del templado de
ADN (Tabla 2). En una primasa, la identidad de la base central de una secuencia
de reconocimiento minima de tres nucleotidos determina la identidad inicial del
5'NTP, y la base 5' determina la especificidad de la incorporacion del 3' NMP [9,
25].

A pesar de la diversidad en reconocimiento de la secuencia de un templado de
ADN, en todas las primasas estudiadas hasta la fecha el nucle6tido 3' de la
secuencia del trinucleotido no es ftranscrita, pero es requerida para el

reconocimiento del templado, y por esta razon es llamada criptica.
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La proteina TWINKLE de metazoos carece de las cisteinas necesarias para la
coordinacion de zinc en la region homologa al ZBD de la T7 primasa y los
residuos de aminoacidos en la region parecida al RPD requeridos para la sintesis
de RNA [26, 27].

En metazoos, los transcritos generados por la ARN polimerasa mitocondrial son
usados como primers durante la sintesis de la cadena discontinua [27]. Por otro
lado los hongos carecen de un homologo de TWINKLE y los transcritos cortos
necesarios de ARN para la replicacion de la cadena discontinua pudieran ser por

la ARN polimerasa mitocondrial [22, 28-31].

Se ha predicho que TWINKLE tienen actividad tanto de primasa como de helicasa
en la mayoria de eucariotas, con excepcion de los metazoos donde solo es activa

como helicasa [1, 32].

El homologo de TWINKLE de la planta Arabidopsis thaliana (nombrada
AtTwinkle) es una proteina de 709 aminoacidos que es transportada a
mitocondria y cloroplasto debido a su secuencia N-terminal de sefalizacion dual
[33-36]. La region con actividad primasa predicha contiene los seis motivos
presentes en primasas procariotas. El motivo I corresponde al ZBD que es
necesario para el reconocimiento del templado [25], mientras que los motivos II
a VI estan localizados en el dominio RNAP. La caracterizacion in vitro de
AtTwinkle mostro que esta enzima tiene actividad de primasa y helicasa [33, 34,
371, sin embargo su templado de ADN de cadena doble preferido, su rol putativo
en la replicacion del ADN organelar o sus interacciones con las polimerasas

organelares de plantas permanecen sin conocerse.

17



II. OBJETIVOS

Determinar la secuencia de reconocimiento de la primasa helicasas de
Arabidopsis thaliana y evaluar la capacidad de esta para permitir la elongacion

mediante las ADN polimerasas organelares.

e Evaluar la capacidad de la ADN primasa helicasa para sintetizar productos
de ARN.

e Comparar la sintesis de oligorribonucleotidos por parte de AtTwinkle con
aquellos sintetizados por la primasa helicasa del bacteri6fago T7.

e Determinar las secuencias especificas sobre las cuales AtTwinkle es capaz

de realizar la sintesis de oligorribonucleotidos.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Clonacion de las ADN primasas

El marco de lectura abierto correspondiente al gen de AtTwinkle
procesado fue optimizado para su expresion en Escherichia coli y clonado en un
vector pUC19. Los marcos de lectura de la AtPrimHel (ANEXO I) y la AtPrim
fueron amplificados por PCR usando el vector de clonacion como templado. Los
productos de PCR de AtPrimHel y AtPrim fueron subclonados en un vector pET-
19b modificado entre los sitios de endonucleasa Ndel y BamHI. El vector pET-19b
modificado anade una etiqueta de nueve histidinas en el extremo N-terminal de
cada construccion. La etiqueta de histidinas puede ser removida con la adicion

de PreScission Protease®

El dominio de la primasa de la primasa helicasa del bacteriofago T7
(residuos 1-255) fue amplificado por PCR a partir del ADN genomico del
bacteriofago. El producto de PCR de T7Prim fue clonado en un vector pET-11b.

3.2 Expresion y purificacion de primasas

AtPrimHel y AtPrim fueron expresadas en la cepa de E. coli BL21 (DE3) a
21°C en medio Luria Bertani suplementado con 0.1 mM de ZnCl, y 100 png/ml de
ampicilina. Cuando el cultivo alcanzo una densidad optica de 0.6 a 0.8 A600 la
expresion de proteina fue inducida mediante la adicion de 1 mM de IPTG y lo

cultivos fueron incubados por 12 h.

Los cultivos fueron centrifugados y resuspendidos en 30 ml de buffer A
(20 mM Tris-HCl pH 7.5 y 500 mM NaCl) y se incubaron en presencia de 0.2 mg/ml
de lisozima a 4 ‘C durante 30 minutos; posteriormente se sonicaron a una
frecuencia de 30 pulsaciones por minuto. El lisado celular fue clarificado por
centrifugacion a 18,000 RPM, el sobrenadante filtrado en una membrana de 0.45
pm y cargado en una columna de afinidad a niquel HisTrap® 1ml ff. La proteina

fue lavada dos veces con buffer A suplementada con 20 y 45 mM de imidazol.
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Finalmente, la proteina fue eludida de la columna de niquel con buffer A +
500 mM de imidazol, la elucion fue dializada en buffer B (25 mM Tris-HCI pH 7.5,
25 mM NaCl y 10% glicerol) durante toda la noche. La proteina dializada fue
cargada en una columna de heparina HiTrap® HP y lavada con 100 ml de un
gradiente lineal de 0 a 1 M de NaCl. Las fracciones que contenian proteina pura
fueron mezcladas, concentradas y dializadas en buffer C (25 mM Tris-HCI pH 7.5,
300 mM NacCl, 20% glicerol, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT) durante toda la noche.

Como ultimo paso, la proteina fue cargada en una columna de exclusion
molecular Superdex 75 10/300, en el caso de AtPrim, y en una columna Superdex
200 10/300 para AtPrimHel; la columna fue previamente equilibrada con buffer
C. la proteina fue eluida con un flujo isocritico de buffer C y las fracciones que
contenian proteina pura fueron mezcladas y dializadas en buffer D (25 mM Tris-
HCl pH 7.5, 50 mM NacCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT, 50% glicerol) y almacenadas
a-20°C

T7prim fue expresada en la cepa de E. coliBL21 (DE3) a 37°C en medio Luria
Bertani suplementado con 100 png/ml de ampicilina. Cuando el cultivo alcanzo
una densidad oOptica de 0.6 a 0.8 A600 la expresion de proteina fue inducida

mediante la adicion de 1 mM de IPTG y lo cultivos fueron incubados por 4 h.

El cultivo celular fue centrifugado y resuspendido en 30 ml de buffer Al
(25 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM de NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF),
posteriormente se sonicaron sonicado a una frecuencia de 30 pulsaciones por
minuto. El lisado celular fue clarificado por centrifugacion a 19,000 RPM durante
30 min, se midi6 el volumen del sobrenadante y se agreg6 sulfato de amonio a
60% de saturacion en agitacion durante 30 min a 4 C y se centrifugo a 12500
RPM durante 20 min. El pellet de sulfato de amonio fue resuspendido en 200 ml
de buffer A2 (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF) y
centrifugado para remover particula, la muestra se cargd en una columna con
DEAE previamente equilibrada con buffer A2 y la proteina eluida con un

gradiente linear de NaCl de 0 mM a 1 M, las fracciones que contenian proteina

20



fueron mezcladas y precipitadas con sulfato de amonio a 65% de saturacion. El
pellet de sulfato de amonio fue resuspendido en 160 ml de buffer A2 y cargada
en una columna de heparina HiTrap® Heparin HP 5 ml y la proteina fue eluida
conun gradiente de NaCl de 50 mM a 1 M, las fracciones con proteina pura fueron
mezcladas y precipitadas con sulfato de amonio a 65% de saturacion. El pellet de
sulfato de amonio fue resuspendido en 5 ml de buffer Al y la proteina fue carga
en una columna Superdex 200 10/300 GL previamente equilibrada con buffer
Aly eluida con un flujo isocritico del mismo buffer, las fracciones que contenian
proteina pura fueron combinadas y concentradas, se afadio un volumen de

glicerol 100% y se almaceno a -20 °C.

