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miRNAs; la via de los miARN e.. ustas mismas mutantes no se observa
afectada (Herr et al., 2005; Xie et al., 2004; Zilberman et al., 2004).

Las funciones conocidas de los sistemas siARN y miARN son muy
variadas. Ya que pueden funcionar como defensa contra virus, y como
control de transposones o de elementos génicos anémalos. Por otro lado, la
formacién de miRNA se ha revelado como un mecanismo importante en la
regulacién de la expresién génica (Herr et al., 2005).

Dos genes codifican las distintas subunidades mayores de la ARN
Pol IV y ARN Pol V, al igual que dos genes codifican ias subunidades
menores. Ambos tipo ‘e subunidades son expresados, como productos de
la ARN Pol IV 1 (NRF = 1/NRPD1a) y ARN Pol V 1 (NRPE1/NRPD1b), pero
solo una de las subunidades menores, la ARN Pol IV 2
(NRPD2a/NRPD2/NRPE2) es funcional (Onodera et al., 2005; Portier et al.,
2005; Herr et al., 2005, Wierzbicki et al., 2008).

1.2 FILOGENIA DE LA ARN POLIMERASA IVY V

Las ARN Pol IV y Pol V son enzimas especificas de plantas que, al
parecer, tuvieron su origen en algas ancestrales que colonizaron la tierra
hace miliones de afios (Luo & Hall 2007). Un arbol filogenético revelé que
las subunidades grandes de la ARN Polimerasas de eubacterias,
cianobacterias, cloroplastos, archaea y ARN Polimerasas de eucariontes
pertenecen a distintos clados. Las subunidades grandes de las ARN
polimerasas |, I, Ill de A. thaliana se agrupan con sus homdlogos
respectivos de arroz, levadura, C. elegans, Drosophila y humano. A.
thaliana y O. sativa tienen genes adicionales que forman un clado distinto
donde se agrupan las secuencias de las ARN Pol IV (Onodera et al., 2005).

Se encontraron los genes para la subunidad mayor y la subunidad
menor de las ARN Pol IV (NRPD) y V (NRPE) en todas las plantas
terrestres analizadas y que incluyen a S. lycopersicum, A. majus, Z. mays,
M. polymorphia, entre otras. (Figura 1.1) (Luo & Hall et a/, 2007). En los
estudios iniciales sobre la ARN Pol IV y V, se notd que las NRPD2/NRPE2
estuvo mas estrechamente relacionadas con la subunidad menor de la ARN
Pol Il (NRPB), que con las ARN Pol | (NRPA) o Pol Il (NRPC) (Onodera et
al., 2005). Ademas, cinco intrones de los ocho posicionados en el inicio de
las secuencias de la NRPD1 y NRPE1 coinciden con las posiciones de los
intrones en NRPB1. Basados en estos analisis se propone que la NRPD1
surgié de una duplicacién del gen NRPB1, posiblemente debido a una
subsecuente duplicacion de NRPD1. Esto pudo haber conducido a la
evolucion de NRPE1, después de la aparicidn de las plantas terrestres, lo
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secuencias similares que podrian corresponder a las dos subunidades
principales de la ARNP [V y V (Onodera et al., 2005).

Debido a ¢ : las secuencias de las ARN Pol IV y V han sido
identificadas, se procedié a un analisis comparativo con la ARN Pol Il para
determinar regione= de similitud para posteriormente seleccionar
secuencias peptidi _ i que sirvan de respuesta inmune.

Esto se realizd debido a que la estructura de la ARN Pol Il ha sido
determinada por rayos X (Hahn et al, 2004). Por lo cual se utilizo como
esqueleto compar: o para determinar posibles regiones que puedan ser
facilmente recono.._as por anticuerpos y que estos permitan realizar
estudios de inmunolocalizacién e inmunoprecipitacién, en donde se
encuentran en su estado nativo.

El andlisis comparativ e \a> secuencias de las dos subunidades
principales de las ARN Pol Il, I\ , V sirvié para definir sequencias peptidicas
y de estz ;e seleccic  on secuencias tanto de las regiones conservadas
como de @s no couuservadas. Posteriormente estos péptidos seran
utilizados para producir anticuerpos contra la ARN Pol [Vy V.

