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RESUMEN 

Las ARN Poi IV y V son proteínas involucradas en el silenciamiento 
gen1co dirigido por los siARN, y metilación de novo del ADN 
respectivamente. Las ARN Poi IV y V son expresadas en todos los tejidos 
de A. thaliana con una mayor expresión en inflorescencia y raíz. Dentro de 
/as células se localiza en el núcleo. ARN poi IV y V se encuentran 
conformadas por doce subunidades. Estas polimerasas comparten 
subunidades con la ARN Poi 11, con la que tiene similitud en la secuencia y 
posiblemente en estructura . La carencia de expresión de estas ARN 
pol imerasa en las líneas mutantes A. tha/iana resulta en un retraso de 
floración , así como alteraciones en la formación de sus órganos florales . A 
la fecha se han encontrado las secuencias de la ARN Poi IV y V en 
diversas plantas incluyendo a O. sativa. 

Debido a la importancia de O. sativa tanto industrialmente como de 
uso de modelo vegetal en monocotiledóneas fue que se realizó este estudio. 
En donde se plateo analizar el patrón de expresión de la ARN Poi IV y V en 
O. sativa. Utilizando tanto tejidos maduros como embriogénicos para este 
estudio. Embriones somáticos fueron generados con el fin de obtener una 
mayor cantidad de células en los primeros estados de desarrollo. Teniendo 
en cuenta que la reorgan ización nuclear y silenciamiento génico seria 
altamente expresado en estas fases de desarrollo. 

Para el desarrollo de este trabajo se realizó el alineamiento de 
secuencias de aminoácidos de las ARN Poi IV y V de A. tha/iana y O.sativa, 
para obtener secuencias adecuadas para la síntesis de péptidos que fueran 
útiles para la producción de anticuerpos. Los péptidos generados 
permitieron obtener dos anticuerpos policlonales contra la subunidad uno de 
las ARN Poi IV y un anticuerpo contra la subunidad uno de la ARN poi V. 
Con estos anticuerpos se detectó la presencia de las ARN Poi IV y V, en O. 
sativa en los tejidos de inflorescencia, hoja , tallo y raíz al igual que en 
embriones somáticos y cigoticos 

Los embriones somáticos de O. sativa fueron obtenidos a partir de 
la inducción de los escutelos en medio EIM con 2,4-D. En estos embriones 
se inmunolocalizó a las ARN Poi IV y V en el núcleo de las celulas. En base 
a la información publicada es probable que la participación de estas 
proteínas sea importante para el silenciamiento génico y reorganización 
nuclear que ocurre en el proceso de embriogénesis somática. 
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ABSTRACT 

RNA Poi IV and V are proteins involved in directed gene silencing by 
siRNA and DNA methylation, respectively . RNA Poi IV y V are expressed in 
tissues of A. tha/íana which are located in the nucleus and are conformed of 
12 subunits. These polymerases shear subunits with RNA Poi 11, from which 
they have a high degree of similarity and possibly of structure. 

The lack of expression of these RNA polymerases in mutated lines 
of A. thalíana showed a delay in floral time and as well as alterations in the 
formation of floral organs. Up to date the sequences of RNA Poi IV and V 
from diverse plants have been found, such is the case of O. sativa. Due to 
the relevan ce of this plant model and the la e k of i nformation of these 
polymerases in monocots this study was carried out for adult and 
embryogenic tissue. The reasoning for using somatic embryos was to obtain 
large amount of cells in the first stages of development where several 
changes in gene expression take place. . The somatic embryos of O. satíva 
were obtain after induction of the scutellum with 2,4-D. lnmunolocalization of 
both RNA polymerases showed their nuclear presence. Furthermore these 
proteins are also expressed in different tissues of the adult plant, particularly 
esteem and inflorescence as well as somatic embryogenesis. Based on 
current publish data it is probable that gene silencing and nuclear 
reorganization during somatic embryogenesis requires de presence of both 
of these polymerases. 

For the development of this work 1 aligned the aminoacid sequences 
of RNA poi IV and V of A. thalíana and O.satíva to select sequences for 
peptide synthesis followed by their antibody production . 1 obtain two 
polyclonal antibodies against the first subunit of RNA Poi IV and one aganst 
the first subunit of RNA Poi V. With this antibodies we detected the presence 
of this proteins in O. satíva. 

xxiii 



xxiv 



INTRODUCCIÓN 

La síntesis de ARN a partir de un templado de ADN, es uno de los 
pasos más importantes en el control del crecimiento y diferenciación celular. 
La transcripción se lleva a cabo por enzimas llamadas ARN polimerasas. En 
este proceso se requieren de un conjunto de proteínas reguladoras 
denominadas factores generales de transcripción los cuales están 
involucrados en el reconocimiento de la secuencia del promotor. La 
respuesta a los factores regulatorios y los cambios conformacionales son 
esenciales para la actividad de la polimerasa durante el ciclo de 
transcripción (Hampsey et al., 1998). 

Aunque la maquinaria de transcripción de eucariontes es mucho 
más compleja que la de procariontes o que de las archaeas, los principios 
generales de la transcripción y su regulación se encuentran conservados. 
Las bacterias y archaeas tienen solamente una ARN polimerasa, mientras 
que los eucariontes tienen tres para sintetizar diferentes clases de ARN; la 
ARN polimerasa 1 que sintetiza ARN ribosomal (ARNr}, la ARN polimerasa 11 

que sintetiza ARN mensajero (ARNm) y la polimerasa 111 que sintetiza ARN 
de transferencia (ARNt) (Lee et al., 2000). 

Sólo se conocían estos tres tipos de ARN polimerasa, hasta el 
descubrimiento de secuencias de posibles ARN polimerasas, a la que han 
denominado ARN polimerasa IV, y V. Son las plantas las que tienen 
secuencias que codifican subunidades catalíticas para estas ARN 
polimerasas (Herr et al. , 2005). 

Esta máquina celular en las plantas, desempeña un papel relevante 
en la floración y en la metilación del ADN, que es un proceso químico 
esencial y dominante para el desarrollo de un organismo. Hay cierta 
especulación de que esta forma de polimerasa puede haber sido una 
molécula característica de las plantas por más de 200 millones de años 
(Onodera et al. , 2005). 

En A. thaliana se ha observado la expresión de las ARN Poi IV y V 
en todos los tejidos de planta adulta, sin embargo, la expresión de estas 
proteínas podrían no ser similares en todas las especies debido a las 
diferencias evolutivas que existen entre las dicotiledóneas y las 
monocotiledóneas (Pikaard , 2009; Marcussen et al. , 201 0). En este trabajo 
se plantea observar el patrón de expresión de las ARN Poi IV y V en los 
diferentes tejidos de O. sativa, así como durante el proceso de la 
embriogénesis cigótica y somática . 
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1.1 INTRODUCCIÓN 

Capítulo 1 

Antecedentes 

La primera evidencia de la existencia de otros tipos de ARN 
Polimerasa (ARN Poi IV, V) adicionales a las ya reportadas, fue descubierta 
en A. thaliana. Al observar dos tipos de polipéptidos que podrían ser las 
subunidades clave de la ARN Poi IV, se demostró que no era una forma 
alternativa de alguna de las ARN Poi y se encontró que la ARN Poi IV no es 
funcionalmente coincidente con las ARN Poi 1, 11 o 111 y no es esencial para 
la viabilidad de la planta (Onodera et al. , 2005). 

Mediante el uso de anticuerpos se detectó en A. thaliana la 
presencia de la ARN Poi IV, en donde se encontró estar mayormente 
expresada en flores y raíces. Por otro lado, en líneas mutantes de A. 
thaliana (rpd2a-2, rpd2b-1) , en las cuales se bloquearon los genes 
responsables de las dos subunidades de la ARN Poi IV, no se detectó a la 
proteína. Sin embargo, estas mutantes, aunque sobrevivieron , mostraron 
defectos florales , retraso en la floración y alteraciones en la identidad de sus 
órganos (Onodera et al. , 2005). 

En la inmunolocalización de la ARN Poi IV se observó que es una 
proteína nuclear y se sugiere que esta proteína afecta la condensación de la 
heterocromatina, observando un núcleo más disperso. Es decir, que el ADN 
se encuentra empacado de manera diferente, siendo menos condensado en 
las mutantes rpd2a-2 y rpd2b-1 (Onodera et al., 2005). La dispersión de la 
heterocromatina del gen 58 en las mutantes de la ARN Poi IV, sugirió una 
pérdida de cierto nivel de metilación de la citosina ; sin la metilación 
apropiada del ADN , los organismos presentan problemas de desarrollo 
(Soppe et al., 2002). Se ha observado que esta pérdida de metilación en el 
ADN no afecta niveles globales de metilación de la citosina (Onodera et al., 
2005). Por otro lado, se sugiere que la ARN Poi IV silencia secuencias de 
ADN repetitivo y ciertos transposones (AtSN1 ). Los ARNs pequeños 
llamados siARN (ARN de interferencia small interfering RNA) son 
eliminados por completo en las líneas mutantes de A. thaliana (rpd1, rpd2) , 
lo que indica que la ARN Poi IV está implicada en la producción de los 
siARN, y que de algún modo está involucrado en la conservación de la 
integridad del genoma, principalmente en mantener silenciado el ADN 
(Onodera et al., 2005). Por otra parte, se evalúo la producción de los 
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miRNAs; la vía de los miARN en estas 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 anómalos. Por otro lado, la 
formación de miRNA se ha revelado como un mecanismo importante en la 
regulación de la expresión génica (Herr et al., 2005). 

Dos genes codifican las distintas subunidades mayores de la ARN 
Poi IV y ARN Poi V, al igual que dos genes codifican las subunidades 
menores. Ambos tipos de subunidades son expresados, como productos de 
la ARN Poi IV 1 (NRPD1/NRPD1a) y ARN Poi V 1 (NRPE1/NRPD1b), pero 
solo una de las subunidades menores, la ARN Poi 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 IV Y V 

Las ARN Poi IV y Poi V son enzimas especificas de plantas que, al 
parecer, tuvieron su origen en algas ancestrales que colonizaron la tierra 
hace millones de años (Luo & Hall 2007). Un árbol filogenético reveló que 
las subunidades grandes de la ARN Pol imerasas de eubacterias, 
cianobacterias, cloroplastos, archaea y ARN Pol imerasas de eucariontes 
pertenecen a distintos ciados. Las subunidades grandes de las ARN 
pol imerasas 1, 11 , 111 de A. thaliana se agrupan con sus homólogos 
respectivos de arroz, levadura, C. elegans, Drosophila y humano. A. 
thaliana y O. sativa tienen genes adicionales que forman un ciado distinto 
donde se agrupan las secuencias de las ARN Poi IV (Onodera et al. , 2005). 

Se encontraron los genes para la subunidad mayor y la subunidad 
menor de las ARN Poi 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 al., 2007). En los 
estud ios iniciales sobre la ARN Poi IV y V, se notó que las NRPD2/NRPE2 
estuvo más estrechamente relacionadas con la subunidad menor de la ARN 
Poi 11 (NRPB), que con las ARN Poi 1 (NRPA) o Poi 111 (NRPC) (Onodera et 
al., 2005). Además, 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 análisis se propone que la NRPD1 
surgió de una duplicación del gen NRPB1 , posiblemente debido a una 
subsecuente duplicación de NRPD1 . Esto pudo haber conducido a la 
evolución de NRPE1 , después de la aparición de las plantas terrestres, lo 
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cual fue antes de la divergencia de angiospermas (Luo & Hall 2007; Ream 
et al., 2009). 
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Figura 1.1 . Relación filogenética de /as subunidades principales y de la 
segunda subunidad principal de /as ARN polimerasas en eucariotes y 
Archeas (Modificado de Luo & Hall et al., 2007). A) Ciado de la subunidad 
uno de /as ARN polimerasas /. B) Ciado de /as subunidades uno de /as ARN 
polimerasas 11. C) Ciado de /as subunidades uno de /as ARN polimerasas 111. 
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O) Ciado de la subunídad uno de /as ARN polímerasas IV y V. E) Ciado de 
la segunda subunídad de /as ARN polímerasas IV y V. 