3.3 Reaccion de sintesis de oligorribonucleotidos dirigida por el templado

Se ensayaron reacciones de primasa en un buffer que contiene 40 mM Tris-
HCI pH 7.5, 100 mM glutamato de potasio, 10 mM MgCl, y 10 mM DTT. Las
reacciones de primasas contenian 100 pM del NTP indicado a 10 pCi de [o-*P]-
NTP (3,000 Ci/mM). Después de un tiempo de incubacion de 60 min a 30 °C, las
reacciones fueron terminadas mediante la adicion de buffer de carga (95%
formamida, 25 mM EDTA, 0.1% xileno cianol) y los productos de la reaccion
fueron separados en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 27%
conteniendo 3 M de urea. Cada reaccion de primasa contenia diversas cantidades
de proteina recombinante o templado de ADN de cadena sencilla como se indica
en el pie de figura. Los productos radioactivos fueron visualizados usando un

equipo de fosforoimagen Storm 860.

Para determinar la cantidad molar de oligorribonucleotidos sintetizados por las
primasas de T7 y A. thaliana, el sustrato radioactivo y los primers sintetizados
fueron cuantificados con ImageQuant®. La intensidad procesada fue sujeta a la

siguiente ecuacion, previamente derivada por otro grupo [30]

ARNgorqr(uM) = * [ATP]

R+A
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Dentro de esta ecuacion, R se refiere a la intensidad de lavanda observada para
cada oligorribonucleotido, A es la intensidad del ATP marcado radioactivamente
y [ATP] se refiere a la concentracion micromolar del ATP (marcado y sin marcar).
La cantidad molar de los productos de ARN es obtenida mediante la division del

numero de ATP s en la cadena de ARN.

3.4 Reconocimiento de secuencia

Para determinar la secuencia del trinucleotido sobre la cual la primasa era
capaz de comenzar la sintesis de primers se us6 una reaccion primasa estandar
y se probaron las 64 combinaciones posibles de tres nucleotidos con

oligonucleotidos sintéticos, usando ATP, CTP, GTP y UTP marcados con a-**P.

3.5 Reaccion de extension por ADN polimerasas

Una reaccion de 10 pl conteniendo 40 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM MgCl,, 5
mM DTT, 100 mM glutamato de potasio, 25 ng/ml BSA, 150 nM de primasa, 10
pM de templado, 0.1 mM rNTPs, 0.2 mM dNTPs, y concentraciones crecientes de
AtPolIA exo-, AtPolIB exo-, KF exo- de E. coli, y T7 ADN polimerasa. La reaccion
fue incubada 60 min a 37 °C y terminada con la adicion de buffer de carga. Las
muestras fueron separadas en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 22%

con 3 M de urea y los productos visualizados mediante fosforoimagen.
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IV. RESULTADOS

4.1 AtTwinkle es una primasa helicasa conservada en la evolucion

Analisis computacionales predicen que la proteina codificada en el nucleo
AtTwinkle es procesada en el residuo 91 durante su translocacion a los organelos
[33]. Los residuos correspondientes a la proteina procesada solo tienen un 22%
de identidad en aminoacidos en comparacion con la primasa helicasa del
bacteriofago T7. A pesar de la limitada identidad en aminoacidos, AtTwinkle
conserva la mayor parte de los residuos cataliticos; contiene cuatro cisteinas
conservadas en su extremo amino terminal que se predice coordinan aun atomo
de Zn* y los aminoacidos que conforman el dominio de RNA polimerasa y el
dominio de ADN helicasa (Fig. 4).

T7 Primase-Helicase (gp4)

PRIMASE

w M R lAP \ ] HELICASE

10 57 69

AtTwinkle (At1g30680)

}%S &a

T mT
1 91 110 190 201

HsTwinkle (PEO1)
| RNAP HELICASE
1 43 215 335 374 684

Figura 4. Representacion esquematica de la primasa helicasa del bacteriofago T7 en
comparacion a la proteina twinkle de Arabidopsis y humano. La T7 primasas helicasa contiene
los seis motivos conservados para la actividad primasa. El motivo I esta localizado en el ZBD y
los motivos II a VI en el dominio RNAP. AtTwinkle conserva estos motivos y contiene una
secuencia extra en el extremo amino terminal (residuos 1 a 91) que contienen la sefal de
localizaciéon dual organelar. La proteina TWINKLE de humanos contiene una secuencia de
seflalizacion a mitocondria en su extremo N-terminal, pero carece de los dominios ZBD y RNAP

funcionales.
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Un analisis filogenético usando las primasas helicasas encontradas en
bacteriofagos, plantas, y metazoos indica que las primasas helicasas de plantas

son las mas cercanas filogenéticamente a las primasas helicasas de los

bacteriofagos T-impar (Fig. 5).
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Figura 5. Analisis filogenético entre primasas helicasas de bacteri6fagos, plantas y metazoos.

El arbol filogenético muestra que las primasas helicasas de plantas y bacteriofagos comparten
una relaciéon evolucionaria mas cercana entre ellos que entre metazoos.

Las cisteinas involucradas en la coordinacion del metal estan presentes en
plantas verdes y algas y estan ausentes en TWINKLE de metazoos, que también
presentes sustituciones de los residuos cataliticos putativos del dominio RPD
(Fig. 6) [2]. Las principales diferencias entre los motivos conservados de las
primasas helicasas de las plantas verdes y los bacteriofagos T-impar reside en la
longitud y secuencia de sus respectivos ZBD. En plantas verdes, el ZBD es en

promedio 10 aminoacidos mas largo que sus contrapartes en bacteriofagos (Fig.
6).
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Figura 6. Logo de la region correspondiente al ZBD entre plantas, metazoos y bacteriofagos.
La principal diferencia entre las primasas de bacteri6fagos y las de plantas yacen en la longitud
del ZBD, el cual es aproximadamente 15 aminoacidos mas larga en plantas, mientras que en

metazoos esta regi(')n no se encuentra conservada

Un alineamiento entre las regiones primasa de AtTwinkle y la primasa helicasa
del bacteriéfago T7 muestra que ambos conservan los seis motivos requeridos
para la actividad primasa y que los aminoacidos cataliticos se encuentran

conservados en ambos (Fig. 7)
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Figura 7. Alineamiento estructural del dominio primasa de AtTwinkle y T7 gp4. Se construyo
un alineamiento entre las primasas del bacteriofago T7 y la proteina Twinkle de A. thaliana en la
cual se resaltan los motivos necesarios para la actividad primasa y se muestran los aminoacidos

conservados que se conocen participan durante la formacién de los primers.

25



Un modelo de homologia del dominio de primasa, en comparacion con la
estructura cristalina de la primasa del bacteriofago T7, que incluye los dominios
ZBD y RPD [21, 38, 39] predice que el dominio de primasas de AtTwinkle seguiria
un arreglo estructural similar al de la primasa helicasa de T7 e ilustra la posible
coordinacion del atomo de Zn* mediante las cisteinas conservadas en su ZBD
(Fig. 8).