22MA CRIALESY ME 1DOS

2.21 OBTEN ONO ALISIS DE SECUENCIAS DE LAS ARN POL IV Y
\

Las secuencias de aminoacidos de diferentes subunidades de la
ARN Pol Il de A. thal’'~-~ de las ARN Pol IVy V de O. sativa, y A. thaliana,

fueron obtenidas del )ank; a partir del cual sus nimeros de acceso son
los siguie ~*~~ MsXP 70 (subunidad 1a de la ARN Pol IV de O. sativa),
OsNP91¢ Jburuuau 1b de la ARN Pol IV/ ARN Pol V de O. sativa),
OsAK12* Jbunidad 2a de la ARN Pol IV de O. sativa), At1g63020

(subunidad 1a de la ARN Pol |V de A. thaliana), AtNP181532 (subunidad 1b
de la ARN Pol IV/ ARN Pol V de A. thaliana), At3g23780 (subunidad 2a de
la ARN Pol IV de * *haliana), At4g35800 (subunidad 1a de la ARN Pol Il de
A. thaliana), y A |7  (subunidad 2a de la ARN Pol li de A. thaliana)
(Onodera et al., 2005). Las secuencia e aminoacidos fueron alineadas
utilizando el programa Clustal W (Thompson et al., 1994). Posteriormente al
alineamiento, se st ccionaron fragmentos de secuencias de las regiones
conservadas y no conservadas, y se realizé el analisis estructural. Las
secuencias seleccionadas se denominaron AZYRO, seguido de un numero.
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Los analisis de comparacién de secuencias de aminoacidos de la
ARN Pol IV de O. sativa con la ARN Pol |V de A. thaliana mostraron una
)

identida ! ibunidades
1b, mie al manera,
cabe d¢ i yacidos de
regiones las AN Fol reportadas
en estas especies poseen un alto grado de similitud, lo que era de
esperar: ac U sARNpc” as :ncuentran
muy cor auus entc  slos glel al., 2004).
La regié la proteinz. won ma servaciun es e siuo acuvo (Onodera
et al., 2(Juu).

Para haber obtenido las secuenci ) cuadro 2.1,
cabe mencionar que después del analisis | :cuencias de
las ARN Pol II, IV y V, se seleccionaro 2 cias para la
sintesis de los péptidos. Sin embargo durante el proceso de seleccién, se
analizé que dichas secuencias no fueran similares a otras proteinas o a las
ARN Pol |, Il y lll. De tz n1anera que se eligieron las once secuencias que
se encuentran en el cuaaro 2.1 para el analisis de estructura

2.3.2 ANALISISDEE RUCTURA DE LAS ARNPOLIVYV

Para este analisis se utilizé como modelo la estructura de la ARN
Pol Il de Saccharomyces cerevisiae. Esta estructura fue obtenida por
cristalografia de rayos X (Allison et al., 1985). El analisis se realizé para
determinar si las secu  ias seleccionadas se encontraban expuestas en la
superficie de la proteina, ya que de esta forma se facilitaria la produccién
de epitopes para la produccién de anticuerpos a la molécula. Se analizé en
la estructura las secuencias seleccionadas. Los segmentos que se
encontraban expuestos en | superficie de la molécuia (amarillo) (Figuras
2.5-2.6), fueron elegidos para sintetizar los péptidos correspondientes.

En la Figura 2.5 se observa la secuenci de aminoacidos
denominada AZYRO 2 correspondiente a la subunidad uno de la ARN Pol
IV y muestra las secuencias AZYRO 3, 4, 5 y 6 pertenecientes a la
subunidad uno de la ARN Pol V. La secuencia de aminoacidos marcadas
de color amarillo en la estructura son |as que se ubican en la superficie de
la proteina y por lo tanto se eligieron para sintetizar los péptidos. Sin
embargo, AZYRO 6 que muestra que la mayoria de los aminoacidos de su
secuencia no se encuentran expuestos. En el caso de la secuencia
denominada AZYRO 1, no se pudo ubicar similitud con las secuencias
reportadas de la ARN Pol Il, lo que no permitié [a prediccién de su posicidn
tridimensional.
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animales no ha permitido un mayor uso de este tipo particular de
anticuerpos. Sin embargo el clonamiento de ADNc de los anticuerpos ha
permitido que se puedan expresar en diversos modelos. El mas utilizado es
por medio de sobre expresion en fagos (Dias-Neto et al., 2009).