1.3 SUBUNIDADES QUE COMPONEN EL COMPLEJO DE LAS ARN POL 
IV YV 

Las ARN Poi IV y V están compuestas de subunidades que son 
parálogos o idénticos a algunas de las 12 subunidades de la ARN Poi 11. 
Cuatro subunidades de la ARN Poi IV son distintas de Poi 11, seis 
subunidades de la ARN Poi V son distintos de la ARN Poi 11 , y cuatro 
subunidades difieren entre las ARN Poi IV y Poi V. Las diferencias entre las 
subun idades ocurren en posiciones claves relacionadas con la entrada del 
templado a la enzima y la vía de salida del ARN que se sintetiza (Figura 
1.2). 

La conclusión de que las ARN Poi IV y V se compone.n de 
subunidades de la ARN Poi 11 , encaja con la hipótesis de que las ARN Poi IV 
y V son derivadas de esta para desarrollar funciones especializadas en el 
silenciamiento de ARN , pero sin realizar las funciones esenciales para la 
viabilidad (Pontes et al. , 2006). 

Las subunidades de las ARN Poi IV y V que no son compartidas por 
la ARN Poi 11 , son NRPD1 , NRPE1 , NRPD2/NRPE2, NRPD4/NRPE4, 
NRPE5, NRPD7, y NRPE7. La ARN Poi IV se compone por la misma familia 
de subunidades NRPB5, como las ARN Poi 1, 11 y 111 ; mientras que la ARN 
Poi V presenta una variante (NRPE5), (Ream et al., 2009) . 
Esto es consistente con la hipótesis de que la ARN Poi V está más 
distantemente relacionada con la ARN Poi 11 que con la ARN Poi IV. Es un 
hecho que la ARN Poi IV y V comparten numerosas subunidades con Polll , 
incluyendo NRPB3, NRPB6, NRPB8, NRPB9, NRPB1 O, NRPB11 y la famil ia 
de NRPB12 (Huang et al., 2009). La subunidad NRPB3/NRPE3b se asocia 
in vivo con la ARN Poi V, a su vez que la NRPE3 interactúa con la NRPB11 
en una manera equivalente a las subunidades alfa (a y a') de la ARN Poi de 
E. col i. También se ha confirmado la asociación de NRPD4/NRPE4 con la 
ARN Poi IV y V, cabe mencionar que la subunidad NRPB4 de la ARN Poi 11 

es diferente de las subunidades NRPD4/NRPE4 de las ARN Poi IV y V 
(Lahmy et al. , 2009; Ream et al., 2009). Dado que se propone que el 
complejo RPB4/RPB7 (las ARN Poi 11 , IV y V comparten la subunidad 
RPB7) es el que interactúa con el transcrito naciente de ARN , se sugiere 
que estas diferencias probablemente contribuyen a las funciones únicas de 
las ARN Poi 11 , IV y Poi V. La AtRPB5b resulto ser la subunidad NRPE5 de 
la ARN Poi V. La subunidad NRPD5 de la ARN Poi IV esta codificada por el 
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mismo gen que codifica la subunidad NRPB5 de la ARN Poi 11 y las 
subunidades equivalentes de las ARN Poi 1 y 111. El hecho de que la ARN 
Poi V sea el único en usar la variante NRPE5 de la famil ia RPB5 
probablemente que tenga un significado funcional. La estructura 
cristalográfica de la ARN Poi 11 en la levadura revela que RPB5 interacciona 
con RPB1 y RPB6 para formar una plataforma móvil que modula la 
estabilización del templado de ADN. La participación de la subunidad 
NRPD5 o NRPE5 de la ARN Poi IV o V podría diferir la especificidad de los 
diferentes templados, o el proceso de activación transcripcional (Ream et 
al., 2009). 
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Figura 1.2. Subunidades que componen el complejo de /as ARN 
polimerasas IV y V (Ream et al., 2009). De color rojo son /as subunidades 
que están involucradas en el ensamblaje de la ho/oenzima, de color azul 
se pueden observar /as subunidades que están involucradas en la 
catálisis, /as subunidades de color amarillo tienen otras funciones, y las 
subunidades marcadas con un asterisco son /as subunidades que son 
compartidas con /as ARN po/imerasas /, 11 y 111. 

1.4 PAPEL DE LA ARN POLIMERASA IV EN EL MECANISMO DE 
BIOGÉNESIS DE LOS ARN DE INTERFERENCIA. 

Kanno et al. , 2005 y Portier et al., 2005 observaron que los siARN 
en las mutantes de la ARN Poi IV 1 de A. thaliana se encuentran el iminados 
por completo, mientras que no sucede lo mismo en las mutantes de la ARN 
Poi V. Por esto , ha sido propuesto que la ARN Poi IV actúa en el 
mecanismo de producción de siARN , mientras que la ARN Poi V puede 
actuar en el mecanismo de metilación del ADN (Kanno et al. , 2005; Portier 
et al., 2005). 

En las mutantes de A. tha/iana de la ARN Poi V 1, ocurre cierta 
pérdida del nivel de metilación de la citosina que, no afecta los niveles 
globales de metilación de la citosina de manera azarosa, sino en reg iones 
específicas (Onodera et al. , 2005, Kanno et al. , 2005, Portier et al., 2005, 
Herr et al., 2005, Pontes et al., 2006). Se ha determinado la interacción 
directa de la ARN poi V con Argonauta4 (AG04-proteína efectora 
involucrada en el mecanismo de silenciamiento génico mediado por siARN ), 
el cual está de igual manera involucrado de la metilación de citosinas (Li et 
al., 2006). Este grado de regulación ha provocado un reenfoque en cómo 
las plantas mantienen organizadas e inactivas, ciertas secuencias virales y 
de retrovirus (Herr et al., 2005, Law & Jacobsen, 201 0). 

Hasta ahora se desconoce cómo las ARN Poi IV y V pueden actuar 
en el mecanismo de producción de los siARN, además de coord inar 
específicamente la metilación al ADN y, por lo tanto, el silenciamiento 
génico (Portier et al., 2005; Li et al., 2006). El silenciamiento génico es el 
mecanismo de regulación epigenética de todos los eucariontes, por lo que 
una visión más clara de su mecanismo de acción, ayudaría a comprender 
como son seleccionadas las secuencias de ADN que serán empaquetadas 
en heterocromatina. El silenciamiento de genes en las plantas también es 
fundamental para obtener tolerancia al ataque de diversos virus que afectan 
de manera significativa la agricultura. Finalmente , hay que recalcar que los 
mecanismos por los cuales se realizan los procesos de silenciamiento 
génico son fundamentales para entender los procesos epigenéticos que 
controlan la expresión durante el desarrollo y diferenciación celular. 
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1.5 IMPLICACIÓN DE LA ARN POLIMERASA V EN EL SILENCIAMIENTO 
GÉNICO 

La actividad catalítica de la ARN Poi V no ha sido aún demostrada. 
Sin embargo, algunas evidencias demuestran la existencia de transcritos 
dependientes de la ARN Poi V. Una hipótesis de cómo los sitios de 
iniciación son elegidos, por los cambios estructurales de los patrones de 
metilación del ADN o modificaciones de las histonas que atraen a la ARN 
Poi V. Por otra parte , las mutantes que afectan la producción de los siARNs 
o la metilación del ADN no afectan la abundancia de los transcritos de la 
ARN Poi V. Una alternativa posible es que la transcripción de la ARN Poi V 
inicie en todo el genoma, tanto en regiones silenciadas y no silenciadas, y 
que estos transcritos sean necesarios, pero no suficientes, para el 
silenciamiento génico. También se sugiere que la transcripción de la ARN 
Poi V hace a un locus competente para silenciamiento, pero el 
silenciamiento solo ocurriría si los siARNs complementarios a este locus 
son producidos. Los ARN no cod ificantes (ARNnc) se originan de regiones 
intergénicas y prevalecen en eucariotas, pero su significado funcional es 
casi desconocido. La evidencia indica que la ARN Poi V transcribe ARNs no 
codificantes que participan directamente en el silenciamiento génico 
(Wierzbicki et al. , 2008). 

La transcripción de la ARN Poi V es necesaria , pero no es suficiente 
para silenciar AtSN1 y los elementos L TR. Otras proteínas también son 
necesarias, incluidas la ARN Poi IV, RDR2, así como una o más proteínas 
DCL, AG04, DRD1 y DRM2, las cuales son componentes de la vía de 
biogénesis de los siARNs de 24 nt, dirigidos a la metilación del ADN( Law et 
al., 2011 ). Debido a que las mutantes que interrumpen la biogénesis de los 
siARNs (nrpd1, rdr2, del) no tienen efecto en la producción de los transcritos 
dependientes de la ARN Poi V, se sugiere que la transcripción de la ARN 
Poi V y la producción de los siARNs son evento independientes, pero 
colaboran en el silenciamiento génico (Pontes et al., 2009). Esta hipótesis 
encaja con la observación de que la ARN Poi V, no es requerida para la 
producción de siARNs en la mayoría de los loci que les dan lugar a los de 
24nt, incluyendo los AtSN1 (Mosher et al., 2008). Pero la ARN Poi IV y V si 
son requeridas para dar lugar a los siARNs de los loci de repeticiones 
endógenas, sin embargo , esto no implica necesariamente que los 
transcritos de la ARN Poi V sirvan como precursores de los siARNs (Li et 
al. , 2006, Pontes et al. , 2006, Chinnusamy & Zhu, 2009) . En cambio, la 
formación de la heterocromatina dependiente de la ARN Poi V, puede 
estimular la producción de siARNs dependiente de la ARN Poi IV en un 
circuito positivo de retroalimentación que aplica en el silenciamiento génico 
(Wierzbicki et al., 2008, Law & Jacobsen, 2010). 
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La metilación del ADN dirigida por ARN es importante no solo para la 
regulación génica y para el desarrollo de la planta , sino para la 
desmetilación y la activación de transposones en respuesta al estrés 
(Matzke et al., 2009). Uno de los componentes de los que depende la 
metilación dirigida por ARN, es la biogénesis de los siARN. Las ARN Poi IV 
y V están involucradas en la biogénesis de los siARN (Huang et al., 2009; 
Lahmy et al., 2009; Ream et al., 2009) . Los siARN a través de la formac ión 
de complejos que contienen a AG04, pueden inducir la metilación en 
secuencias que la requ ieran de novo o de su manten imiento (Mosher et al., 
2008, Law & Jacobsen, 201 0). Se desconoce si existe algún mecan ismo por 
el cual las ARN Poi IV y V se involucren en la metilación inducida por el 
medio ambiente y el desarrollo. 

El aspecto de la función de las ARN Poi IV y V son temas 
importantes en la actualidad, esto a su vez , abre el estudio sobre la 
dinámica de la expresión de las ARN Poi IV y V. Las pocas especies que 
han sido estudiados (A. thaliana, Zea mays, y Viola) , presentan un número 
variable de copias de los genes que cod ifican a las subunidades uno y dos 
de las ARN Poi IV y V, lo que sugiere que de acuerdo a las necesidades de 
determinada especie podría variar la producción de estas prote ínas 
(Pikaard , 2009; Marcussen et al., 2010 and Yokthongwattana et al. , 2010). 