Figura 8. Modelo de homologia del dominio primasas de AtTwinkle. El dedo de zinc esta
coloreado en azul y el dominio RNAP en rojo. Las cisteinas conservadas que coordinan el atomo

de zinc estan representadas en forma de esferas y barras; el atomo de zinc se muestra en rosa.
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4.2 AtTwinkle presenta baja actividad en un templado con el sitio de

reconocimiento de la primasa del bacteriofago T7

Para elucidar bioquimicamente la secuencia de reconocimiento en un
templado de ADN de cadena sencilla por parte de AtTwinkle, disenamos dos
construcciones, una en la que la proteina contiene los dominios tanto de primasa
como de helicasa (residuos 92 a 709) y otra que solo contiene el dominio de
primasa (residuos 92 a 410). De aqui en adelante estas construcciones se
denominaran AtPrimasa-Helicasa y AtPrimasa respectivamente. Ambas proteinas
recombinantes fueron purificadas hasta la homogeneidad después de 3 pasos
cromatograficos con niveles similares de pureza que la primasa recombinante
del bacteriofago T7 (residuos 1 a 262) usada como control durante este estudio
(Fig. 9).

MW AtP AtP-H T7P
kDa _

85 -
70 -

50 -
40 -

30 -

1 2 3 4

Figura 9. Purificacion de proteinas recombinantes. El peso molecular teérico esperado para la
AtPrimasa, AtPrimasa-Helicasa y T7 primasa son 36, 70 y 28 kDa, respectivamente. Muestras de
proteina purificada fueron corridas en un gel de SDS-poliacrilamida al 12% y tenido con azul

brillante Comassie. Estas proteinas migran cerca de su masa molecular tedrica esperada.
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Caracterizaciones previas de AtTwinkle indicaron que esta proteina es
activa sobre un templado del plasmido M13 de cadena sencilla [33, 37]. Para
analizar si nuestra proteina recombinante presenta sintesis de
oligorribonucleotidos usamos un heptaoligonucleotido aleatorizado como
templado de ADN de cadena sencilla y ensayos los fragmentos AtPrimasa y T7
primasa. Usamos un oligonucleotido aleatorizado para evitar cualquier sesgo en
las diferentes combinaciones de la secuencia del templado que pueden ocurrir

en la secuencia de nucleotidos fija del templado de M13.

El producto mas abundante sintetizado por la T7 primasa a partir de su
secuencia de reconocimiento minima, 5'-GTC-3', es el dirribonucledtido 5'-
PPPAC-3' [25]. En este sitio de reconocimiento minimo, la citidina 3" es criptica,
la timidina central conduce la union del 5" ATP inicial y la guanosina 5' es usada

como templado para la incorporacion del 3' CMP [25].

La T7 primasa genera un producto que migra en el mismo peso molecular
cuando las reacciones fueron etiquetadas con a-**P rCTP o o-**P-rATP, sugiriendo
que este producto corresponde al dirribonucleotido 5'-pppAC-3' (Fig. 10 carriles
7 a 10). Sobre la base de un experimento control usando un templado sintético
que contienen la secuencia 5'-GTC-3', inferimos que el principal producto de la
T7 primasa presente en el heptametro aleatorizado es de hecho el

dirribonucleotido 5'-pppAC-3’.

Un experimento similar fue realizado con la AtPrimasa recombinante, pero
con la adicion de o-*P rATP, a-**P rCTP y a-**P rGTP como ribonucleotidos
etiquetados. En presencia de ATP radioactivo, solo una banda de producto tenue
es observada en comparacion a la reaccion control cuando se anade AtPrimasa
(Fig. 10, carriles 1 y 2). Sin embargo, en presencia de CTP o GTP marcados
radioactivamente, AtPrimasa cataliza la sintesis de oligorribonucleotidos
mayores a 5 bases. Una fuerte sefial correspondiente a la migracion de un
dirribonucleétido se observa cuando solo CTP es usado como marca radioactiva,

sugiriendo que la identidad de este producto es 5-pppCC-3' (Fig. 10, carriles 4 a
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8). Dado que ATP no es eficientemente incorporado por la AtPrimasa, un
templado de timidina puede no ser parte de la secuencia templado reconocida
por AtTwinkle. Por otro lado, CTP y GTP son incorporados en productos de ARN,
estos datos son intrigantes puesto que debido a la cerca relacion filogenética
entre primasas helicasas de bacteriofagos y plantas, esperabamos una

conservacion en su templado de reconocimiento.

AtPrimase T7Primase
o-*P NTPA C G A C
-t -+ -+ -+ -+
i ™ - :
;; : ~ :4mer
- ' - - iy - 3 Mer

123456 78910

Figura 10. Sintesis de oligorribonucleotidos en un templado heptameérico aleatorizado por la
AtPrimasa y la T7 primasa. La presencia oligorribonucleétidos en las reacciones primasa de la
AtPrimasa y la T7 primasa indican la actividad de ambas proteinas recombinantes. AtPrimasa
muestra productos de ARN en reacciones marcadas con o-**P rCTP y o-**P rGTP, y T7 primasa

muestra productos en o-**P-rATP y a-**P rCTP.
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A fin de identificar directamente los ribonucle6tidos sintetizados por
AtPrimasa-Helicasa, elucidamos la identidad de los ribonucle6tidos sintetizados
en los extremos 5'y 3' mediante la medicion de la incorporacion de los productos
de ribonucleotidos radioactivos en reacciones individuales usando cada uno de
los cuatro en presencia de los otros tres restantes rNTPs no radioactivos y un
tratamiento con fosfatasa alcalina posterior. Dado que la fosfatasa alcalina
remueve el 5' trifosfato, el inico producto radioactivo corresponde al segundo o
tercer enlace fosfodiéster. En este experimento, fuertes bandas de productos
fueron observadas solamente en presencia de a-*’P rCTP indicando que CMP es el

principal ribonucleo6tido en la posicion 3' (Fig. 11, carril 3).

C Xppp &'
5 GXX 3

@] U G C A
NTP G

tetramer
trimer

dimer

Figura 11. Identificaciéon del nucleétido 3' sintetizado por AtPrimasa-Helicasa sobre M13. La
identidad de cada uno de los cuatro a-**P rNTPs es indicada, el resto de rNTPs sin marcar fueron
incluidos en la reaccién. Después de una incubacién durante 30 minutos, los productos fueron

tratados con fosfatasa alcalina para eliminar la etiqueta correspondiente al nucleotido 5'.
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La elucidacion de CMP como el nucledtido preferido en la posicion 3'
permite la identificacion del ribonucleotido 5' mediante la extension por parte
de la primasa en presencia de cada uno de los cuatro rNTPs no marcados
radioactivamente en presencia de rCTP radioactivo; sorprendentemente, los
productos marcados radioactivamente estaban presentes en los cuatro rNTPs
(Fig. 12), sugiriendo que cuando rCTP es incorporado en la posicion 3', AtTwinkle

no es selectiva para la identidad del ribonucleotido 5'.