Los fagos o bacteriéfagos, son virus que infectan bacterias. El fago
M13 es un tipo de bacteriéfago que infecta bacterias E. coli insertando en el
genoma de la bacteria su ADN, y empleando las funciones vitales de la
bacteria para reproducirse y producir mas virus. Mediante técnicas de
ingenieria genética, es posible manipular el material genético del fago e
insertar en su genoma ~~~ secuencia externa de ADN. Estos fagos
recombinantes consiguer. .....esar en su superficie o cubierta la proteina
codificada por el ADN insertado. Cuando un fago recombinante portador de
ADN codificante para un anticuerpo infecta una bacteria, se producen
nuevos fagos que expresan en su superfiri= los anticuerpos de interés
unidos a sus proteinas de tipo Ill. Los fa_-s asi proc'~idos han de ser
seleccionados posteriormente al ponerse en contact. con el antigeno
conoci~~ Los fagos portadores de anticuerpos en su cubierta capaces de
unirse . antigeno, son seleccionados y empleados nuevamente para
infectar bacterias con el fin de producir nuevos virus portadores de
anticuerpos (Smith et a/., 2005).

Mediante esta tecnologia, ha sido posible crear amplias colecciones
de fragmentos de anticuerpos variables que se denominan bibliotecas de
fragmentos de anticuerpos o genotecas de expresion de fagos (Janeway et
al., 2000).

La tecnologia de presentacién de péptidos en la superficie de fagos
ha evolucionac'~ -apidamente para convertirse en una técnica potente y de
amplio uso qu. .ermite la seleccién de fragmentos de anticuerpos contra
cualquier antigeno en pocos dias o semanas, incluidos antigenos toxicos o
conservados. Por otro lado, la ingenieria de anticuerpos ofrece la posibilidad
de escoger el tamafio, la valencia, la avidez, la afinidad y las funciones
efectoras de la molécula. La dispc~"vilidad de grandes repertorios de
anticuerpos y de nuevas técnicas de ¢..2ccién deben permitir el aislamiento
rapido de moléculas para la quimioterapia dirigida y el bloqueo o activacién
de receptores (Knappik et al., 2000).

El procedimiento empleado para la obtencién de bibliotecas de
anticue s tiene su base en la generaciéon de mlltiples fagos
recombinante - es decir, que contengan una gran diversidad de
combinacionc - genéticas de los diferentes genes de inmunoglobulinas.
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inmunizacién se obtuvo el suero (suero preinmune) para ser utilizado como
testigo.

3.2.2. Determinacién de la produccion de anticuerpos por medio de
ensayo inmuno enzimatico (ELISA).

Para realizar el inmunoensayo se procede de la siguiente manera;
se agregd 50 pL del antigeno (péptido 10 pg/mL) en cada pozo de una
placa Limbro para ELISA, la cual fue incubada a 4°C toda la noche,
posteriormente se lavd la placa 3 veces con 300 uL de PBST (137 mM
NaCl;(2.7 mM) KCI 10 mM; NaH,PO4, 2mM KH,PO,4: 5% Tween 20; pH 7.4)
y se bloqueé con 50 pl de PBS/gelatina al 1%, luego se descarta el
sobrenadante y se agregt 0 uL del anticuerpo primario (suero diluido 1:100
en PBST) y se incubd durante 1 hr. a 37°C. Se realizé la remocién de los
anticuerpos unidos inespecificamente al antigeno, se retiré el sobrenadante
y se lavé 3 veces con 300 uL de PBST )espués se agregdé 50 pL del
segundo anticuerpo (anti gallina o anti conejo conjugado con peroxidasa y
diluido en PBST 1:1000) se incubdé 1 hr. a 37°C, y se descarté el
sobrenadante. Posteriormante tres lavados con 300 uL de PBST y dos con
300 pL de agua destilad Se Adicioné 50 pL de sustrato (p-nitrofenilfosfato/
buffer de dietanolamina pH 9.8 5Smg/SmL). Se incubé hasta que desarrollé
un color amarillo o menos de 15 min. La reaccion se detuvé con NaOH 3M y
se cuantificé en un lector de placas de ELISA a 405 nm o cualitativamente
se observa la intensidad del color.

Este procedimiento se realizé con cada uno de los anticuerpos
primarios, es decir con cada uno de los sueros proveniente de los gallos y
conejos inmunizados. Después de obtener el titulo adecuado en la
produccién de anticuerpos, se sacrificaron los gallos y se aisl6 el bazo para
obtener el ARN.