Un modelo experimental muy conveniente para el estudio de la 
expresión génica y los mecan ismos de regulación es la embriogénesis 
somática (Steward et al., 2000). 

1.6 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 

La embriogénesis es el punto donde comienza el ciclo de vida , 
tanto en los animales como en las plantas. Como en otros organismos 
eucariontes, la embriogénesis en las plantas se in icia en el cigoto, que es el 
producto de la fusión de la cé lula huevo haploide y la célula espermática 
(Jürgens et a( 1995). En las plantas el proceso de embriogénesis puede 
ser recapitulado en otras células diferentes al cigoto; como los embriones 
somáticos originados de las células somáticas desarrolladas in vitro , 
valiéndose de la totipotencialidad celular (Mordhorst et al., 1997). 

La embriogénesis somática es el desarrollo de embriones a partir 
de células somáticas capaces de generar una planta. Este proceso ha sido 
descrito en varias plantas monocotiledóneas (trigo, maíz, avena, sorgo, 
caña, mijo perla, cebolla) (Thorpe, 1995). Los embriones somáticos se 
originan directamente de una sola célula o ind irectamente a partir de masas 
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proembriónicas (callos), que a su vez se originaron de una única célula 
(Vasil & Vasil , 1995). Esta formación a partir de una célula, comienza con 
divisiones internas de segmentación, engrosamiento de paredes celulares y 
una ruptura temprana de todas las conexiones plasmodémicas que indican 
un aislamiento con el tejido que rodea a dicha célula (Franz & Schell , 1991 ). 
En general, en los embriones somáticos no se siguen los patrones de 
división celular específicos de los embriones cigóticos aunque en muy poco 
tiempo aparecen embriones globulares que presentan todas sus 
características. En monocotiledóneas, la formación de una hendidura lateral 
en la región apical del embrioide globular indica el inicio de un estadio 
escutelar (Brisibe et al., 1993). El escutelo (único cotiledón ), comienza a 
hacerse evidente por un crecimiento lateral por encima de la hendidura. El 
embrión continúa su desarrollo por estadios cotiledonares donde se 
desarrolla el coleoptilo y se diferencian los meristemos apicales y 
radicu lares (Vasil & Vasil, 1995). 

El grado de similitud entre Jos embriones somáticos y cigóticos es 
alto. El hecho de que se puedan desarrollar embriones normales a partir de 
células somáticas demuestra que el programa genético de la embriogénesis 
está dentro de cada célula y puede funcionar en ausencia de productos 
gén icos maternos. En condiciones in vitro es posible que la composición 
hormonal del medio de cultivo de los ca llos imite de alguna forma las 
señales para iniciar la embriogénesis. 

Las hormonas que parecen implicadas directamente en la 
embriogénesis somática son las auxinas. Su disminución o desaparición del 
medio de cultivo seria la señal para disparar el desarrollo del embrión 
somático. El tiempo de exposición a esta hormona que necesitan los 
explantes es muy variable, desde unas pocas horas en microcallos de 
alfalfa (Dudits et al., 1993) o Hasta siete días para suspensiones de 
zanahoria (Nomura y Komamine et al., 1985), eliminándose después la 
hormona del medio de cu ltivo para continuar el programa embriogénico. 

Sin embargo, la diferencia más llamativa entre Jos embriones 
cigóticos y somáticos, es que los primeros pasan por una etapa de 
dormancia después de haber perdido el 95% de su contenido en agua y de 
detener la síntesis de ARN y proteínas (Golberg et al., 1989). En la 
naturaleza también hay casos donde el embrión después de la maduración 
no entra en dormancia sino que germina precozmente como el caso de las 
mutantes vivíparos de A. thaliana y mafz (Ooms et al. , 1993; Me Carty et al., 
1991 ). Incluso si se aíslan del resto de la semilla y se cultivan in vitro los 
embriones de un gran número de plantas, pueden germinar sin pasar por un 
período de deshidratación y latencia. 
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1. 7 Oryza sativa 

El arroz (Oryza sativa) es, después del trigo, el cereal más 
consumido en el mundo y es uno de los alimentos principales del As ia. El 
grano proporciona el 75% de lo que necesita un ser humano para nutrirse. 
El arroz es una buena fuente de magnesio, contiene niacina, vitamina 86, 
tiamina, fósforo, zinc y cobre, así como rastros de ácido pantoténico y 
potasio. No obstante, el arroz es uno de los cereales más pobres en 
proteínas. En el continente asiático se cultivan cerca de 40,000 variedades 
de arroz, procediendo el 90% de la producción mundial de China, Tailandia, 
Vietnam, India, Indonesia, Paquistán y Birmania. El principal productor de 
América del Sur es Brasil. En Europa, los grandes arrozales están situados 
en Portugal , España, Francia e Italia, siendo este último país el principal 
productor europeo (Xi-ji et al., 2002) . 

El arroz (Oryza sativa) se ha propuesto como modelo de estudio 
porque se conoce la secuencia completa de su genoma (Normile et al., 
2002), en la cual se ha identificado una secuencia con 30% de identidad a la 
de la subunidad 1 a de la ARN Poi IV de Arabidopsis thaliana y que se 
ubican en el mismo ciado de la filogenia (Figura 1.1) (Onodera et al., 2005). 
Además, nos brinda la ventaja de que su tiempo de germinación es 
relativamente corto, no necesita grandes espacios para su cultivo y el 
proceso de embriogénesis somática de Oryza sativa, es de gran utilidad 
para estudios de expresión génica . 

Sobre todo por la extensa reprogramación transcripcional que se 
lleva a cabo durante el desarrollo de la planta , lo que sugiere la necesaria 
función del mecanismo de silenciamiento génico. Aún se desconoce como 
las ARN Poi IV y V regulan este mecanismo. Sin embargo, el estudio de la 
expresión de estas proteínas podría contribuir a la elucidación de los 
mecanismos de regulación epigénetica de diversos genes involucrados en 
el desarrollo de la planta y en respuesta al medio ambiente. 
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1.8 JUSTIFICACIÓN 

Los estudios sobre la expresión e inmunolocalización de las ARN 
Polimerasas IV y V, se ha realizado en A thalíana. Esta planta dicotiledónea 
modelo, ha permitido la identificación de características de un gran número 
de genes. Sin embargo, presentan algunas diferencias a lo largo de la 
evolución con respecto a las monocotiledóneas. Información sobre la 
expresión de las ARN Polimerasas IV y V en monocotiledóneas aún no ha 
sido generada a nivel proteico. El estudio de las ARN Poi IV y V en Zea 
maíz sugiere que su expresión podría ser diferente en cuanto a lo reportado 
en A thalíana , debido a la divergencia evolutiva que se dio entre las 
angiospermas hace más de 140 millones de años. El estudio de estas 
enzimas en Zea maíz ha generados importantes hallazgos en el 
entendimiento de los procesos de paramutación mientras que en A thalíana 
ha generado un gran avance en el área de silenciamiento génico tanto a 
nivel de siARN como de metilación del ADN. Sistemas que son requeridos 
en organismos multicelulares. 

Los resultados de este estudio sobre el patrón de expresión tanto a 
nivel proteico como de ARN de ARN Poi IV y V, serán de utilidad para 
analizar posteriormente su función en tejidos donde se halla detectado su 
expresión. 

De igual manera los anticuerpos generados son una importante 
herramienta para llevar a cabo estudios de immunoprecipitación, 
immunolocalización entre otros. 
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1.9 OBJETIVO GENERAL 

Detectar la presencia de las ARN Poi IV y V en diferentes tejidos de 
Oryza sativa . 

1.9.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Realizar un análisis comparativo de la secuencia de las 
subunidades de la ARN Poi IV y V de O. sativa para seleccionar de 
las regiones conservadas y no conservadas secuencias para el 
diseño de péptidos que sean útiles como antígenos específicos 
contra las ARN Poi IV y V de O. sativa. 

2. Obtener un sistema de embriogénesis somática de O. sativa. 
3. Determinar la presencia de las subunidades de la ARN Poi IV y V 

en tejidos embrionarios y diferenciados de Oryza sativa. 

1.10 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia experimental se esquematiza en al Figura 1.3 y consiste 
en lo siguiente: 

1. Obtención de anticuerpos provenientes de la inmunización de gallos 
y conejos. Las inmunizaciones se realizarán con los péptidos que 
serán sintetizados a partir de las secuencias seleccionadas de los 
alineamientos de las secuencias de las subunidades principales de 
la ARN Poi IV y V. 

2. Establecimiento de la embriogénesis somática a partir de la 
inducción de escutelos de O. sativa en medio EIM (medio de 
inducción de embriones) con 2,4-D. Así como la obtención de 
embriones cigóticos mediante la germinación de semillas en agua. 

3. Evaluación de la expresión de las ARN Poi IV y V en extractos 
proteicos de tejidos de O. sativa, en los extractos de los días 5, 1 O, 
15 y 30 posteriores a la inducción de los escutelos con 2,4-D, así 
como de los extractos de los embriones cigóticos extraídos de las 
semillas en un período de O, 24,36, 48 y 72 horas posteriores a la 
germinación de la semilla. 

4. Evaluación de los transcritos de las ARN Poi IV y V de O. sativa. 
5. Determinación de la localización de las ARN Poi IV y V en cortes 

histológicos, para analizar la posible correlación de su localización 
con su posible función en el silenciamiento génico. 
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Capítulo 2 

Análisis de secuencias y estructuras de las ARN Poi IV y V 

2.1 INTRODUCCIÓN 

Los genes sufren mutaciones a través del tiempo. Como resultado, 
algunas proteínas sufren cambios, por ejemplo a nivel de su estructura 
primaria que pueden determinar un cambio o no en su estructura terciaria. 
Además de mutaciones puntuales (sustitución de un aminoácido por otro) , 
la secuencia de una proteína puede perder aminoácidos (mutación por 
eliminación) o tener aminoácidos insertados (mutación por inserción). Si 
examinan las diferencias entre dos proteínas homólogas, se observará una 
tendencia general a encontrar residuos químicamente similares en la misma 
posición (residuos conservados) en ciertas regiones (Martinez-Fríaz, 2010) . 

El análisis de secuencias es uno de los procesos más extensos y 
complicados dentro de la bioinformática. La comparación de secuencias de 
aminoácidos permite descubrir qué partes de las secuencias están 
conservadas y descubrir qué proteínas tienen un origen común. La 
comparación de secuencias también nos ayuda a predecir la estructura de 
las proteínas (las proteínas homólogas tienen una misma arquitectura 
tridimensional) o predecir su función. No obstante cabe mencionar que 
proteínas con un origen común pueden terminar desarrollando distintas 
funciones (Hagen, 2000). 

Este es el caso para las ARN Polimerasas, las cuales después de 
analizar su estructura tridimensional , de diferentes tipos y en organismos 
diversos, (bacterias, levaduras y humanos), se observa que aunque existen 
diversos cambios en aminoácidos, su estructura prevalece. Las diferencias 
principales radican en los péptidos asociados a ellas. Las dos primeras 
subunidades de todas las ARN polimerasas forman la estructura esencial 
donde se encuentra el sitio activo, en el que ocurre la síntesis de ARN 
(Zhang et al., 1999). 