CGACpp O
5' G (c>T>6>A) X 3
?P] U G C A

1 2 3 4

Figura 12. Identificaciéon del nucleétido 5' sintetizado por AtPrimasa-Helicasa sobre M13.
Conociendo que el nucleotido en la posicion 3' es rCTP, en este experimento a-**P rCTP y solo el

rNTP indicado fueron utilizados en una reaccién de primasa y fueron tratados con fosfatasa

alcalina y visualizados en un gel de poliacrilamida al 27%.
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4.3 AtPrimasa-Helicasa sintetiza ribonucleotidos mayores a 4 nts sobre 4 de

64 trinucleotidos

Para elucidar precisamente la identidad del trinucle6otido que es
reconocido por AtTwinkle, usamos un arreglo de 64 oligonucledtidos que
corresponden a todas las posibles combinaciones de tres nucleotidos. Ensayamos
reacciones de sintesis de oligorribonucleotidos etiquetados ya sea con a-**P-rATP,
a-**P rCTP, a-**P rGTP o a-**P UTP. Estos experimentos muestran que AtTwinkle
emplea eficientemente 5'-GGA-3' como la secuencia del trinucleotido preferido
durante la sintesis de oligorribonucleotidos. Un resumen condensado de estos
experimentos se muestra en la (Fig. 13, 14 y 15). En este experimento, la base
central de la secuencia del trinucleotido sirve como templado para el a-**P rNTP
correspondiente. Este experimento muestra que AtTwinkle utiliza la secuencia
5'-GGA-3' para sintetizar productos mayores que 4 oligorribonucleotidos (Fig. 13
rCTP, carril 3) y en menor grado, extiende los trinucleotidos 5'-GTA-3"y 5'-CCC-
3" (Fig. 13 rATP, carril 4 y figura 14 rGTP, carril 6). Los productos de reaccion
correspondientes a los dirribonucleotidos 5'-pppAC (Figura 13 rATP, carriles 3
y 7), pppCC (Fig. 13 rCTP, carril 7), pppGC (Fig. 14 rGTP, carriles 3, 7, 11 y 15)
y pppUC (Fig. 14 UTP, carril 7) son abundantes, sin embargo, estos

ribonucleotidos no son convertidos a oligbmeros mas largos.

Una comparacion de la migracion de los productos de ARN en los
templados 5'-GTA-3"'y 5'-GGA-3' (Fig. 13 rATP, carril 3 y Fig. 13 rCTP, carril 2)
muestra que sus productos migran a la misma masa molecular, esta observacion
sugiere que en el templado 5'-GGA-3' existen dos bases que no estan siendo
transcritas hacia un oligorribonucleotido, puesto que AtTwinkle esta
sintetizando el dirribonucleotido 5'-pppCA y no 5'-pppCC como deberia de

esperarse.
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Figura 13. Sintesis de oligorribonucleotidos por AtPrimasa-Helicasa en 64 secuencias de
trinucleétido marcados con a-**P-rATP, a-**P rCTP. Se probaron las 64 combinaciones posibles
de tres nucledtidos en un templado sintético. El ribonucle6tido complementario a la base central
de trinucleotido dicta la identidad de los productos marcados radioactivamente. La extension de
los oligorribonucle6tidos ocurre via el reconocimiento de siete timidinas después del triplete. Las

reacciones contienen 5 pM de templado sintético y 2 utM de Enzima.
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Figura 14. Sintesis de oligorribonucleotidos por AtPrimasa-Helicasa en 64 secuencias de

trinucledtido marcadas a-**P rGTP o a-**P UTP. Se probaron las 64 combinaciones posibles de

tres nucleotidos en un templado sintético. El ribonucle6tido complementario a la base central de

trinucleo6tido dicta la identidad de los productos marcados radioactivamente. La extension de los

oligorribonucle6tidos ocurre via el reconocimiento de siete timidinas después del triplete. Las

reacciones contienen 5 UM de templado sintético y 2 pM de Enzima.
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Figura 15. Cuant

trinucleétido sobre el cual AtTwinkle presentaba una preferencia. La intensidad relativa esta determinada con la intensidad integrada

en escala de grises de la suma de todas las bandas que aparecen en el carril del trinucle6tido correspondiente.
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Para evitar el sesgo de utilizar solo un NTP marcado para la reaccion de primasa
en grupos de 16 oligonucleotidos, se decidio realizar un experimento expandido
en el cual los 64 oligonucleotidos fueron marcados con los cuatro NTPs

radioactivos de forma individual (Fig. 16 y 17).

o-*2P rATP

a-*2P rCTP

3'5p 35p
5 rrrrrrr X X X v 3 5 rrrrrre X X X e 3
_A_C G T A c G C G T A C G
12345 6 7 891011121314151612 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516 1234
ACGTAC GTACGT ACGTACG TAC GT ACGT ACGT s e
® .
P -
©
pr =
-
\ 5
- - &S -
weaw e » - -

123456789 123456789
ACGTACGTA CGTACGT A CGTACGTACGTACGT

L2 ) AT s

Figura 16. Reaccion de 64 oligonucledtidos marcadas con o-*P-rATP y o-**P rCTP. Las 64
combinaciones posibles de tres nucleétidos fueron ensayadas con AtPrim y marcadas de forma
individual tanto con a-**P-rATP como con a-**P rCTP. La cantidad de primasa usada fue de 2 uM,
con 5 pM del oligonucle6tido correspondiente (ANEXO III), resueltos en un gel de 27% de
acrilamida y 3M urea.
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a-32P rGTP a-32P UTP
35p 35p
5" rrrrrrr X X X rrrrrer 3 5 e X X X orrrrrrr 3
A C A C
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C Gi T
3456 7 8 01011 1213141516

123 456 7 8 91011 121314151612 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516
ACGTACGTACGTACGTAC GTACGTACGTACGT

2
GTAC GTACGTACGTACGT

2345678 9101112131415161 2 3 4 5 6 7 8 910111213141516
CGTACGT ACGTACGT ACGT ACGTACGTACGT

> =

Figura 17. Reaccion de 64 oligonucleotidos marcadas con a-**P-rGTP y o-*P UTP. Las 64
combinaciones posibles de tres nucleétidos fueron ensayadas con AtPrim y marcadas de forma
individual tanto con a-**P-rGTP como con a-**P UTP. La cantidad de primasa usada fue de 2 nM,
con 5 uM del oligonucleotido correspondiente (ANEXO III), resueltos en un gel de 27% de

acrilamida y 3M urea.

Una comparacion directa entre el patron de migracion de los productos de
ARN sintetizados por la AtPrimasa y la T7 primasa sobre el templado sintético
que contiene la secuencia 5-GGA-3'y 5'-GTC-3', respectivamente, muestra que
los ribonucleotidos sintetizados comparten el mismo patron y que AtTwinkle es
una ADN primasa eficiente con activada catalitica comparable a la T7 primasa
(Fig. 18).

37



El patron de migracion de los oligorribonucledtidos sintetizados es
independiente de la identidad del a-*P rNTP etiquetado. Este experimento aporta
mas evidencia de que AtTwinkle reconoce dos nucleotidos, 5'-GA-3', como
elemento criptico y comienza la sintesis de oligorribonucle6tidos con 5' rCTP

como el NTP inicial.

AtPrimase T7 Primase

aP NTP A C A C
@  pACAAAAAAA
PCAAAAAAA - @»  PACAAAAAA
pCAAAAAA pACAAAAA
End -
pCAAAAA P pACAAAA
pCAAAA == @  PACAAA
PCAAA W™ @ PACAA
pCAA - - pACA
PCA - . pAC
-
ACp 5' a »- CAp5'
5' T(6)TGGAT 12 34 5' T(6)TGTCTy

Figura 18. Comparacion directa de la sintesis de ribonucleodtidos entre la AtPrimasa y la T7
primasa. Un gel de secuenciaciéon mostrando el patrén de migracion de los productos de ARN
sintetizados por la AtPrimasa y la T7 primasa ensayados sobre un templado que contienen las
secuencias de reconocimiento 5-GGA-3'y 5'-GTC-3" en un templado de ADN de cadena sencilla.
En el caso de la T7 primasa, el producto de ARN con migracion mas baja corresponde al
dirribonucleotido 5'-pppAC (carriles 3 y 4) que es extendido hasta nueve ribonucleotidos de
acuerdo al templado de timidinas. En AtPrimasa (carriles 1 y 2) el producto con migracién mas
baja corresponde al dirribonucleotido 5'-pppCA que es extendido con AMP siguiente el templado
de timidinas. Los productos de reaccion fueron marcados con a-**P-rATP (carriles 1 y 3) y a-*P
rCTP (carriles 2 y 4). Las reacciones de primasas fueron hechas con 5 nM de templado sintético

y 1 uM de AtPrimasa y T7 Primasa.
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4.4 AtTwinkle reconoce 5'-GA-3' como bases cripticas