3.23 RT-PCRy PCR

La extraccion de ARN total se obtuvo del bazo del gallo con el
amortiguador comercial RNA-STAT (Tel test “B” inc.) y la sintesis de ADNc
se realizd con el paquete comercial SUPERSCRIPT I (Invitrogen) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La amplificacién de las secuencias que codifican a las cadenas
pesadas y ligeras del anticuerpo contra la ARN Pol IV de O. sativa
producido en el gallo inmunizado y su unién por traslape y extensién se
realizaron por PCR. Los cebadores para la amplificacién de la cadena
pesada de lo  nticuerpos contra la ARN Pol IV de O. sativa fueron los
siguientes: CSCVHo-F 5-GTCAGTCCTCTAGATCTTCCGCCGTGACGTTG
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3.2.6 Ligacién de los productos de la digestion y transformacién

Para la ligacidén de los productos de la digestién (PCR y vector), se
mezclé 1.4 pg de vector, ) ng del producto de PCR, 40 pL de
amortiguador para la ligasa T-, T4 DNA ligasa en un volumen final de 200
pL con agua estéril. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente toda la
noche. Posteriormente los productos ligados se precipitaron y el paquete se
resuspendié en un volumen de 15uL ¢~ agua esteril. Seguidamente, se
transformaron por electroporacién céiu.__ XL1-blue con el producto de
ligacién y las células transformadas se seleccionaron en un medio LB (Luria
Bertani) sélido con carbencilina.

3.2.7 Proliferacion de las células transformadas

Las células transformadas fueron cultivadas en 5 mL de medio de
cultivo SOC (super éptimo con represor catabélico), (Bactotriptona 2% wiv,
Levadura bacteriologica 0.5% wiv; Cloruro sédico 10 mM; Cloruro potasico
2,5 mM; Cloruro magnésico10 mM; Sulfato magnésico 20 mM; Glucosa 1M)
por 1 h. a 37°C. Posteriormente, se adicionaron 10 mL de medio SB (Super
Broth), (3,2% v’ 1le peptona; 2% w/v de extracto de levadura; 0,5% wiv de
NaCl), y 3pL « carbencilina (100 mg/mL) mas 30 uL de tetraciclina (5
mg/mL). Se incubd 1 h. a 37°C a 250 rpm, seguida 1te se agregd 4.5 pL
de carbencilina y se incub6 nuevamente por 1hr a 3; . Una vez terminada
la incubacién, se agregaron 2 mL de fago ayudador y se transfirid a un
matraz de 500 mL mas 183 mL de medio SB, 92.5 yL de carbencilina y 370
pL de tetraciclina. Se incubé por 2 h. a 300 rpm y a continuacién se le
agregaron 280 pL de kanamicina (50 mg/mL) y se incubé toda la noche a
37°C 2300 rpm.

3.2.8 Obtencién de los fagos

Posterior a la amplificacién de las células transformadas se procedié
a centrifugar los 200 mL de cultivo a 3770 g durante 30 min, se recuper6 el
sobrenadante y se depositd en un ma.._z nuevo, se le agregé 1 parte de la
solucion de PEG (polietilénglicol) 5X (50 mL), y se incub6 en hielo durante
30 min. Posteriormente, se centrifugo a 15000 g a 4°C durante 30 min. Se
descarté el sobrenandante y se resuspendié el paquete celular en 2 mL de
BSA (albumina sérice “ovina) al 1% en amortiguador de fosfatos,
seguidamente se centri..,> a 16000 g a 4°C por 10 min y el sobrenadante
(fagos) se pas6 a un tubo nuevo a través de un filtro de 0.2 ym y se
almacené a 4°C.
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la embriogénesis cigética y somatica, con el fin observar si existe una
expresion diferencial de estas proteinas durante el desarrollo de la planta.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Material biolégico

Las plantas de O. sativa var. milagro filipino, de las cuales se
obtuvieron los diferentes tejidos para los extractos proteicos, fueron
colectadas de una plantacidn situada en Pocyaxum, Campeche.

4.2.3 Anticuerpos contra las ARN Pol VY V

Los anticuerpos contra la ARN Pol IV Y V que se utilizaron en 1a
inmunodeteccién se obtuvieron del suero de conejos. Los péptidos
utilizados para las inmunizaciones se encuentran en el cuadro 3.1.

Las inmunizaciones se realizaron con 30 ug de péptido para cada
conejo, el cual con ayuda de una jeringa de dos vias se mezcl6 hasta formar
una emulsificacién con 0.5 mL de adyuvante completo de Freund's en la
primera inmunizacién, con 0.5 mL de Adyuvante incompleto en la segunda
inmunizacién. Posteriormente, el emulsificado se inyecto en el lomo de los
conejos. Las inmunizaciones en los conejos fue cada 20 dias. Antes de la
primera inmunizacién se obtuvo el suero (suero preinmune) para ser
utilizado como testigo.