Las ARN polimerasas 1, 11 y 111 están formadas por un conjunto de 
12-17 proteínas, y entre ellas comparten similitud de la secuencia y 
estructura (Cramer et al., 2001 ). En el análisis de la secuencia del genoma 
de A. thaliana, se observaron específicamente dos tipos de polipéptidos que 
podrían ser las subunidades clave de la ARNP IV y V. No se descarto la 
posibilidad de que existiera en otros organismos, por lo que se analizó el 
genoma de O. sativa observando que en este también se encontraban 
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secuencias similares que podrían corresponder a las dos subun idades 
principales de la ARNP IV y V (Onodera et al., 2005). 

Debido a que las secuencias de las ARN Poi IV y V han sido 
identificadas, se procedió a un análisis comparativo con la ARN Poi 11 para 
determinar regiones de similitud para posteriormente seleccionar 
secuencias peptídicas que sirvan de respuesta inmune. 

Esto se realizó debido a que la estructura de la ARN Poi 11 ha sido 
determinada por rayos X (Hahn et al., 2004) . Por lo cual se utilizo como 
esqueleto comparativo para determinar posibles regiones que puedan ser 
fácilmente reconocidas por anticuerpos y que estos permitan realizar 
estudios de inmunolocalización e inmunoprecipitación, en donde se 
encuentran en su estado nativo. 

El análisis comparativo de las secuencias de las dos subunidades 
principales de las ARN Poi 11, IV y V sirvió para definir sequencias peptídicas 
y de estas se seleccionaron secuencias tanto de las regiones conservadas 
como de las no conservadas. Posteriormente estos péptidos serán 
utilizados para producir anticuerpos contra la ARN Poi IV y V. 

2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 OBTENCIÓN Y ANÁLISIS DE SECUENCIAS DE LAS ARN POL IV Y 
V 

Las secuencias de aminoácidos de diferentes subunidades de la 
ARN Poi 11 de A. thaliana, de las ARN Poi IV y V de O. sativa, y A. thaliana, 
fueron obtenidas del Genbank; a partir del cual sus números de acceso son 
los siguientes: OsXP473570 (subunidad 1a de la ARN Poi IV de O. sativa), 
OsNP914279 (subunidad 1 b de la ARN Poi IV/ ARN Poi V de O. sativa) , 
OsAK121416 (subunidad 2a de la ARN Poi IV de O. sativa) , At1g63020 
(subunidad 1a de la ARN Poi IV de A. thaliana) , AtNP181532 (subunidad 1b 
de la ARN Poi IV/ ARN Poi V de A. thaliana), At3g23780 (subunidad 2a de 
la ARN Poi IV de A. thaliana), At4g35800 (subunidad 1a de la ARN Poi 11 de 
A. thaliana), y At4g21710 (subunidad 2a de la ARN Poi 11 de A. thaliana) 
(Onodera et al., 2005). Las secuencias de aminoácidos fueron alineadas 
utilizando el programa Clustal W (Thompson et al., 1994 ). Posteriormente al 
alineamiento, se seleccionaron fragmentos de secuencias de las regiones 
conservadas y no conservadas, y se realizó el análisis estructural. Las 
secuencias seleccionadas se denominaron AZYRO, seguido de un número. 
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También se realizó una comparación de estos fragmentos seleccionados 
con la base de datos de NCBI mediante un BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) para asegurar que las secuencias no tuvieran simil itud con 
otras proteínas de Oryza sativa. 

2.2.2 ANÁLISIS DE LA ESTRUCTURA DE LAS ARN POL IV Y V 

Para este análisis se utilizó el programa Cn3D-4.1 (Wang et al. , 
2000), el cual es una herramienta que permite visualizar la estructura y la 
secuencia de una proteína determinada. Esta aplicación, combinado con 
esquemas de color, denota las regiones de interés en la proteína analizada. 
Se utilizó como base la ARN Poi 11 , cuya estructura fue obten ida por 
crista lografía de rayos X (Figura 2.1) (Hahn et al., 2004). 

Se compararon las secuencias de la ARN Poi IV con las secuencias 
de la ARN Poi 11. Estos fragmentos que tuvieron un grado de conservación. 
Se visual izaron en la estructura de la molécula de la ARN Poi 11. De igual 
manera se realizó este procedimiento con la ARN Poi V. Cabe mencionar 
que el programa nos permitió rotar la molécula por diferentes ángulos y 
ejes, lo que ayudó a tener una mejor visión del segmento marcado. De las 
secuencias que se analizaron se elig ieron para sintetizar los péptidos, los 
segmentos de las secuencias que se encontraban expuestas en la 
superficie de la molécula. 

Figura 2.1. Estructura de la molécula de la ARN Po/ 11 vista desde dos 
ángulos diferentes. Resaltan /as dos subunidades mayores: la subunidad 
uno (rosa) y la subunidad dos (azul) . 
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2.3 RESULTADOS 

2.3.1 ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS DE LAS ARN POL IV Y V 

Se real izaron tres alineaciones: la primera , con las secuencias de 
aminoácidos de las subunidades 1a de la ARN Poi IV de O. sativa (OrsatD), 
la ARN Poi IV de A. thaliana (ArthaD) y la ARN Poi 11 de A. thaliana 
(ArthaB), la segunda alineación se hizo con la secuencia de aminoácidos de 
las subunidades 2a de estas proteínas y, la tercera con las secuencias las 
subun idades 1 b de la ARN Poi IV/ARN Poi V de O. sativa (OrsatD), de la 
ARN Po!IV/ARN Poi V de A. thaliana (ArthaD) y la subunidad 1a de la ARN 
Polll de A. tha/iana (ArthaB). 

Para diseñar péptidos que sirvieran para la producción de 
anticuerpos, se seleccionaron secuencias tanto de las regiones no 
conservadas como de las regiones conservadas. En las Figuras 2.2, 2.3 y 
2.4 se presentan las secuencias alineadas resaltando aquellas que 
preliminarmente se seleccionaron para generar los péptidos. 

Subunidad la 

AZYRO 1 
OrsatD la MAVRPNDSRPSDVRPPFSQI PRFRGGRKGQHQMEEPSLEVNNPVAEL NAI KFS LMTSSDM 60 

ArthaD la --------------------------------MEDDCEELQVPVGTLTS I GFSISNNNDR 28 

ArthaB la ------------------------- -------MDTRFPFSPAEVSKVRVVQFGI LSPDEI 28 

* : * . : * . : . . : 

OrsatD la EKLSSATI IEMC---------- DVTNAKLGLPNGAPQCATCGSRSIRDCDGKKKLTGKLL 110 

ArthaD la DKMSVLEVEAPN----------QVTDSRLGLPNPDSVCRTCGSK DRKVCEG--------- 69 

ArthaB la RQMSVIHVEHSETTEKGKPKVGGLSDTRLGTIDRKVKCETCMAN - MAECPG------ --- 78 

: : * : : : : : ** 
OrsatD la GHFGVI KLAATVHN SYF I EEVVQLLNQICPGC LT LKQ------------ NGDTKKA DGTT 158 

ArthaD la - HFGVIN FAYSI IN PYF LKEVAALLN KICPGC KYIRK------------ KQFQITE D--- 113 

ArthaB la - HFGY LELAKPM YHVGFMKTVLS IMRCVCFNC SKILADEVCRSLFRQAMKIKNPKN RLKK 137 

** *·· · * .: : * :: * :: . : * · * 

OrsatD la IQGTCKYCS KDGSKLYPSIIFKMLTSPRVTLSRSKLHRNTSVMDKMSIIAEVAGGVAH KS 218 

ArthaD la QPERCRYCTLNTG-- YPLMKFRVTT----------- - -- KEVFRRS GIVVEVNEESLM KL 157 

ArthaB la ILDACKNKT KCDGGDDIDDVQSHS TDEPVKKSRGGCGAQQPKLTIEGMKMIAEYKIQRKK 197 
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Continuación subunidad la 

OrsatD la KN KA PH ETLPQDFWDFIP DDN--QP PI FNVTKKILSPYQVFHMLKKLDPELI NQ------ 270 

ArthaD la KKRG- VLTLP PDYWSFLPQDSNIDESCLKPTRRIITHAQVYALLLGIDQRLI KKDIPMFN 216 

ArthaB la NDEPDQLPEPAERKQTLGADR--VL SVLKRISDADCQLLGFNPKFARPDWMI LEVLPIPP 255 

* : 

OrsatD la ------------- - ------- - - -- ----- DDRTKAY KRMVDLYSKKSDDES-------- 292 

ArthaD la SLGLTSFPVTPNGYRVTEIVHQFNGARLIFDERTRIYKK LVGFEGNTLELS SRVMECMQY 276 

ArthaB la PPVRPSVMMDATSRSEDDLTHQLAMIIRHN ENLKRQEKN GAPAHIISEFTQLLQFHIATY 315 

OrsatD la - -------- - - -- - - ------SAST DTYGTKWL KDIILSKRSDNAFRSIMVGDPKINLNE 331 

ArthaD la SRLFSETVSSSKDSANPYQKKSDTPKLCGLRFMKDVLLGKRSDHTFRTVVVGDPSLKLNE 336 

ArthaB la FDNELPGQPRATQKSGRPIKSI CSRLKAKEGRI RGNLMGKRVDFSARTVITPDPTINIDE 375 

. ..... ** * : * ··· ** .:::: * 

OrsatD la IGIPMGLALNLVVSEQVS SYNFETI NLKCNLHLLT----- KEVLLVRRNGNLI FVRKAN - 385 

ArthaD la IGIP ESIAKRLQVSEHLNQCNKERLVTSFVPTLLD----- NKEMHVRR- GDRLVAIQVN- 389 

ArthaB la LGVPWSIALNL TYPETVTPYNI ERL KELVDYGPHPPPGKTGAKYI IRDDGQRL DLRYLKK 435 

: * * . . 

AZYRO 2 
OrsatD la ----QLEI GDI AY RLLQDGDLVLVNSPPSVHQHSLIA LSAKLLSTQSAVS INPLCCDPFK 441 

ArthaD la ---- DLQTGDK IFRSLMDGDTVLMNRPPSIHQHSLIAMTVRILPTTSVVSLNP I CC LPF R 445 

ArthaB la SSDQHLELGY KVERHLQDGDFVLFNRQPSLHKMSIMGHRI RIMP - YSTFRLNLSVTSPYN 494 

* : * . . : * 

tttt 
OrsatD la GDFDGDCLHGYIPQCLQSRIELEELVGLSGQLLNOQDGRSLVSLTHDSLAAAHQLTNAD- 500 

ArthaD la GDFDGDCLHGYVPQSIQAKVELDELVAL DKQLINRQNGRNLLSLGQDSLTAAYLVNVEKN 505 

ArthaB la ADFDGDEMNMHVPQSFETRAEVLELMMVPKCIVSPQANRPVMGIVQDTLLGCRKITKRDT 554 

***** . . :: ** · · · · · * · **: : * . . . . : * : * 

OrsatD la VFLEKAEFQQLQM LSSSISLTPMPSVFKSTNSQGPLWT---------------------- 538 

ArthaD la CYLNRAQMQQLQM YCP- FQLPPPAI I KASPSSTEPQWTGMQLFGMLFPPGFDYTYPLNNV 564 

ArthaD la FIEKDVFMNTLMWWEDFDGKVPAPAI LKP---- RPLWTGKQVFNLIIPKQINLLRYSAWH 610 

: . . * 

OrsatD la -------------- --------------------------- -------------------

ArthaD la VVSNGELLSFSEGSAWLRDGEGNFIERLLKHDKGKVLDIIYSAQEMLSQWLLMRGLSVSL 624 

ArthaB la ADTETGFITPGDTQVRIERGELLAGTLCKKTLGTSNGSLVHVIWEEVGPDAARKFLG--- 667 
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Continuación subunidad la 