Para finalmente corroborar la caracteristica unica de reconocimiento del
templado por parte de AtTwinkle, comparamos la sintesis de ribonucleotidos de
la AtPrimasa usando la secuencia 5'-GGA-3' y secuencias ya caracterizadas que
son reconocidas por diversas primasas usando ribonucle6tidos marcados

independientemente (Fig. 19 carriles 5 y 6)

S. aureus  A. aeolicus Bacteriophage  E. coli
T7

No enzyme 5TnGGATm3'  5TeCTATw3' 5TwnCCCTw3' 5TnGTCTw3' 5TnCTGTn3'
pCAAAAAAA

pCAAAAAA
pCAAAAA

-~
pCAAAA -
pCAAA -

pCA

=P [NTP]

123 4 5678 9101112 13 141516 17181920 2122 23 24

Figura 19. AtPrimasa reconoce un trinucleotido de reconocimiento novedoso. Sintesis de
oligorribonucle6tidos por la AtPrimasa sobre templados sintéticos con las secuencias de
reconocimiento canoénicas para las primasas de S. aureus, A. aeolicus, Bacteridfago T7 y E. coli en
comparaciébn con la secuencia 5'-GGA-3'. Los productos de ARN fueron marcados
independientemente con a-**P-rATP, a-**P rCTP, a-**P rGTP o a-**P UTP. Las identidades de los
productos de ARN estan indicadas en el gel. Las reacciones contenian 5 ptM de templado sintético

y 2 1M de AtPrimasa.
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El experimento confirma la identidad de que el primer ribonucleo6tido
sintetizado es 5'-pppCA y que es extendido hasta nueve ribonucleotidos
siguiendo el templado de timidinas (Fig. 19, carriles 5 a 8). Este experimento
muestra que en la secuencia de reconocimiento de la T7 primasa, AtTwinkle
sintetiza el ribonucleo6tido 5'-pppAC que no es extendido posteriormente (Fig.
19, carriles 17 a 20). De forma interesante, la sintesis de oligorribonucleo6tidos
usando la secuencia de reconocimiento de la primasa de A. aeolicus (5'-CCC-3")
solo es observada cuando es marcada con a-**P rGTP (Fig. 19, carriles 13 a 16).
Dado de que templado 5'-CCC-3' contiene siete timidinas que son
complementarias para adeninas, la ausencia de un producto de ARN en presencia
de ATP marcado indica que se esta sintetizando poli-rG mediante un proceso
iterativo, este proceso se asemeja a la sintesis de ARN abortiva iterativa por las

ARN polimerasas bacterianas [40, 41].

Con el fin de evaluar las dos bases cripticas del sitio de reconocimiento de
AtTwinkle, ensayamos sobre oligonucleotidos en los cuales, sistematicamente, se
modifico la adenina 3' y la guanosina central, las cuales fueron marcadas con los
cuatro NTPs radioactivos (Fig. 20). La sustitucion de cualesquiera de las dos bases
cripticas por cualquier otra base resulto en una disminucion considerable de la
sintesis de ribonucleotidos (Fig. 20, carriles 1 a 12). En el experimento de sintesis
de oligorribonucleotidos en el cual la adenina 3' fue modificada, se observo una
débil formacion de productos de ARN mayores a 4 nts cuando el templado
contienen la secuencia 5-GGG-3' y solo cuando CTP es usado como etiqueta
radioactiva (Fig. 20, carril 6). La ausencia de productos radioactivos en las
reacciones etiquetadas con ATP, indican que AtTwinkle interactua con las
secuencias homopoliméricas 5'-CCC-3' o 5'-GGG-3' en un proceso que dirige la
sintesis iterativa de poli-rG o poli-rC. Este experimento indica que la identidad
de la adenina 3' y la guanosina central son esenciales para la sintesis eficiente de

ribonucleotidos.
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ACp 5
5TTTTTTTGGATTTTTTT 3

T(7\GGXT(7)  Consensus  T(T)GXAT(7)
[ 1 [ | 1
5TnGGTTn3'  5'TyGGGTH3' 5'TmGGCTm3' 5TymGGATH3'  5TyGTATH3'  5TmGCATm3' 5'TinGAAT )3

12 34 5678 9101112 13141516 17181920 21222324 25262728

Figura 20. Fl reconocimiento del templado requiere del par criptico 5'-GA-3'. La identidad de
la guanosina o adenina criptica en el par 5-GA-3' son necesarias para la sintesis de
oligorribonucleétidos. La sintesis de oligorribonucle6tidos disminuye cuando la adenina criptica
(carriles 1 a 12) o la guanosina (carriles 17 a 28) del par 5'-GA-3' son modificadas con cualquier

otro ribonucleétido. Los productos fueron marcados de forma independiente con los cuatro
nucleotidos radioactivos. Un experimento control con el trinucle6tido canodnica 5'-GGA-3'

(carriles 13 a 16) se presenta y se identifican los productos de ARN que sintetiza.
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4.5 AtTwinkle presenta baja selectividad para el ribonucleotido 3' después del

trinucleotido de reconocimiento

Modificando la identidad de la base 5'-G en la secuencia 5'-GGGA-3' resulta en
una secuencia de ADN de cadena sencilla que no es instruccional para la sintesis
de primers por AtTwinkle. (Fig. 13 carriles 9 a 12), en suma, estos resultados
indican que la identidad del 5' rNTP durante la sintesis de ribonucleotidos por
AtTwinkle es CTP y que dos bases cripticas son requeridas para el
reconocimiento del templado. Para probar la preferencia de incorporacion del 3'
NMP se us6 un templado sintético que contiene la secuencia 5'-XGGA-3' en el cual
X corresponde a cualquiera de los cuatro dNTPs que fueron variados en el
templado. Una examinacion de los productos de extension por la AtPrimasa
cuando dCMP o dGMP se encuentran en la posicion 5' antes de la secuencia de
reconocimiento GGA indica que la sintesis de ribonucledtidos es

aproximadamente la misma (Fig. 21).
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Figura 21. AtTwinkle no es selectiva para la incorporacion de la base 3'. AtTwinkle presenta

una preferencia para CTP como el NTP 5', para evaluar la especificidad de la base en el extremo

3", la identidad de templado 5'-XGGA-3' fue variada con cada uno de los cuatro de

desoxirribonucleotidos. Las reacciones de sintesis de ribonucleotidos fueron marcadas con a->°P-
rATP (A) o a-**P rCTP (B), la identidad de la base variada en el templado fue adenina (carril 1),

citosina (carril 2), guanosina (carril 3) o timidina (carril 4). La identidad de los productos se

indica en el gel.
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En comparacion, la sintesis de ribonucleotidos decae cuando dAMP y dTMP
se encuentran en esta posicion del templado. Nuestros datos sugieren que
cuando “G” es la base del 5' después del dinucle6tido criptico, AtTwinkle usa 5'-
GGGGA-3'y 5'-CGGGA-3' como templado; al mismo tiempo, usa 5-TGGGA-3'y 5'-
AGGGA-3' en menor medida. Esta carencia de selectividad para la incorporacion
del ribonucledtido 3' contrasta con la selectividad de la T7 primasa que

preferencialmente se une a CTP en el dominio de unién del RNAP [25].