4.2.3 Inmunodeteccionde la ARNPol VY V

Un gramo de cada uno de los tejidos de Oryza sativa (fior, hoja, tallo
y raiz) fue macerado con N, liquido, homogeneizado con la ayuda de un
politrén en un buffer de extraccion (50 mM NaCl; 50mM Tris-HCI; 1. mM
EDTA; 10% glicerol, 1mM 2- nercaptoetanol; 200 mM fenilmetil sulfonil;
1% Polivilpirrolidona) y centritugado a 25000 g durante 30 min (Magyar et
al., 1993). La concentre ' "n de proteina, utilizando como estandar albumina
sérica bovina se determ..... por el método de Bradford (1976). Las proteinas
totales (30 pug) fueron separadas en un gel desnaturalizante de
poliacrilamir~ al 8% y electrotransferidas. ElI procedimiento de
electrotrans. _. 2ncia se realizé de la proteina a la membrana de nitrocelulosa
u“"~ando amortiguador de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20%
Vi« «netanol, pH 8.3). La transferencia se realizé a 100 V por 2 h. o 26V por
12 h. El proceso provoca un fuerte calentamiento de la solucién lo que
refrigerd el sistema a 4°C. Una vez terminada la transferencia la membrana
fue incubada en una solucién de leche descremada al 5% en TBST (0.5 M
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Las diferencias en la cantidad pre--te de las ARN Pol IVy V en los
tejidos de planta adult~ ** en la embrioge:esis cigbtica y somatica, podria
deberse a la cantidu. de células meriste~*ticas o desdiferenciadas
presentes en los tejidos. En donde el mecanic...> de silenciamiento génico
en el cual estan implicadas las ARN polimerasas IV y V puede ser activado
para controlar el silenciamiento durante la diferenciacién celular. Cabe
mencionar que los embriones cigoticos ya se encontraban formados a
diferencia de Ic - somaticos. Motivo por el cual se sugiere que el tejido
somatico gener..o presenta un aumento en estas polimerasas.
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Las observaciones de la inmunolocalizacion muestran que la ARN
Pol IV y V son proteina nucleares y sugiere que esta proteina afecta la
condensacion de la heterocromatina, ya que se observé un nicleo mas
disperso, es decir, el ADN se encuentra empacado de manera muy diferente
observandose menos condensado en las mutantes de Arabidopsis (rpd2a-2,
rpd2b-1) (Onodera et al., 2005). La dispersion de Ia heterocromatina del gen
58 en los mutantes de ARNP [V, sugirieron una pérdida de cierto nivel de
metilaciéon de la citosina, sin la metilacibn apropiada del ADN los
organismos presentan problemas de desarrollo (Soppe et al., 2002).

En Arabidopsis thaliana ya han demostrado que los primeros
estadios de gametogénesis requieren la expresioén de las ARN Pol IV y V
(Olmedo-Monfil et al., 2010), probablemente, para llevar acabo de manera
ordenada los cambios de territorios nucleares. Con base a esta informacion
y con la hipétesis de que los cambios de reorganizaciéon nuclear
involucrarian la maquinaria de silenciamiento y en particular a la ARN Pol IV
y V. se analizé si hay una correlacién entre la presencia de las ARN Pol IV y
V y la reorganizacidbn del nucleo que se lleva a cabo durante la
embriogénesis somatica. Por lo cual se realizaron los experimentos de
inmunohistoquimica con el fin de determinar si los anticuerpos obtenidos
localizaban a la ARN pol IV y V en el nlcleo y en particular que células del
tejido embrionario mostraban diferencias en el nivel de sefial dado por estos
anticuerpos. Esto es fundamental para determinar si los anticuerpos pueden
ser utilizados con la proteina en estado nativo. Adicionaimente permiten
definir que células son las que tienen expresion de estas proteinas y en que
lugar se encuentran.

5.2 MATERIALES Y METODOS
5.2.1 Material biolégico

Se usaron semillas de O. sativa var. Filipina las cuales fueron
esterilizadas con alcohol al 70% durante 5 min, seguido por cloro al 50%
durante 1 h. en agitacién y tres lavados con agua estéril. Las semillas
fueron germinadas en agua destilada estéril. Después de 2 a 4 dias de
cultivo, los embriones inmaduros fueron disectados de forma transversal
para obtener el escutelo; y estos fueron transferidos a medio de induccion
EIM (sacarosa 4%; Medio MS 4.3 g/L; 2, 4-D 2 mg/L'1) e incubados en un
cuarto de cultivo en oscuridad y a 60 rpm de agitacion. Este protocolo de
embriogénesis fue modificado de Mariani et al., 1998.
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incubacién en una dilucién 1:2000 con el anticuerpo secundario acoplado a
Alexa fluor 488 a 37°C. L~ ~bservacion se realizé en el microscopio confocal
(Leica TCS SP5 AOBS .. NDEM). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindolina) (Pontes et al., 2006)

Los cortes histologicos se hidrolizaron en acido periédico por cinco
minutos, después se lavaron con agua corriente y se dejaron secar. Estos
se tifieron con el reactivo de Schiff en oscuridad por 1 min, se lavaron con
agua hasta que el agua quedd incolora y se secaron. Finalmente los cortes
se tifieron en una solucién de azul de naftol al 1% en acido acético al 7% (1
minuto), se lavaron con agua y se dejaron secar (Davey, 1977).