OrsatD la 

ArthaD la 

ArthaB la 

- DLYLFSDHY SRRKLSEEVHLALDEAEEAFQIKQILLNSVSIPNLKYYDGGDDRSNTDEQ 597 

ADLYLSSDLQSRKN LTEEI SYGLREAEQVC NKQQLMVESWRDFLAVNGEDKEEDSVSDLA 684 

HTQWLVN YWLLQNGFTIGI GDTIADSSTME KINETISNAKTAVKDLIRQFQGKELDPEPG 727 

: :: : :: 

OrsatD la --SGF TQVSLPI IRSSMTS FKSVFN DLLKMVQQYVS KDNSMMTMINSGSKGSVLKFVQQT 655 

ArthaD la RFCYE RQ KSATLSELAVSA FKDAYRDVQALAYRYGDQSNSFLIMSKAGSKGNIGKLVQHS 744 

ArthaB la ----- RTMRDTF ENRVNQVLNKARDDAGSS AQKS LA ETNNLKAMVTAGSKGSFINISQMT 782 

: * .. . : **** .... * : 

OrsatD la ACVGLQL P- ASK FPFRIPSQLSCVSWN RHKSRNCEITDGTSECVGGQDMYAVVRNSFLDG 714 

ArthaD la MCIGLQNS- AVS LSFGFP RELTCAAWNDPNSPLRGAKGKDSTTTESYVP YGVIENSFLTG 803 

ArthaB la ACVGQQNVEGKRIPFGFDGRTLPHFTKDDY GP---------------ES RGFVENSYLRG 827 

OrsatD la 

ArthaD la 

ArthaB la 

* : * * :. * : . . : · ** : * * 

LNPLECLLHAISGRANFFS ENADVPGT-- LTRKLMYH LRDTYVAYDGTVRSS YGQQIVRF 772 

LNPLESFVHSVTSRDSSFSGNADLPGT-- LSRRLMFFMRDIYAAYDGTVRNS FGNQLVQF 861 

LTPQEFFFHAMGGREGLIDTAVKTSETGY I QRRLV KAMEDIMVKYDGTVRNSLG- DVIQF 886 

* * * . . * · . : * : * : .. * ****** * * :: :: * 

OrsatD la SYDTADGMYSDHDL EGEPGAPVGSWAACSIS EAAYGALDHPVNS LEDSPLM NLQEVLKCH 832 

ArthaD la TYETDG------ PVEDITGEALGS LSACALS EAAYSAL DQPISL LETSPLLNL KN VLECG 915 

ArthaB la LYGED GMDAVWIESQKLDSLKM KKSEFDRTFKYEI DDE NWN PTY LSDEHLEDLKGIRELR 946 

OrsatD la 

ArthaD la 

ArthaB la 

* : * : : : 

--------------------- KGTNS LDHTGL LFLSKHLRKYRYG FEYAS-------- LE 863 

---------------------SKKGQ REQTMS LYLSEYLSKKKHGFEYGS-------- LE 946 

DVFDAEYSKLETDRFQLGTEIATNGDSTWPLP VN IKRHIWNAQKT FKIDLRKISDMHPVE 1006 

: . . . . . : : * : : * 

OrsatD la VKDHLERVDFS DMVD-- TETMKIKR----- LRLEFI VREII DQYNTLRKQL NN------- 909 

ArthaD la IKNHLEKLSFS EIVS-- TSMI I FS PSSNTKVPLS PWVCHFHI SEKVLKRKQ LS------- 997 

ArthaB la IVDAVDKLQERLLVVPG DDALSVEAQKNAT LFFN IL LRSTLASKRVLEEYK LS REAFEWV 1066 

OrsatD la 

ArthaD la 

ArthaB la 

: * .. * .. 

--------------------- ------------------------AIP SVS ISNSETLHL 924 

---------------------------------------------AES VVS SLNEQYKSR 1012 

IGEIESRFLQSLVAPGEMIGCVAAQSIGEPATQMTLNTFHYAGVSAKN VTLGVPRLREII 1126 
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Continuación subunidad la 

OrsatD la KMENKSGKLGKNLGTGNECVKN-------QTCCVTMVVQVEINS ---------------- 961 

ArthaD la NRELKLDIVDLDIQNTNHCSS DDQAMKDDNVCITVTVV EASKHS ---------------- 1056 

ArthaB la NVAKRIKTPSLSVYLTPEASKSKEGAKTVQCALEYTTL RSVTQA TEVWYDPDPMSTIIEE 1186 

OrsatD la ----------MSQLDVI KERVIPSILATLLKGFLEFKN --------VKVQCQEDNELVLK 1003 

ArthaD la ----------VLELDAI RLVLIP FLL DSPVKGDQGIKK--------VNI LWTD RPKAPKR 1098 

ArthaB la DFEFVRSYYEM PDEDVS PDKISPWLL RIELN REMMVDK KLSMADIAEKI NLEF DDDLTCI 1246 

: * : * : * 

OrsatD la VVCKI HNRCYWK EYPSTALTGCGRLP------- ICEWAVPWAKQSRFKAAKDLRPAHSFI 1056 

ArthaD la NGNHLAGELYLKVTMYGDRG--------------------------------------- K 1119 

ArthaB la FNDDNAQKLILRIRIMNDEGPKGELQDESAEDDVFLKKIESNMLTEMALRGIPDINKVFI 1306 

OrsatD la NAAKRDSVDNLSGTLDAIAWGKEPCAGSSGPFKILYSGKSHETKQ-- NEHIYDFLHNPEV 1114 

ArthaD la RNCWTAL LETCLPIMDMIDWGR---------------SHPDNIRQ--CCSVYGIDAG--- 1159 

ArthaB la KQVRKSRFDEEGGFKTSEEWMLDTEGVNLLAVMCHEDVDPKRTTSNHLIEIIEVLGIEAV 1366 

OrsatD la QALEKNVMDTYRKRTEKTSKRRSALNSEGNATINGGAISFNQKF LNAKVGIWENIIDMRT 1174 

ArthaD la RSIFVANLESAVS DTGKEILREHLL LVADSLS VTGEFVALNAKGWSKQR----------- 1208 

ArthaB la RRALLDELRVVI S FDGS YVNYRHLAILC DTMTYRGHLMAITRHG I NRND----------- 1415 

OrsatD la SLQNMLREYTL NEVVTEQDKSCLMEALK FHPRGY DKI GVGIREI KIGVNPGHPSSRCF IV 1234 

ArthaD la --QVESTPAPFTQACFSSPSQCFLKAAK EGVR-- DDLQGSIDALAWGKV PG FGTGDQF EI 1264 

ArthaB la -------TGPLMRCSFEETVDILLDAAAYAET-- DCL RGVTENI MLGQLAP I GTGDCELY 1466 

... · * * : 
OrsatD la LRN DDTTADFSYNKFQGVCSRGGCGVLHIGGSGPMLLAGRRYGDECRCYLHAGSINDGF S 1294 

ArthaD la I I S P---------------------------------------- KVHGFTTPVDVY DLL S 1284 

ArthaB la LNDEMLKNAIELQLPSYMDG-------- LEFGMTPARSPVSGTPYHEGMMS PNYLLS PNM 1518 

OrsatD la LLTPLRGHQKEPLL-- FVGIPDAVKAWDLAKLQWTHPFWSYRSYNALALLGSISIILFSG 1352 

ArthaD la STKTMRRTNSAP-----------------------------------------------K 1297 

ArthaB la RLSPMS DAQFS PYVGGMAFSPSSSPGYSPSSPGYS PTSPGYSPTSPGYSPTSPGYSPTSP 1578 

OrsatD la SNNQGLGCYGKLETGS LAVTYTHN EDHGALALAGMQDAQLN PILLWSTNYNIVHLYELPS 1412 

ArthaD la S DKATVQPFGL LHSAF LKDIKVLDGKGIPMSLLRTIFTWKNI ELLSQS LKRILHSYEI NE 1357 

ArthaB la TYS PSSPGYSPTSPAYSPTSPSYS PTSPS YSPTSPSYS PTS PSYSPTS PSYSPTSPS YSP 1638 
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Continuación subunidad la 

OrsatD la MEEQVRKAVFLNRETFGSQFALAISRIPYSVVEEYTSTGLEELFADVGTWKKQVGDTSLS 1472 

ArthaD la LLNER------------------------------------- -- - DEGLVKMVLQLH PNS 1377 

ArthaB la TSPAYSPTSPAYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPA 1698 

OrsatD la RGLETVGTKHTLAQVQENGLSDLFLHFKITGSPWKRKNKHLNQQQMYDYQAMTLRPIQEM 1532 

ArthaD la VEKIGPGVKGIRVAKSKHGDSCCFEVVRIDG---------- ------------------- 1408 

ArthaB la YSPTS PGYSPTSPSYSPTSPSYGPTSPSYNPQSAKYSPS--------------------- 1737 

OrsatD la MRNNTEHYGFNFFLFEKLGQQTGTCTSDHLNKKVAVCSNLGMEINRNELGYTHLLLASRL 1592 

ArthaD la --------------- - --- - - ----------------TFEDFSYHKCVLGATKIIA PKKM 1431 

ArthaB la -------- ---- IAYSPSNARLSPASPYSPTSPNYSPTSPSYSPTSPS YS PSSPTYSPSS 1785 

OrsatD la PLDVGAYL ERTCNGVS SKRFVGNHFTAHIPLRESSADRRPRENKRRERKSKATMPVSTLV 1652 

ArthaD la NFYKSKYL KN-- GTLESGGFSENP------------------------------- ----- 1453 

ArthaB la PYSS GASP DYSPSAGYSPTLPG YSPSSTGQYTPHEGDKKDKTGKKDASKDDKGNP----- 1840 

OrsatD la TVLHITYSAIPS 1664 

ArthaD la -----------­

ArthaB la ------------

Figura 2.2. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de la subunidad 
1a de la ARN Po! IV de O. sativa (OrsatD) con la subunidad 1a de la ARN 
Po/ IV de A. thaliana (ArthaD) y la subunidad 1a de la ARN Poi 11 de A. 
thaliana (ArthaB). Los residuos marcados con un asterisco representan 
aminoácidos idénticos. Las letras indicadas con puntos representan 
aminoácidos con propiedades similares. Las letras de color negro 
representan /as regiones no conservadas; Las letras de color café 
representan /as regiones conservadas. Las letras en negrita y subrayadas 
representan /as secuencias seleccionadas para diseñar los péptidos. Los 
números de acceso de las secuencias se encuentran entre paréntesis 
subunidad 1a de la ARN Po! IV de O. sativa (OsXP473570); subunidad 1a 
de la ARN Po! IV de A. thaliana (At1g63020) y subunidad 1a de la ARN Poi 
11 de A. thaliana (At4g35800) (Onodera et al 2005). t representan el sitio 
activo (Cramer et al. , 2001) . La alineación múltiple se llevó a cabo con el 
programa Clusta/W Se denomino AZYRO a /as secuencias seleccionadas. 
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Subunidad lb 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

MEGHPDPTSAATAMIPEASIRRINLSITSNEEILKAQPVNELEKPIPITHQSQLLNNPYL 
------MEEESTSEILDGEIVGITFALASHHEICIQSIS-----ESAINHPSQLTN- AFL 
-- - MDTRFPFSPAEVSKVRVVQFGILSPDEIRQMSVIHVEHSETTEKGKPKVGGLSDTRL 

GLPLQVGSCQSCGSNAIEECEGHFRFIELPMPIFHPSHVTELSQILNLICLRCLKIKNRK 
GLPLEFGKCESCGATEPDKCEGHFGYIQLPVPIYHPAHVNELKQMLSLLCLKCLKIKKAK 
GTIDRKVKCETCMAN - MAECPGHFGYLELAKPMYHVGFMKTVLSIMRCVCFNCSKILADE 

. * : : * : . : * *** ::: * . * ·· * : * : . * * * 

KS ---------TLKGSKFTSCSHCQELPPLCVAEVKKSNGARGLELRAPIKKE------­
GT---------SGGLADRLLGVCCEEASQISIKDR- ASDGASYLELKLPSRSR------­
VCRSLFRQAMKIKNPKNRLKKILDACKNKTKCDGGDDIDDVQSHSTDEPVKKSRGGCGAQ 

* ; . 