4.6 AtTwinkle realiza la sintesis de ribonucleotidos de forma eficiente

A fin de comparar la actividad enzimatica de AtTwinkle y la T7 primasa,
se ensayo la sintesis de ribonucleotidos con varias concentraciones de AtPrimasa
(100 a 800 nM) sobre cuatro templados 5-GGGA-3", 5'-GGA-3", 5'-GTA-3", 5'-GTC-
3" en comparacion a la actividad presente por la T7 primasa con concentraciones
desde 6.25 a 400 nM en la secuencia canonica 5'-GGGTC-3'. A una concentracion
de 6.25 nM de T7 primasa la cantidad de productos de ARN sintetizados son
comparables a los producidos con 800 nM de AtPrimasa (Fig. 22, carriles 2 y 17).
Sin embargo, es interesante notar que AtPrimasa a una concentracion de 100 nM
sintetiza cantidades similares de un tetrarribonucleotido que la sintetizada por
T7 a 200 nM (Fig., 22, carriles 3 y 15). Estos datos indican que la AtPrimasa es
eficiente para la sintesis de productos de ARN de entre 3 y 5 ribonucleotidos.
Una cuantificacion de la canci4tda de oligorribonucleotidos sintetizados por la
T7 y At Primasas a una concentracion de 100 nM indica que la T7 primasa es
superior en sintesis total de productos de ARN, sin embargo, la AtPrimasa
sintetiza aproximadamente 3 veces mas tri y tetra ribonucleotidos que la T7

primasa.
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T7 Primase AtPrimase
5'-TsGGGTC-3' 5-TsGGGTC-3' 5-T7GTA-3' 5-TeGGGA-3' 5'-T7rGGA-3'

[Primase]

pACCCA

pACCA
pACA
pAC
12345 6789 10111213 14151617 18192021
30,00
= 2500
22000
= 1500
= 1000 i I
5 500
= 0.00 i ﬁ iﬁ EA
2 3 4 5 6211
mAtPrim 000 1814 9.66 343 233
B T7Prim 2557 4.96 2.80 2.46 1326

Primer lenght

m AtPrim m T7Prim

Figura 22. AtTwinkle sintetiza primers de ARN de forma eficiente. Comparacién entre la
sintesis de oligorribonucle6tidos por la AtPrimasa sobre templados de ADN conteniendo la
secuencia 5'-GGGA-3', 5'-GGA-3', 5'-GTA-3', 5'-GTC-3' (carriles 6 a 21) en comparaciéon a los
sintetizados por la T7 primasa (carriles 1 a 5) sobre un templado con la secuencia 5'-GGGTC-3'".
AtPrimasa fue ensayada desde 100 a 800 nM, mientras que la T7 primasa estuvo presente desde
6.25 a 400 nM. Cada reaccion fue marcada con o-*P-rATP. La identidad de los
oligorribonucleétidos sintetizados son indicado en el gel. La grafica muestra las cantidades
molares de sintesis de oligorribonucle6tidos por 100 nM de T7 y Arabidopsis primasas sobre los
templados 5'-GGGTC-3' y 5'-GGGA-3', respectivamente. Para determinar las cantidades molares
de productos de ARN la intensidad de cada banda radioactiva fue corregida con la cantidad de

AMPs presentes en cada ribonucleo6tido.
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4.7 AtTwinkle sintetiza primers para las ADN polimerasas organelares de

plantas

A. thaliana codifica para dos ADN polimerasas senalizadas a organelos. Estas
ADN polimerasas, AtPolIA y AtPolIB, son las inicas ADN polimerasas presentes
en organelos de plantas y por lo tanto son las candidatas logicas para extender
los primers de ARN sintetizados por la primasa en la cadena discontinua durante
la replicacion del ADN organelar [42]. Un experimento control indica que a la
concentracion mas baja de polimerasa esta extiende por completo un templado

alineado con un primer de ADN en 10 min (Fig. 23).

- A BT7 KF

45 mer “~
-

16 mer '

123 45

Figura 23. Ensayo de polimerizacion con un primer de ADN. Se utilizaron cuatro ADN
polimerasas, AtPolIA y AtPolIB de Arabidopsis thaliana en su forma sin actividad exonucleasa; la
T7 ADN polimerasa WT, y el fragmento Klenow de E. coli en su forma sin actividad exonucleasa.
Se usaron 100 nM de polimerasa y 5 nM de sustrato de 16 mer que puede ser elongado hasta 45

mer marcado con y-**Fosfato. La reaccién se realizé a 30 °C durante 10 min.
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Con el fin de evaluar la capacidad de AtTwinkle para sintetizar primers
funcionales para las AtPols, se evalud la eficiencia de AtPolIA Y AtPolIB en
comparacion del fragmento Klenow de E. coli y la T7 ADN polimerasa para
extender primers sintetizados por AtTwinkle. En este experimento, un templado
de ADN de cadena sencilla conteniendo la secuencia 5'-T;AT,GGGGAT,-3" fue
ensayado en presencia de concentraciones creciente de ADN polimerasa en
presencia de o-**P-dATP, en la reaccion acoplada de AtPrimasa y ADN
polimerasas, solo se observaron productos con AtPollA y AtPolIB (Fig. 24,

carriles 2 a 7).

AtPollA AtPolB  KF-E.coli T7DNAP
= ‘ = ‘ = ‘ "

19-mer 5 o

—~
[
o

10-mer
PAC(A),

-

o

-

PACA);
-

PAC(A),

UCHHEHHEAHAAAPHAHAEAAEAAAAIHAHEHLQALAQAQOQP AW

PREpRpERPpApRPRREREEPOQOQQL

Figura 24. Las ADN polimerasas de A. thaliana extienden los primers sintetizados por
AtTwinkle. Las ADN polimerasas de A. thaliana AtPolIA y AtPolIB extienden los primers de ARN
sintetizados por la AtPrimasa (carriles 2 a4 y 5 a 7). El fragmento Klenow de la ADN polimerasa
I de E. coli (carriles 8 a 10) y la ADN polimerasa de T7 (carriles 11 a 13) son incapaces de realizar
la extension del primer. La migracion del producto de ARN:ADN corresponde al peso esperado
de 19-mer. Las reacciones acopladas de primasa-polimerasa fueron marcadas con a-**P-dATP. La
concentracion de AtPrim fue de 150 nM, mientras que las polimerasas fueron usadas a 75 y 150
nM. El carril 1 muestra los productos de la T7 primasa marcados con a-**P-ATP usados como

marcadores de peso molecular.
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V. DISCUSION