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Analisis histolégico de la embriogénesis somatica

Los embriones de O. ._.iva L. formados directamente sobre la
superficie del escutelo de embriones cigbticos, desarrollan patrones
estructurales y de desarr~'"~ semejantes a los del embridn cigético. Las
etapas proemt  3énica, ¢._oular, escutelar y coleoptilar fueron observadas
por estereomi...scopiay por microscopia electrénica de barrido (MEB). La
formacion del protoderm y su diferenciacion de la epidermis son
importantes en el inicio de 1a embriogénesis somatica (Mariani et al., 2002).

Un evento temprano durante la induccion de la embriogénesis es la
ruptura de la integridad del tejido. Esta itura da como resultado el
aislamiento de células. Las células estan libi - Je los tejidos circundantes lo
que promueve la conexidn celular entre las células vecinas, se sugiere que
este hecho podria estimular a embriogénesis (Ma i et a/, 1998).

Se puede observar el proceso de la embriogénesis somatica en las
etapas de subcultivo, en el cual al parecer se desarrollaron estructuras
embrionarias (Figura 5.1). Se puede observar en la figura 5.1-A la
superficie lisa de la pared celular dei escutelo, seguido de una disrupcién en
las células de Ja superficie del escutelo (Figura 5.1B-E). Posteriormente se
observa gradualmente la formacién de estructuras nodulares al parecer
embriogénicas (Figura 5.1 F-1).

A partir de los escutelos con posibles estructuras embriogénicas se
realizd la diseccion histologica. Estos analisis mostraron las primeras etapas
de la embriogénesis, en donde se pudd observar células pequefias e
isodiamétricas con prominentes ndcleos y paredes celulares delgadas,
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thaliana con 55% de identidad y las subunidades 2a y 2b de A. thaliana con
84% de identidad.

Se determiné las secuencias de aminoacidos de regiones
conservadas y no conservadas (Figuras 2.2-2.4), para su posterior analisis
estructural. Las proteinas ARN Pol reportadas en estas especies poseen un
alto grado de similitud, lo que era de esperarse, dado que las ARN
polimerasas son proteinas que se encuentran muy conservadas en todos
los organismos eucariontes (Hahn et al., 2004). Observando que la regién
de la proteina con mayor conservaciéon es el sitio activo (Onodera et al,
2005).

El analisis estructural en la molécula de la ARN Pol i, se realizé en
nueve de las once secuencias seleccionadas, como se muestra en las
Figuras 2.5-2.6. Las dos secuencias restantes carecian de correlacién, ya
gue, no se pudo ubicar similitud con las secuencias reportadas de la ARN
Pol I, lo cual dificultd su analisis estructural y no permitié la prediccion
adecuada de su posicién tridimensional en la estructura determinada. Las
secuencias denominadas como AZYRO 1, 2 y 4 (posteriormente
denominado AZYRO 3) fueron seleccionadas para la sintetizar los péptidos
(Tabla 3.1), que se utilizaron para la produccién de anticuerpos contra la
ARN Pol IV y V. Este andlisis fue posible con los programas RasMOL,
MDLSP6 y CN3D 4.1 utilizando como base las alineaciones generadas con
el programa ClustalW y también debido a que fa molécula de la ARN Pol Il
se encuentra conservada en diferentes especies (Hahn et al., 2004).

La propiedad de los anticuerpos de unirse con alta especificidad y
afinidad a una molécula blanco permite su utilizacién como una herramienta
para detectar y cuantificar niveles de expresion; determinar la localizacién
de la expresiéon de los genes en los tejidos, e identificar las interacciones
moleculares (Bruggemann et al., 1989). Se pueden producir anticuerpos
especificos al introducir un antigeno en el cuerpo de un mamifero. Los
animales normaimente utilizados son conejos, cabras y ratones. Los
anticuerpos creados como resultado de la inyeccién de una porcidon del
antigeno son particulares solo para ese antigeno. La sangre aislada de este
animal contier nticuerpos policlonales (Delves, 2000).