-------------LEEGFWSFLDQFGSCTRGTSHCRPLLPEEVQNIIKKIPEETRRWLSV 
------------- LQPGCWNFLERYG- YRYGSDYTRPLLAREVKEILRRIPEESRKKLTA 
QPKLTIEGMKMIAEYKIQRKKNDEPDQLPEPAERKQTLGADRVLSVLKRISDADCQLLGF 

AZYR03 

RGYIPQ- DGFILSYLCVPPNCLRVSNVLDGNTFSCSGTSTNLLRKALRKIQQIRGSRIGS 
KGHIPQ- EGYILEYLPVPPNCLSVPEASDGFSTMSVDPSRIELKDVLKKVIAIKSSRSGE 
NPKFARPDWMILEVLPIPPPPVRPSVMMDATSRSEDDLTHQLAMIIRHNENLKRQEKNGA 

AZYR04 
SNIQVDQVADDLQVDVANYINLGG-------- TTKGHGDDTFTSQPTAMQWKQKMKTLFI 
TNFESHKAEASEMFRVVDTYLQVRGTAKAARNIDMRYGVSKISDSSSSKAWTEKMRTLFI 
PAHIISEFTQLLQFHIATYFDNELPGQPR---ATQKSGRPIKSICSRLKAKEGRIRGNLM 

SKSSSFSSRGVITGDPYIGLNVVGVPEEVAKRMSVEEKVTDHNIAQLQDMMNKGLCLTYT 
RKGSGFSSRSVITGDAYRHVNEVGIPIEIAQRITFEERVSVHNRGYLQKLVDDKLCLSYT 
GKRVDFSARTVITPDPTINIDELGVPWSIALNLTYPETVTPYNIERLKELVDYGPHPPPG 

** : * *** * : : : * : * . : * * * ; : * * :. ::: 

DANSITYSLDAGK----- DNPNKKHTILKVGEIVNRRVFDGDIVFLNRPPSTDKHSVEAF 
QG- STTYSLRDG---------SKGHTELKPGQVVHRRVMDGDVVFINRPPTTHKHSLQAL 
KTGAKYIIRDDGQRLDLRYLKKSSDQHLELGYKVERHLQDGDFVLFNRQPSLHKMSIMGH 

* : * * . * :: *** . * : : ** * : · * * :. 
AZYR05 AZYRO 6 

tttt 
YVQVHNDHTIKI NPLICDPLGADFDGDCVQI FYPRSLSARAEAKELY TVDKQLVSSHNGK 
RVYVHEDNTVKINPLMCSPLSADFDGDCVHLFYPQSLS AKAEVMELFSVEKQLLSSHTGQ 
RIRIMPYSTFRLNLSVTSPYNADFDGDEMNMHVPQSFETRAEVLELMMVPKCIVSPQANR 

****** :::. * : * :.:: ** * * : : * . : . : 

LNFQFKNDFSLALKIMCGR- EYSEREANQITNAMFSSGMYP---QKPLIGGPYWTFPQIL 
LILQMGSDSLLSLRVMLER- VFLDKATAQQLAMYGSLSLPPPALRKSSKSGPAWTVFQIL 
PVMGIVQDTLLGCRKITKRDTFIEKDVFMNTLMWWEDFDGKVPAPAILKPRPLWTGKQVF 

ETTKSN-------------- ---AITLADHLDRESVG--------ALATGTTISSILS -­
QLAFPERL---- - ----SCKGDRFLVDGSDLLKFDFG--------VDAMGSIINEIVTSI 
NLIIPKQINLLRYSAWHADTETGFITPGDTQVRIERGELLAGTLCKKTLGTSNGSLVHVI 

* : 
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Continuación subunidad lb 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

Orsa tD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

-- TKGPREATEFLNLLQPLLMESLLIDCFSINLGDFTVPSPILEAIQNNP---------­
FLEKGPKETLGFFDSLQPLLMESLFAEGFSLSLEDLSMSRADMDVIHNLI --- - ---- - ­
WEEVGPDAARKFLGHTQWLVNYWLLQNGFTIGIGDTIADSSTMEKINETISNAKTAVKDL 

** * : . * * : * : : * : : . : * . : : * : : 

LELN----------------------KYREPIMDFITHSSAIGLLVDPKSDSNMNKVVEQ 
IREISPMVSRLRLSYRDELQLENSIHKVKEVAANFMLKSYSIRNLIDIKSNSAITKLVQQ 
IRQFQGKELDPEPGRTMRDTFENRVNQVLNKARDDAGSSAQKSLAETNNLKAMVTAGSKG 

LGFLGPQLQHNGRLYSSRLVEDCLSKSLHRCCGSTNCCNPLEEYGTVRSSIYHGLNPYEA 
TGFLGLQLSDKKKFYTKTLVEDMAIFCKRKYGRISSSG---- DFGIVKGCFFHGLDPYEE 
SFINISQMTACVGQQNVEGKRIPFGFDGRTLPHFTKDDYGPESRGFVENSYLRGLTPQEF 

: ** * * 

LLHSICEREKIMRASKGLVEPGSLFKNMMSRLRDVTACYDGSIRTSSGNLVLQFGS---­
MAHSIAAREVIVRSSRGLAEPGTLFKNLMAVLRDIVITNDGTVRNTCSNSVIQFKYGVDS 
FFHAMGGREGLIDTAVKTSETGYIQRRLVKAMEDIMVKYDGTVRNSLG- DVIQFLYGEDG 
: * : : * . * : : . : : : . * : ** :: * .:. * : ** 

- RDASNCVTPGDPVGILAATAVANAAYKAVLAPNQNNIISWDSMKEVLLTRASTKADANH 
ERGHQGLFEAGEPVGVLAATAMSNPAYKAVLDSSPNSNSSWELMKEVLLCKVNFQNTTND 
- MDAVWIESQKLDSLKMKKSEFDRTFKYEIDDENWNPTYLSDEHLEDLKGIRELRDVFDA 

RKVILYLNQCSCENECMERALTIRACLRRIKLEDCTTEISINTSLCDQHTDDDKKFQVSC 
RRVILYLNECHCGKRFCQENAACTVRNKLNKVSLKDTAVEFLVEYRKQPTI SEIFGIDSC 
EYSKLETDRFQLGTEIATNGDSTWPLPVNIKRHIWNAQKTFKIDLRKISDMHPVEIVDAV 

LQ FFLPG------ -----------------------------------------------
LHGHIHLNKTLLQDWNISMQDIHQKCEDVINSLGQKKKKKATDDFKRTSLSVSECCSFRD 
DKLQERL------------------- - ---------------------------------

-------------SITKNISESTERVIDFMTNAIFPIILDTVIKGDPRVEEANLVRIEPE 
PCGSKGSDMPCLTFSYNATDPDLERTLDVLCNTVYPVLLEIVIKGDSRICSANIIWNSSD 
-------------- LVVPGDDALSVEAQKNATLFFNILLRSTLASKRVLEEYKLSR---E 

. . : : : * 

STFWVQSSGAEQKGEAALEITVEEAAAAESGNAWGVAMNACIPVMDLIDTTRSMPYDIQQ 
MTTWIRNRHASRRGEWVLDVTVEKSAVKQSGDAWRVVIDSCLSVLHLIDTKRSIPYSVKQ 
AFEWVIGEIESRFLQSLVAPGEMIGCVAAQSIGEPATQMTLNTFHYAGVSAKNVTLGVPR 

* : . : :. : .. : : 

VRQVFGISSAFEKVTQVQLFPFLLLAEIQYLSKSVGMITKSVLQEHLTTVASSMTCTGDL 
VQELLGLSCAFEQAVQR-------------LSASVRMVSKGVLKEHIILLANNMTCSGTM 
LREIINVAKRIKTPSLSVYLTPEASKSKE- GAKTVQCALEYTTLRSVTQATEVWYDPDPM 

HGFNNSGYKATCQSLKVQAPFMEATLSRSIQCFEKAAAKAYSDQLGNVVSACSWGNNAEI 
LGFNSGGYKALTRSLNIKAPFTEATLIAPRKCFEKAAEKCHTDSLSTVVGSCSWGKRVDV 
STIIEEDFEFVRSYYEMPDEDVSPDKISPWLLRIELNREMMVDKKLSMADIAEKINLEFD 
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Continuación subunidad lb 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
Artha la 

OrsatD lb 
ArthaD lli 
Arth la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

OrsatD lb 
ArthaD lb 
ArthaB la 

GTGSAFEILWND-- ---------- -- ----------------------------------
GTGSQFELLWNQKETGLDDKEETDVYSFLQMVISTTNADAFVSSPGFDVTEEEMAEWAES 
DDLTCIFNDDNAQKLILRIRIMNDEGPKGELQDESAEDDVFLKKIESNMLTEMALRG-- I 

---ENMSSSKSILGGYGLYDFLEAVETTGATKDKAIVPHNYCLYDVDCIPEDKVCLEENN 
PERDSALGEPKFEDSADFQNLHDEGKPSGANWEKSSSWDNGCSGGSEWGVSKSTGGEANP 
PDINKVFIKQVRKSRFDEEGGFKTSEEWMLDTEGVNLLAVMCHEDVDPKRTTSNHLIEII 

QITWTDKP---------------- KAEFLMESEGRRAGMHSTGQKHPRKPNWHEG----­
ESNWEKTTNVEKEDAWSSWNTRKDAQESSKSDSGGAWGIKTKDADADTTPNWETSPAPKD 
EVLGIEAVRRALLDELRVVISFDGSYVNYRHLAILCDTMTYRGHLMAITRHGINRNDTG-

SIVPENNEPTSDVWGHKSVSDKSWDKKNWGTESAPAAWGSTDAAVWGSSDKKNSETESDA 

------------------------NTKSSPNSTAVEFTGQVFQRRQLKTKSNWNSDATQQ 
AAWGSRDKNNSDVGSGAGVLGPWNKKSSETESNGATWGSSDKTKSGAAAWNSWDKKNIET 
-----------------PLMRCSFEETVDILLDAAAYAETDCLRGVTENIMLGQLAPIGT 

DDKPSWYSSNSAG---------------------------------TQNFTIAGSSRPGE 
DSEPAAWGSQGKKNSETESGPAAWGAWDKKKSETEPGPAGWGMGDKKNSETELGPAAMGN 
GDCELYLNDEMLKN-------------------------------- -AIELQLPSYMDGL 

WNRKNNNRGQG------------------------------------------- GGREVW 
WDKKKSDTKSGPAAWGSTDAAAWGSSDKNNSETESDAAAWGSRNKKTSEIESGAGAWGSW 
EFGMTPARSPVSG------------------------------------TPYHEGMMSPN 