En este trabajo encontramos que la ADN primasa helicasa organelar de la planta
modelo A. thaliana reconoce una secuencia especifica de tres nucle6tidos sobre
ADN de cadena sencilla en la cual dos nucleotidos actian como elementos
cripticos y son necesarios para la eficiente sintesis de ARN. AtTwinkle sintetiza
efectivamente ribonucleo6tidos largos sobre la secuencia 5'-GGA-3' (Fig. 13 rCTP).
En este trinucleo6tido, las bases 5'-GA-3' funcionan como elementos cripticos,
sustituciones ya sea de la base 5'-G 0 A-3' y sustituciones de la base 5'-G inicial,
en el trinucleotido de reconocimiento, anula la sintesis de ribonucleotidos (Fig.
20). En templados sintéticos AtTwinkle sintetiza eficientemente los
dirribonucleotidos pppAC, pppUC, pppGC, y pppCC, sin embargo, estos
productos son extendidos a productos mayores (Fig. 13 y 14). La aparente falta
de discriminacion de la posicion 5' observada en un ensayo de fosfodiesterasa
usando el vector M13 de cadena sencilla como templado puede ser debida a la
sintesis de estos dirribonucleotidos (Fig. 11). En templados sintéticos que
contienen la secuencia 5'-GA-3' criptica, AtTwinkle presenta una alta selectividad
por rCTP como el ribonucleotido 5', esta selectividad contrasta con la relajada
selectividad para el ribonucleotido 3, en la cual la identidad del nucleotido de
elongacion puede ser cualquier NTP, sin embargo, CMP o GMP son incorporados
preferencialmente en la cadena creciente de ARN (Fig. 21), nuestros datos indican
que la secuencia preferida de reconocimiento sobre una cadena de ADN por
AtTwinkle es 5'-GGGA-3' 0 5'-CGGA-3', dentro de estas secuencias las dos bases
subrayadas son los nucleotidos cripticos, por lo tanto nuestro estudio muestra
que los productos de ARN sintetizados por AtTwinkle estan preferencialmente
compuestos de citosinas y guaninas, sugiriendo que las primasa de plantas
seleccionan para incorporar estos ribonucleotidos en las regiones ricas en A/T
en los genomas organelares [43]. Los ribonucleotidos sintetizados por AtTwinkle
se asemeja a los sintetizados por Aquifex aeolicus [18] sugiriendo que las plantas
han seleccionado un apareamiento de bases termodinamicamente estable

durante la sintesis de primers. A pesar de la estabilidad conferida por estas
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secuencias puede ser necesaria durante la transferencia de los primers a las ADN
polimerasas, es posible que la selectividad para una secuencia de reconocimiento
rica en G/C pueda jugar un rol en la determinacion de la longitud de los

fragmentos de Okazaki durante la replicacion organelar.

El mecanismo preciso mediante el cual el templado de ADN de cadena sencilla es
reconocido por una primasa no esta completamente entendido. Evidencia
bioquimica y estructural sugiere que una interaccion entre el ZBD y el domino
RNAP dirige el reconocimiento del templado que guia la sintesis del
dirribonucleo6tido inicial [25, 44-47]. Los residuos del ZBD involucrados en la
coordinacion del metal solo estas compuestos de cisteinas (motivo Cys4) en
primasas de bacteriofagos, mientras que en la mayoria de bacterias una histidina
reemplaza una de estas cisteinas (motivo Cys-His-Cys2). El motivo altamente
conservado CXXC(H)(X,5.,5)CXXC del ZBD en primasas procariotas se pliega en una
estructura denominada liston de zinc [48], que puede ser divido en dos repetidos
conservados CXXC(H), dentro de estos repetidos, los residuos de cisteinas o
histidina involucrados en la coordinacion del Zn* estan separados por dos
aminoacidos no conservados. La diferencia mas notable entre las primasas de
bacteriofagos y plantas es la variacion en los residuos cerca de las cisteinas
conservadas que coordinan el atomo de cinc, en primasas de plantas terrestres,
el primer repetido CXXC esta conservado, mientras que el segundo repetido
CXXC es sustituido por una secuencia CXRXKC (Fig. 7). Un modelo computacional
del ZBD de AtTwinkle sugiere que las cadenas laterales de Argl66 y Lys168 en el
elemento CXRXKC y un residuo de triptofano conservado (Trp 164) estan en una
orientacion similar a la His33 y Lys70 de la primasa de T7 y Clostridium difficile,
sugiriendo que estos residuos pueden jugar un papel importante en el
reconocimiento del templado. La secuencia CXRXKC también esta presente en
primasa de C. botulinum y bacteriofago VpV262 [49] sugiriendo que, si este
elemento juega un papel en el templado de reconocimiento, la necesidad de dos
bases cripticas no seria unica de plantas. El genoma nuclear de Arabidopsis

codifica para una proteina organelar que solo contiene el dominio primasa de
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AtTwinkle (Atlg30660) esta primasa también contiene una secuencia que se
asemeja al elemento CXRXKC [33]. A pesar de que estudios de estructura-funcion
son necesarios para elucidar el mecanismo por el cual se requieren dos bases
cripticas para reconocer un templado de ADN de cadena sencilla, se puede
especular que las diferencias de aminoacidos en el ZBD con primasas helicasas

procariotas puede ser relevante para la selectividad del templado.

Entender el reconocimiento de secuencia de AtTwinkle es un primer paso hacia
la caracterizacion bioquimica del replisoma de organelos de plantas.
Encontramos que los productos de ARN sintetizados por AtTwinkle son
eficientemente usados como primers por las ADN polimerasas organelares de
plantas. En el replisoma analogo del bacteriofago T7, la T7 ADN polimerasa
utiliza tetrarribonucleotidos sintetizados por la T7 primasa helicasa como
primers via un mecanismo de entrega, este mecanismo implica un interaccion
precisa entre la primasa y la polimerasa [50, 51]. Es interesante notar que
AtTwinkle sintetiza abundantes productos de ARN de 3 a 5 ribonucleotidos, dado
que estos oligorribonucleo6tidos cortos son facilmente disociados de un templado
de ADN, es posible que las primasa y polimerasa organelares interactiian
fisicamente durante la extension de los primers. A pesar de que la longitud e
identidad precisa de los oligorribonucleotidos sintetizados aun no son
identificados, este trabajo demuestra que AtTwinkle es una primasa funcional
selectiva para AtPols. Nuestros estudios sugieren que el mecanismo de
replicacion organelar se asemeja a la replicacion del genoma del bacteriofago T7.
Este proceso contrasta con la replicacion del ADN mitocondrial en metazoos en
la cual la RNAP sintetiza los primers para la ADN polimerasa gamma. Este trabajo
también muestra que una primasa helicasa de organelos de plantas derivada del
bacteriofago T7 hace primers para ADN polimerasas derivadas de bacterias,

ilustrando la coevolucion de dos enzimas con origines evolucionarios distintos.
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VI. PERSPECTIVAS

e Determinar la secuencia del primer que es elongado por las ADN

polimerasas de Arabidopsis thaliana

e FEvaluar la actividad helicasa

e Determinar el papel de AtTwinkle en la replicacion por recombinacion

homologa

e Determinar la estructura tridimensional de AtTwinkle, del dominio

primasa y el dominio helicasa
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VIL.

CONCLUSIONES

AtTwinkle reconoce un trinucle6tido minimo de 5'-GGA-3' sobre un
templado de ADN de cadena sencilla sobre el cual sintetiza de forma
eficiente oligorribonucleétidos.

A diferencia de otras ADN primasa, AtTwinkle reconoce dos elementos
cripticos en el trinucleotido preferencial (5'-GA-3").

AtTwinkle discrimina la base del templado en la posicion 5' +1 del sitio de
reconocimiento 5'-GGA-3', en la cual, polimeriza preferentemente GMP o
CMP.