Actuaimente la técnica de despliegue en fagos, es una de las mas
utilizadas y bien establecidas para el desarrollo de anticuerpos, consiste en
la expresién de proteinas, en particular anticuerpos o péptidos en la
superficie de los fagos filamentosos. Las secuencias de ADN de interés,
son insertadas en una parte en el genoma del fago filamentoso, lo cual
origina como producto de fusidn en una de las proteinas de la capside del
fago. Estas construcciones de bibliotecas proveen, unos repertorios de
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Pol IV y V en compartimentos nucleares, es posible que estas proteinas
estén implicadas en la organizacién nuclear que la planta necesita en sus
etapas de desarrollo.

6.2 PERSPECTIVAS

Los 1~ -ultados del patrén de expresion de estas proteinas y los
anticuerpos (..1erados podrian ser de utilidad para posteriores analisis
funcionales de las ARN Pol IV y V, no solo en O. sativa si no en otras
monocotiledéneas. Aun mas el sistema utilizado para la generacién de
epitopes Utiles para fa produccién de anticuerpos al igual que las
secuencias de estos para la subunidad dos pueden ser de gran utilidad para
siguientes estudios.

Los mecanismos mediante los cuales, las ARN Pol 1V y V se
encuentran implicadas en la regulacién génica todavia no se encuentran
elucidadas. Una mejor comprensién sobre el silenciamiento génico y sus
funciones en el desarrollo de las plantas y en la respuesta a estrés
ambiental podrii sentar las bases de estrategias para el mejoramiento
génetico median.. .a activacion o inhibicién de los genes.

Con respecto a los resultados obtenidos de la induccidon de
embriogénesis, lo consiguiente es establecer los diferentes estadios del
desarrollo del embridbn somatico, hasta obtener plantulas regeneradas con
este sistema.
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pol IV and V. Their nuclear localization which may be required for genome
reorganization and gene silencing.

Keywords: RNA POL IV, RNA POL V, Oriza sativa, Somatic embryogenesis,
zygotic embryogenesis

Introduction

Gene silencing has become important in the field of research in
recent years. During the last decade with the emerging view of the RNA-
directed DNA methylation (RdDM) pathway (Herr et al. 2005; Law et al.
2010; Matzke et al. 2( ). The study of RNA polymerase IV and V have
become highlighted within the field of gene silencing. The complete
mechanism remains unclear but it is known that generation and targeting of
siRNAs requires RNA Polymerase |V (pol 1V), which is proposed to generate
single stranded RNA transcripts (Pikaard et al. 2008; Lahmy et al. 2010).
These transcripts are then processed by RNA-DEPENDENT RNA
POLYMERASE 2 and DICER-LIKE 3 to produce a 24 nt siRNAs which are
methylated on their 3' ends by HUA ENHANCER 1 (Li et al. 2005), followed
by the union to ARGONAUTE 4 which is an effector nrotein for silencing
(Law et al. 2010, Matzke et al. 2009; Duran-Figueroa ¢ 1. 2010; Olmedo-
Monfil et al. 2010; Wierzbicki et al. 2009). In addition to siRNAs, RdDM is
also associated with the presence of intergenic noncoding (IGN) RNA
transcripts. The accumulation of IGN transcripts has been shown to depend
on RNA polymerase V (Pol V) in Arabidopsis thaliana (Wierzbicki et al.
2008). These transcripts may act as scaffolds to recruit RADM effector
proteins, which in turn aid in the recruitment of DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2 to loci that produce both siRNAs and IGN
transcripts. Regardless of these advances in understanding the RdDM
pathways there are many questions unsolved about the two plant specific
RNA polymerases (Pol [V and Pol V) in particular during cell differentiation
(Havecker et al. 2010; Olmedo-Monfil et al. 2010). Currently must of the
research trying to understand the mechanism underling these polymerases
has been carried out in Arabidopsis thaliana. However, the study in other
plant models like Oryza sativa remains largely uncharacterized. Monocots
have long diverged and their main study has been in Zea mays where it
already showed clues about how paramutation takes place (Pikaard et al.
2009). Our results show that high amounts pol IV are expressed in esteem
and pol V is expressed predominantly on inflorescence but surprisingly very
low level of pol IV or V are express during zygotic embryogenesis, unlike
that of somatic embryogenesis were large amounts are produced. Early
somatic embryos show nuclear localization of both polymerases while older
more develop tissue show that pol IV is found in the cytoplasm while RNA
pol V maintains its nuclear pattern.
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The PCR reactions were performed with PIVF; GGT ATA TGG GAG AAC
ATC ATT with PIVR; CCC ACT GCC TCC AAT ATG CAG for RNA pol IV
subunit | and PVf, CTT GGA AGA GAA CTC CGT GCG with PVR,; AGG
AAC CTC CTC TGT AGG AAT for RNA pol V subunit 1 and primers 0.4« M
each, Tag platinum DNA polyr-~-ase 2.5 U (Invitrogen), MgCl, 0.5 mM, 200
nM each ANTP. Cycling condit.....s were 94°C 2 min 1 cycle; 94°C 30 sec,
45°C 31 ec and 72°C 1 min for the indicated number of cycles. The PCR
products were separate  n 1% agarose gel