KSEGPHRGGSSSNRNQGGGRAVWKSEASHRGSGNNRNRG---------------GGRAVW 
GQPSPTAEDKDTNEDDRNPWVSLKETKSREKDDKERSQWGNPAKKFPSSGGWSNGGGADW 
YLLSPNMRLSPMSDAQFSPYVGGMAFSPSSSPGYSPSSPG- YSPTSPGYSPTSPGYSPTS 

KSEASRRGGSMR------------QVASCAFTPVEQQIFEQIEPITKNVKRIIRE--SRD 
KGNRNHTPRPPRSEDNLAPMFTATRQRLDSFTSEEQELLSDVEPVMRTLRKIMHPSAYPD 
PGYSPTSPTYSPSSPGYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYS 

GIKLPPDDEKFIVTNVLMYHPERKKKIAGNGNYITVDRHQVFHGSRCLYVMSSDGSRKDF 
GDPISDDDKTFVLEKILNFHPQKETKLGSGVDFITVDKHTIFSDSRCFFVVSTDGAKQDF 
PTSPSYSPTSPAYSPTSPAYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSP 

SYKKCLENYIRAQYPDAADSFCRKYFK--------------------------------­
SYRKSLNNYLMKKYPDRAEEFIDKYFTKPRPSGNRDRNNQDATPPGEEQSQPPNQSIGNG 
SYSPTSPAYSPTSPGYSPTSPSYSPTSPSYGPTSPSYNPQSAKYSPSIAYSPSNARLSPA 

GDDFQTQTQSQSPSQTRAQSPSQAQAQSPSQTQSQSQSQSQSQSQSQSQSQSQSQSQSQS 
SPYSPTSPNYSPTSPSYSPTSPSYSPSSPTYSPSSPYSSGASPDYSPSAGYSPTLPGYSP 
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Continuación subunidad lb 

OrsatD lb ------ -----------------------------
ArthaD lb QSQSQSPSQTQTQSPSQTQAQAQSPSSQSPSQTQT 
ArthaB la SSTGQYTPHEGDKKDKTGKKDASKDDKGNP-----

Figura 2.3. Alineamiento de /as secuencias de aminoácidos de la subunidad 
1b de la ARN Po! IV de O. sativa (OrsatD) con la subunidad 1b de la ARN 
Po/ IV de A. thaliana (ArthaD) y la subunidad 1a de la ARN Po/ 11 de A. 
tha/iana (ArthaB). Los residuos marcados con un asterisco representan 
aminoácidos idénticos; Las letras indicadas con puntos representan 
aminoácidos con propiedades similares. Las letras en negrita y subrayadas 
representan /as secuencias seleccionadas para diseñar /os péptidos. Los 
números de acceso de /as secuencias se encuentran entre paréntesis 
subunidad 1b de la ARN Po! IV de O. sativa (OsNP914279); subunidad 1b 
de la ARN Po! IV de A. tha/iana (AtNP181532) y subunidad 1a de la ARN 
Poli/ de A. thaliana (At4g35800) (Onodera et al 2005) . t representan el sitio 
activo (Haag et al., 2009) . La alineación múltiple se llevó a cabo con el 
programa C/usta/W. Se denomino AZYRO a /as secuencias seleccionadas. 

Subunidad 2a 

AZYRO 7 
ArthaD 2a -----------------MPDMDIDVK------------- DLEEFEATTGEINLS------ 24 

OrsatD 2a ARTLLPPLHSPRKHRSHASDAGIPASGDGFALRRRPSSPSL EVM EEP SKDNGQ SSCVVDP 60 

ArthaB 2a -------------------------------------- MEYNEY EPE PQYVED DD----- 17 

ArthaD 2a ELGEGF LQS FCKKAATS FF DKY GLIS-------HQLNS YNYFI EHGLQNVFQS FGEMLVE 77 

OrsatD 2a ELEPMMLDDAREGVSHTLD DANGHSSMDVDRGCHSMDTTRSS LGDDG KGKR DS YAQI PVD 120 

ArthaB 2a -- DEEI TQE DAWAVIS AYF EEKGLVR-------QQLDS FDEFI QNTMQEIVDESADI EI R 68 

ArthaD 2a PS FDVVKKKDNDWRYATV KF GEVTVEKPTFFS DDKE--- LE FL PWHARLQNMTYSARI KV 134 

OrsatD 2a MS IPSLEKFC KEAGP SLM RLVSAIRILI TSLSHMGS--- RN FL ILWGKLWSLVMILQI ED 177 

ArthaB 2a PESQHNPGHQSD FAETIY KI SFGQIYLS KPMMTES DGETATLF PKAARL RNLTYSAPLYV 128 

. : * ... 

ArthaD 2a NVQVEVFKNTVVKSDK-------------------------------------------- 150 

OrsatD 2a QVAGDMLSS SLEECNKNQYFGLMDVILMNNRSNSQGMLAYRIHILPKKWKFISRFTLWRR 237 

ArthaB 2a DVTKRVIKKGHD------------------------------------------------ 140 
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Continuación subunidad 2a 

ArthaD 2a --- FKTGQDNYVEKKILDVKKQDI LIGSIPVMVKSI LC KTSEKG- KENC KKG DCAFDQGG 206 

OrsatD 2a VSKAKTGNDKFGY KRNIIN ETYYI NIG RIPVMVMSNLCWLHK------ LKESDCQFDSGG 291 

ArthaB 2a ----------- GEEVTETQDFT KV FIG KVPIML RSSYCTLFQNSEKDLTELG EC PYDQGG 189 

: ** : * : * : * * : : . : * : * . ** 

ArthaD 2a YFVIKGAEKVFIAQEQMCTKRLWISNSP------------WTVSFRS ENKRNRFIVRLSE 254 

OrsatD 2a YF LI KGMEKVFIAQEQKCLTRIWVEDRPC-----------WMVSF LSPIRRRRIYIKLID 340 

ArthaB 2a YFIINGSEKVLIAQEKMSTNHVYVFKKRQPNKYAYVGEVRSMAENQNRPPSTMFVRMLAR 249 

** : * : * *** : **** : .... . 

ArthaD 2a NEKAED YKRREKVLTVYFLSTEIPVWLLFFALGVSSDKEAMDLI AFDGD DASI TNSLI AS 314 

OrsatD 2a SANN EDASGG- KIISI SFL YANMPIWLMFFALGISSDKDIFDVI NMEDC DACVI NTI TAT 399 

ArthaB 2a ASAKGGSSGQYIRCTL PYI RTEIPIIIVFRALGFVADKDILEHI CYDFADTQMMELLRPS 309 

:: : * : ·· * *** · ** · * 

ArthaD 2a I HVADAVCEAFRCGN---NALTYV EQQIKST KFPPAESVDECLHLYLFPGLQSLKKKARF 371 

OrsatD 2a I KESD ELCEGFR KS D--- KA RQ YVDELIKNS KFPPAE PF DDYIAKYLFPS I SGNRNKALF 456 

ArthaB 2a LEEAFVIQNQLVAL DYIGKRGATVGVTKE KRIKYARDILQKEMLPHVGIGEHCETKKAYY 369 

: ** : 

ArthaD 2a LGYMVKCLL NSYAGKRKCENRDSFRNKRIELAGELLEREIRVHLAHA RRKMTRAMQKHLS 431 

OrsatD 2a LGYMVKCLLMAFTGKRKCDN KDDF RN KRLDLAGELL GREL RAHIRHAERLMVKALQRDLN 516 

ArthaB 2a FGYIIHRLLLCALGRRPEDDRDHYGNKRLDLAGPLLGGLFRMLFRKLTRDVRSYVQKCVD 429 

: * * : : : * * * : * ::: * : *** : : *** ** : . . : 
ArthaD 2a GDGDLKPIEHYLDAS VITNGLSRAFSTGAWSHP FRKM ERVSGVVANLGRANPLQTLIDLR 491 

OrsatD 2a SERELQEFDHYLDAS I ITNGLNRAFSTGSWCHP YKRN ERCAGIVATLRRTNPLQMISDLR 576 

ArthaB 2a NGKEVN - LQFAIKAKTITSGLKYSLATGNWGQANAAGTRAG- VSQVLNRLTYASTLSHLR 487 

: : : : : . : . * . ** · ** . ::: ** * : . 

ArthaD 2a RTRQQVLYTGKVGDARYPHPSHWG RVCF LSTPDGENCGLVKNMSL LGLVS T- QSLESVVE 550 

OrsatD 2a KTRQRVAYAGKAGDARYPNPS YWGKLCFMSTPDGENCGLVKNLAVTANVS S- RVAPPLID 635 

ArthaB 2a RLNS PI GREGK LAKPRQLHNSQWGMMCPAETPEGQACGLVKNLALMVYITVGSAA YPIL E 547 

: * .. : . ** : * : ****** ::: 

ArthaD 2a KLFACGMEELMDDTCTP LF GKH KVLLNGDWVGLCADS ESFVAELKSRRRQSELPREMEIK 610 

OrsatD 2a RFISCGMNKLHEIPTEEVPRMDKIFLNGDWVGSCSDPASFVLRLRCMRRSGLI DPQVEIK 695 

ArthaB 2a FLEEWGTENF EEIS PSVIPQATKIFVNGMWVGVH RDP DMLVKTLRRL RRRVDVNTEVGVV 607 

* : : : ** : * * : 
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Continuación subunidad 2a 

ArthaD 2a RD KDDNEVRIFTDAGRLLRPLLVVENLQKL K----- - - - -- QEKPSQYPFDHLLDH GILE 660 

OrsatD 2a RD RHQREVRVFSDAGRILRPLLVVENLNKI R----- - ---- RPKGSSYSFQWLMQQEIIE 745 

ArthaB 2a RDIRL KELRIYTDYGRCSRPLFIVDNQKLL IKKRDIYALQQRESAEEDGWHHLVAKGFIE 667 

. * : * :: : * ** *** : : * : * : : . . * : : : : * 

ArthaD 2a LIGI EEEEDCNTAWGI KQLLK----------------------- - - EP KI YTHCELDLSF 695 

OrsatD 2a FIGVEEEEDIRS AWGIRNLFESEEEAPMVKMNKAEDVFNVKRKIGGEVSGYTHCELDLSF 805 

ArthaB 2a YIDTEEEETTMI SMTIS DLVQAR----- - ----------- LRPEEAYTENYTHCEIHPSL 710 

* : * . : ***** : . * : 

ArthaD 2a LLGVSCAVVPFANHDHGRRVLYQS QKHCQQAIGFSSTNPNIRCDTLSQQLFYPQKPLFKT 755 

OrsatD 2a LLGLSCGIIPFANHNFARRVLYQS EKHSQQAIGYSTTNPHIRVDTLSHQLYYPQRPLFKT 865 

ArthaB 2a ILGVCASII·PFPDHNQSPRNTYQS - AMGKQAMGI YVTNYQF RM DTLAYVLYYPQKPLVTT 7 69 

: ** : . . . : : ** . : * : : ** : * : : * *** : * : *** : ** 

AZYRO 9 
ttt 

ArthaD 2a LASECLKK-------- - ---- EVLFNGQNAIVAVNVHLGYNQEDSIVMNKASLERGMFRS 802 

OrsatD 2a VI ADCI GRSEYTFGRKDDFARPEYFNGQNAIVAVNVHQGFNQEDSLVMNRASLERGMFRT 925 

ArthaB 2a RAM EHLHFR-------------QLPAGINAIVAISCYSGYNQEDSVIMNQSSIDRGFFRS 816 

* ***** :. : * : ***** : : ** : : * : : ** : ** : 

ArthaD 2a EQIRSYKAEVDA KDS---EKRKKM DELVQFGKTHSKI GKVDSLEDDGFP FI GANMS TGDI 859 

OrsatD 2a EHFRNYKAEV EN KGGPGGN KRLKM KDKIDFGKMQSKRGRVDNLDDDGLP YVGASLQSGDI 985 

ArthaB 2a LFFRSYRDEE KKMGT---LVKEDFGRPDRGSTMGMRHGSYDKLDDDGLAPP GTRVSGEDV 873 

: * * : * : * * * : *** :. * : .. * · 

ArthaD 2a VIGRCTESGAD----- - - - - ----HSIKLKHTERGIVQKVVLSSNDEGKNFAAVSLRQVR 906 

OrsatD 2a VIGKVSES GE D----- - - - ----- HSIKLKHTEKGMVQRVLLSANDEGKNFAVVTLRQVR 1032 

ArthaB 2a IIGKTTPI SQDEAQGQSSRYTRRDHSISLRHSETGMVDQVLLTTNADGLRFVKVRVRSVR 933 

: * * : : *** * : * : * * : * :: * : * :: * : * * * : * ** 

ArthaD 2a SPCLGDKFSSMHGQKGVLG YLEEQQNFPFTIQGIVPDIVINPHAFPSRQTPGQLLEAALS 966 

OrsatD 2a SPCLGDKFSSMHGQKGVVG FLESQENFPFTYQGIVPDIVINPHAFPTRQTPGQLLEAALG 1092 

ArthaB 2a IPQIGDKFSSRHGQKGTVGMTYTQEDMPWTIEGVTPDIIVNPHAIPSRMTIGQLIECIMG 993 

* : ****** * : : : * : * ·* · *** · · **** · * · * . . . . 