En comparacion a la primasa del bacteriofago T7, AtTwinkle produce una
menor cantidad de productos de ARN, sin embargo, la cantidad total de
ribonucleotidos sintetizados de tamano 3 a 5 es mayor al menos 2 veces a
la sintetizada por la gp4 primasa, indicando la posibilidad de que sean
estos primers los usados por las ADN polimerasas de organelos.
AtTwinkle sintetiza oligorribonucleotidos que pueden ser usados por las

ADN polimerasas de plantas de forma especifica.
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IX. APENDICES

ANEXO 1
Secuencia optimizada del gen AtTwinkle de Arabidopsis thaliana

CATATGACCCCGGTTGATACCGAAGTTGAAGCAGATAAACGTGTTGTTCTGAGTCGTCTGGTTACCCTGCGCCGCAAACTGGCTGAACAGGGCGTGGATGCTGA
AAATTGTCCGCCGGGCCAGCATAGTGGCCTGATTTGCCCGACCTGCGAAGGTGGTAATAGTGGCGAAAAATCACTGTCTCTGTTTATTGCCCCGGATGGTTCTA
GTGCAACCTGGAATTGCTTTCGCGGTAAATGTGGTCTGAAAGGTGGCGTTCGTGCCGATGGCGGCCTGGCCTCAGCAGATCCGATTGAAAAAGTTGAACGCAAA
ATTACCGTTGAAGGTATTGAACTGGAACCGCTGTGCGATGAAATTCAGGATTATTTTGCTGCTCGTGCGATTAGCCGTAAAACCCTGGAACGTAATCGCGTTAT
GCAGAAACGTATTGGTGATGAAATTGTTATTGCGTTTACCTATTGGCAGCGCGGCGAACTGGTGTCTTGTAAATATCGCAGTCTGACCAAAATGTTTTTTCAGG
AACGCAAAACCCGCCGCATTCTGTATGGCCTGGATGATATTGAAAAAACCAGCGAAGTGATTATTGTTGAAGGCGAAATTGATAAACTGGCCATGGAAGAAGCC
GGCTTTCTGAATTGCGTGAGTGTGCCGGATGGCGCACCGGCTAAAGTGAGTAGCAAAGAAATTCCGAGTGAAGATAAAGATACCAAATATAAATTTCTGTGGAA
TTGTAATGATTATCTGAAAAAAGCAAGCCGTATTGTTATTGCCACCGATGGTGATGGTCCGGGTCAGGCCATGGCTGAAGAAATTGCCCGCCGTCTGGGTAAAG
AACGCTGCTGGCGTGTTAAATGGCCGAAAAAATCTGAAGATGAACATTTTAAAGATGCCAATGAAGTGCTGATGAGCAAAGGTCCGCATCTGCTGAAAGAAGCC
ATTCTGGATGCTGAACCGTATCCGATTCTGGGCCTGTTTAGCTTTAAAGATTTTTTTGATGAAATTGATGCGTATTATGATCGTACCCATGGCCATGAATATGGE
TGTTTCTACCGGTTGGAAAAATCTGGATAATCTGTATAGTGTGGTGCCGGGCGAACTGACCGTGGTGACCGGCATTCCGAATAGTGGTAAATCTGAATGGATTG
ATGCTATGCTGTGCAATCTGAATCATTCTGTGGGCTGGAAATTTGCGCTGTGTAGCATGGAAAATAAAGTTCGTGATCATGCACGTAAACTGCTGGAAAAACAT
ATTAAAAAACCGTTTTTTGATGCAGATTATGGTCGTTCTGTGCAGCGCATGTCAGTTGAAGAAAAAGATGAAGGCAAAAAATGGCTGAATGATACCTTTTATCC
GATTCGTTGCGAAATGGATTCTCTGCCGTCTATTGATTGGGTGCTGGAACGTGCGAAAGCTGCGGTTCTGCGTTATGGCATTCGCGGTCTGGTGATTGATCCGT
ATAATGAACTGGATCATCAGCGCACCCCGCGCCAGACCGAAACCGAATATGTTAGCCAGATGCTGACCAAAATTAAACGCTTTAGCCAGCATCATTCATGTCAT
GTTTGGTTTGTTGCACATCCGAAACAGCTGCAGCATTGGGATGGTGGTGCGCCGAATCTGTATGATATTTCAGGCAGCGCGCATTTTATTAATAAATGTGATAA
TGGCATTATTGTGCATCGTAATCGTGATGAAAATGCGGGCCCGCTGGATCTGGTTCAGATTGGTGTGCGCAAAGT TCGTAATAAAGTGGCGGGTCAGATTGGTG
ATGCATATCTGTGTTATGATCGTACCACCGGTAGCTATTCAGATTCACCGGTGACCCCGGGTATGCCGGAACGTCGTTCACCGAAACGCTATTAAGGATCC

ANEXO I

Oligonucleotidos y condiciones de reaccion de PCR

Construccion Oligonucleotidos Condiciones | Producto

de reaccion | esperado

AAAGGAAAcatatgACCCCGGTTGATACC

Cthelicase
AAGAAGggatccTTAATAGCGTTTCGG

AtPrimHel Nprimasa 1869 pb

AAAGGAAAcatatgACCCCGGTTGATACC
Ctprimasa

CTCTTCCggatccTTAAATCGGATACGGTTCAGCATC

AtPrim Nprimasa 963 pb
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ANEXO III

Oligonucleotidos usados para el reconocimiento de secuencia

1U-AAA TTTTTTTAAATTTTTTT
2U-CAA TTTTTTTCAATTTTTTT
SU-GAA TTTTTTTGAATTTTTTT
4AU-TAA TTTTTTTTAATTTTTTT
5G-ACA TTTTTTTACATTTTTTT
6G-CCA TTTTTTTCCATTTTTTT
7G-GCA TTTTTTTGCATTTTTTT
8G-TCA TTTTTTTTCATTTTTTI
9C-AGA TTTTTTTAGATTTTTTT
10C-CGA TTTTTTTCGATTTTTTT
11C-GGA TTTTTTTGGATTTTTTT
12C-TGA TTTTTTTTGATTTTTTT
13A-ATA TTTTTTTATATTTTTTT
14A-CTA TTTTTTTCTATTTTTTT
15A-GTA TTTTTTTGTATTTTTTT
16A-TTA TTTTTTTTTATTTTTTT
17T-AAC TTTTTTTAACTTTTTTT
18T-CAC TTTTTTTCACTTTTTTT
19T-GAC TTTTTTTGACTTTTTTT
20T-TAC TTTTTTTTACTTTTTTT
21G-ACC TTTTTTTACCTTTTTTT
22G-CCC TTTTTTTCCCTTTTTTT
23G-GCC TTTTTTTGCCTTTTTTT
24G-TCC TTTTTTTTCCTTTTTTT
25C-AGC TTTTTTTAGCTTTTTTT
26C-CGC TTTTTTTCGCTTTTTTT
27C-GGC TTTTTTTGGCTTTTTTT

28C-TGC

29A-ATC

30A-CTC

31A-GTC

32A-TTC

33T-AAG

34T-CAG

35T-GAG

36T-TAG

37G-ACG

38G-CCG

39G-GCG

40G-TCG

41C-AGG

42C-CGG

43C-GGG

44C-TGG

45A-ATG

46A-CTG

47A-GTG

48A-TTG

49U-AAT

50U-CAT

51U-GAT

52U-TAT

53G-ACT

54G-CCT

TTTTTTTTGCTTTTTTT

TATCT

TCTCT

TGTCT

TTTCT

TAAGT

TCAGT

TGAGT

TTAGT

TACGT

TCCGT

TGCGT

TTCGT

TAGGT

TCGGT

TTTTTTTGGGTTTTTTT

TTTTTTTTGGTTTTTTT

TTTTTTTATGTTTTTTT

TTTTTTTCTGTTTTTTT

TTTTTTTGTGTTTTTTT

TTTTTTTTTGTTTTTTT

TTTTTTTAATTTTTTTT

TTTTTTTCATTTTTTTT

TTTTTTTGATTTTTTTT

TTTTTTTTATTTTTTTT

TTTTTTTACTTTTTTTT

TTTTTTTCCTTTTTTTT

55G-GCT

56G-TCT

57C-AGT

58C-CGT

59C-GGT

60C-TGT

B61U-ATT

62U-CTT

B63U-GTT

64U-TTT

TGCT

TTCT

TAGT

TCGT

TGGT

TTGT

TATT

TCTT

TGTT
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