Histology
Samples representative somatic ygotic embryos from all the
stages were removed from culture and <____ respectively were fixed in a

FAA: solution [formaldehyde (10%) ethanol (50%) and acetic acid glacial
(5%)] for 48 h at room temperature, progressively dehydrated in an alcohol
series, and infi  ted with paraffin (Kendall). Sections (5 pm) were cut using
a Leica microtome and stained with a 0.5% (w/v) aqueous solution of
Toluidine blue O (TE (Sigma) for examining cell reorganization. Some
sections were directly observed without any staining. Sections were
examined with a Axioplan microscope coupled to camera.

Immunofluorescence

The Somatic embryos after 15 days of induction were fixed in tubes
containing FAA with aspiration for 24 h. They were dehydrated through an
ethyl alcohol series and en  dded in paraffin (melting point 54~56 °C) with
a graded series of tertiary butyl alcohol. The paraffin blocks were sectioned
serially at 5 pm thickness using a microtome. Followed by deparaffinization
with 4 washes with Histology grade Xylene fo  min followed by removal of
xylene with Absolute ethanol followed by 70% ethanol followed by water for
1 minute each. Somatic embryos and surrounding tissue were
permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 15 min, respectively. After
washes with PBST they were either incubated with anti-RNA pol |V or ant-
RNA po! V. As seconcd~" antibodies donkey anti-rabbit IgG conjugated with
Alexa 488 (invitroger goat anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 647
(Invitrogen). After being washed for 30 min with PBST cells were mounted
with moviol (DAPI-DAR™Q) Images were taken in confocal microscope
(Leica TCS SP OBS NDEM).

Scanning electron microscopy

Somatic and zygotic embryos were fixed in FAA solution and passed
through increasing concentrations of ethanol (30%, 50%, 70%, 96%, 100%
thrice [W/V[). The fixed embryos were dried in a Sandri-795 semi automatic
critical point drying apparatus, mounted on stubs, coated with a 12 nm layer
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Our inmunolocalization correlate well with the known data from
inmunoclocalizatons in Arabidopsis as well as with the western blot profile
seen in figure 1. The speckie pattern observed from large nucleated cells of
Oryza somatic embryos from RNA Pol IV (figure 4) are similar to that
observed in Arabidopsis (Pontes et al. 2005) in particular in somatic
embryos with large nuclear compartments were most of the silencing and
chromosome reorganization need to take place. However, periferial
nucleated cells show a large nuclear exclusion of pol IV but not of pol V
which always showed a nuclear pattern. Our tissue slides allowed
cytoplasmic and tissue  ostion of the cells, unlike previous nuclei extraction
for inmunolocalization (Pontes et al. 2005; He et al. 2009; Pontes et al.
2009) which may render higher resolution but lack the information from
whole cells in the were is mainly in inflorescence and roots but not in esteem
as in Oryza sativa tissue (Ondera et al. 2005, Havecker et al. 2010).
Moreover, early stages of somatic embryos were used and tested for the
expression of RNA pol I' nd V. Expression increased during the formation
of the somatic embryos as one would expect for nuclear reorganization in
particular after the first stages. However to our surprise zygotic embryos did
not showed any expression of either polymerase (figure 3). These are
significant differences that may involve different cellular strategies to
generate the new plants and how high levels of synthetic auxin hormones
like 2-4D can affect the silencing machinery. It will be important in the future
to define which regions of DNA required silencing during the reorganization
during cell differentiation and how is the process control to generate of a
new expression profiles.
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€rmoryos IS snown in green and red label KNA pol V. d) Inmunolocalization
of RNA pol IV and V in zygotic embryos of 36 hours showing contrast to
enharnce visualization of the nucleus. Localization of RNA pol IV in somatic
embryos is shown in green and red label RNA pol V. e) Western blot of the
zygotic embryo extract from the written time period with either anti RNA pol
1V or anti RNA pol V. Stem extract was ed as control in lane E.
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