Tolerancia al dafio genotéxico y reparacion de ADN
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MBD4 es una ADN glicosilasa que ha sido propuesta como un factor central para el
mantenimiento de la integridad del genoma y las respuestas al dafio del ADN.
Existen pruebas de que en vertebrados participa en la reparacion por escision de
bases, la reparacion de apareamientos erréneos, el control del ciclo celular en
respuesta a dafos en el genoma y la desmetilacién del ADN, lo que implicaria un
posible papel en procesos de regulacion epigenética. Sin embargo, se desconoce si
en plantas existe alguna proteina que desempefie funciones similares.

Mediante analisis bioinformatico hemos identificado un gen de la planta modelo
Arabidopsis thaliana (AtMBD4) que codifica un posible ortélogo de MBD4. Nuestro
objetivo es determinar si la proteina AtMBD4 participa en la reparacién de
productos de desaminacion de la 5-meC y/o C, en el proceso de desmetilacion de
ADN, o en algun otro mecanismo relacionado con la integridad del genoma y/o la
regulacién epigenética en plantas.

Para la caracterizacion in vitro de la actividad bioquimica de AtMBD4 se ha
purificado la enzima en forma recombinante y se ha analizado su actividad catalitica
sobre diferentes lesiones localizadas en diversos contextos de secuencia. Hemos
confirmado que posee actividad ADN glicosilasa frente a timina, uracilo y diversos
derivados halogenados de éste. Ademas, los resultados indican que AtMBD4 se
une al sitio abasico que genera en el ADN tras la escision de la base, lo que
explicaria su baja tasa de recambio in vitro.

Paralelamente a su caracterizacién bioquimica, hemos comenzado a estudiar la
funcion in vivo de esta enzima. Mediante RT-PCR y transformacion de plantas con
una construccion del gen GUS precedido del promotor de A{MBD4 hemos analizado
los niveles de expresion en diferentes tejidos y etapas del desarrollo de
Arabidopsis. Hemos observado que AtMBD4 se expresa en multiples tejidos y a lo
largo de todo el desarrollo de la planta, sugiriendo una funcion basal aun por
determinar.

Asimismo, hemos identificado una linea de plantas  mutantes
(FLAG_249E06/_238F06) que presentan una insercion de ADN-T proxima a la
region 3' UTR de AtMBD4. Hemos comprobado por medio de RT-PCR que las
plantas atmbd4-/- tienen un nivel de expresion de AtMBD4 muy reducido a causa de
esta insercion. Ademas, hemos realizado un analisis fenotipico de las plantas
mutantes en comparacion con las silvestres y se ha comenzado a estudiar su
respuesta a la presencia de diferentes mutagenos en el medio de crecimiento.

XX Congreso de la Sociedad Esparfiola de Mutagénesis Ambiental — Cérdoba 2012

27
Spanish Journal of Environmental Mutagenesis and Genomics, 20(1), 2012

https://ojs.diffundit.com/index.php/semalissue/view/89