ArthaD 2a KGIACP I QKEGSSAAYTKLTRHATPFSTPGVTEITEQLHRAGFSRWGNERVYNGRSGEMM 1026 

OrsatD 2a KGIA LGG-----------TMRYATPFTTAS FDVITDQLHKAGFSRWGAESVLNGRTGERM 1141 

ArthaB 2a KVAA HMG----------- KEGDATPFTDVTVDNISKALHKCGYQMRGFERMYNGHTGRPL 1042 

**** : * : . * * : . * . 
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Continuación subunidad 2a 

ArthaD 2a RSMIFMGPTFYQRLVHMSEDKVKFRNTGPVHPLTRQPVADRKRFGGIKFGEMERDCLIAH 1086 

OrsatD 2a HSLIFMGPTFYQRLI HMAEDKVKFRNTGPVHPLTRQPVADRKRFGGVKFGEMERDCLLAH 1201 

ArthaB 2a TAMIFLGPTYYQRLKHMVDDKIHSRGRGPVQILTRQPAEGRSRDGGLRFGEMERDCMIAH 1102 

:: ** : *** : **** : ** :: * *** : * * **: : ******** : : ** 

AZYRO 8 
ArthaD 2a GASANLHERLF TLSDSSQMHICRKCKTYANVI ERTPSSGRKIRGPYCRVCVSS DHVVRVY 1146 

OrsatD 2a GAAANLHERLFMLSD FSQMHVCQTCERVANVI MRPVPGGKKIRGPYCGFCRSSENIVRIN 1261 

ArthaB 2a GAAHFLKERLFDQSDAYRVHVCEVCGLI AIAN LKKNS------- FECRGCKNKTDIVQVY 1155 

** : * : **** ** :: * : *. * 

ArthaD 2a VPYGAKLLCQELFSMGI TLNF DTKLC --------------------- ------------- 1172 

OrsatD 2a VPYGAKLL YQELFSMGICLRF ETEVCNSTSTIDSPCIYILVVPWRFCYGHCCSHMTSLPV 1321 

ArthaB 2a IPYACKLL FQELMSMAI APRMLTKHLKSAKGRQ--------------------------- 1188 

: **· ·* ** *** : ** · * .: * : 

ArthaD 2a ------------------------------------------------------------

OrsatD 2a GRWHSEGISQVKPFFCYLFGRLNSHHLPLMSCDQPMALGMGIRGQLKTLLLFDVSPWHCT 1381 

ArthaB 2a ------------------------------------------------------------

ArthaD 2a --------­

OrsatD 2a MHIWMKTHF 1390 

ArthaB 2a ---------

Figura 2.4. Alineamiento de /as secuencias de aminoácidos de la subunidad 
2a de la ARN Po/ IV de O. sativa (Orsato) con la subunidad 2a de la ARN 
Po/ IV de A. thaliana (ArthaD) y la subunidad 2a de la ARN Po/ 11 de A. 
thaliana (ArthaB). Los residuos marcados con un asterisco representan 
aminoácidos idénticos; Las letras indicadas con puntos representan 
aminoácidos con propiedades similares. Las letras de color negro 
representan /as regiones no conservadas; Las letras de color café 
representan /as regiones conservadas. Las letras marcadas en negrita y 
subrayadas representan /as secuencias seleccionadas para diseñar /os 
péptidos. Los números de acceso de /as secuencias se encuentran entre 
paréntesis subunidad 2a de la ARN Po/ IV de O. sativa (OsAK121416); 
subunidad 2a de la ARN Po! IV de A. thaliana (At3g23780) y subunidad 2a 
de la ARN Po/ 11 de A. thaliana (At4g2171 O) (Onodera et al 2005). t 
representan el sitio activo (Cramer et al., 2001) . La alineación múltiple se 
llevo a cabo con el programa C/usta/W. Se denomino AZYRO a /as 
secuencias seleccionadas. 
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Los análisis de comparación de secuencias de aminoácidos de la 
ARN Poi IV de O. sativa con la ARN Poi IV de A thaliana mostraron una 
identidad entre las subunidades 1 a del 30%, del 23% entre las subunidades 
1 b, mientras que entre las subunidades 2a fue de 55%. De igual manera , 
cabe destacar que se determinó en las secuencias de aminoácidos de 
regiones conservadas (figuras 2.2-2.4). Las proteínas ARN Poi reportadas 
en estas especies poseen un alto grado de similitud , lo que era de 
esperarse, dado que las ARN pol imerasas son proteínas que se encuentran 
muy conservadas en todos los organismos eucariontes (Hahn et al. , 2004). 
La región de la prote ína con mayor conservación es el sitio activo (Onodera 
et al. , 2005). 

Para haber obtenido las secuencias de los péptidos del cuadro 2.1, 
cabe mencionar que después del análisis comparativo de las secuencias de 
las ARN Poi 11 , IV y V, se seleccionaron 28 posibles secuencias para la 
síntesis de los péptidos. Sin embargo durante el proceso de selección, se 
anal izó que dichas secuencias no fueran similares a otras proteínas o a las 
ARN Poi 1, 11 y 111. De tal manera que se eligieron las once secuencias que 
se encuentran en el cuadro 2.1 para el análisis de estructura 

2.3.2 ANÁLISIS DE ESTRUCTURA DE LAS ARN POL IV Y V 

Para este análisis se utilizó como modelo la estructura de la ARN 
Poi 11 de Saccharomyces cerevisiae. Esta estructura fue obtenida por 
cristalografía de rayos X (AIIison et al. , 1985). El análisis se realizó para 
determinar si las secuencias seleccionadas se encontraban expuestas en la 
superficie de la proteína, ya que de esta forma se facilitaría la producción 
de epítopes para la producción de anticuerpos a la molécula. Se analizó en 
la estructura las secuencias seleccionadas. Los segmentos que se 
encontraban expuestos en la superficie de la molécula (amarillo) (Figuras 
2.5-2.6), fueron elegidos para sintetizar los péptidos correspond ientes. 

En la Figura 2.5, se observa la secuencia de aminoácidos 
denominada AZYRO 2 correspondiente a la subunidad uno de la ARN Poi 
IV y muestra las secuencias AZYRO 3, 4, 5 y 6 pertenecientes a la 
subunidad uno de la ARN Poi V. La secuencia de aminoácidos marcadas 
de color amarillo en la estructura son las que se ubican en la superficie de 
la proteína y por lo tanto se elig ieron para sintetizar los péptidos. Sin 
embargo, AZYRO 6 que muestra que la mayoría de los aminoácidos 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 Poi 11 , lo que no permitió la predicción de su pos ición 
tridimensional. 
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La Figura 2.6 muestra las secuencias de aminoácidos denominadas 
AZYRO 8 y 9 correspondientes a la subunidad 2a de la ARN Poi IV y las 
secuencias AZYRO 1 O Y 11 pertenecientes a la subunidad 2b de la ARN 
Poi IV. La s'ecuencia de aminoácidos marcadas de color amarillo en la 
estructura son las que se ubican en la superficie de la proteína y por lo 
tanto se eligieron para sintetizar los péptidos. En la Figura 2.6 B y O, se 
observa que los aminoácidos de las secuencias de AZYRO 9 y 11 , no se 
encuentran expuestos. El análisis se realizó con los programas RasMOL, 
MDLSP6 y CN3D 4.1 (Wang et al. , 2000), utilizando como base las 
alineaciones generadas con el programa ClustaiW (Thompson et al. , 1994). 

Las secuencias que se seleccionaron para la síntesis de péptidos, 
son las denominadas AZYRO 1, 2 y 4 (posteriormente denominado AZYRO 
3) (Cuadro 2.1 ). Para determinar que los péptidos seleccionados fueran 
específicos se realizo una comparación de estas secuencias con la base de 
datos de NCBI. Esto fue realizado mediante BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) para asegurarnos que las secuencias no tuvieran similitud con 
otras proteínas de Oryza satíva. Los resultados por este método no 
mostraron otras proteínas por lo cual se procedió para la inmunización en 
conejo. 

Las secuencias denominadas AZYRO 1 y 2 fueron seleccionadas 
para la síntesis de péptidos por que corresponden a regiones no 
conservadas y conservadas de la subunidad uno de la ARN Poi IV 
respectivamente. La secuencia denominada AZYRO 4 se eligió por que 
pertenece a una región no conservada de la subunidad uno de la ARN Poi V 
y por qué posee una mayor cantidad de aminoácidos inmunogénicos (lisina, 
acido aspártico, metionina, serina, tirosina, treonina y triptofano) en 
comparación con AZYRO 3. Cabe resaltar que el triptófano es un 
aminoácido de gran tamaño y no muy abundante en muchas proteínas. 
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AZYRO 3 

AZYRO 4 AZYRO 5 

AZYRO 6 

Figura 2.5. Análisis de estructura de la subunidad uno de /as ARN Po! IV y 
V de O. sativa. A) AZYRO 2 (región 432-451), secuencia de aminoácidos de 
la subunidad uno de la ARN Po/ IV. B-E) Secuencias de aminoácidos 
correspondiente a la subunidad uno de la ARN Po/ V: AZYRO 3 (región 239-
258), AZYRO 4 (región 298-317), AZYRO 5 (región 449-468) y AZYRO 6 
(región 487-506) respectivamente, /os segmentos en color amarillo 
representan /as secuencias expuestas en la superficie. 
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AZYRO 8 AZYRO 9 

AZYRO 10 AZYRO 11 

DEVTVEPOYOPSKKVGPVVR FNGQN~V~SVHQGFNQ~S 

Figura 2.6. Análisis de estructura de la subunidad 2a y 2b de la ARN Po! IV 
de O. sativa. A-B) Secuencia de aminoácidos de la subunidad 2a de la ARN 
Po! IV. AZYRO 8 (región 1237-1256) y 9 (región 883-902). C-0) Secuencias 
de aminoácidos correspondiente a la subunidad 2b de la ARN Po/ IV: 
AZYRO 10 (región 73-92) y AZYRO 11 (región 738-757). Los segmentos en 
color amarillo representan /as secuencias expuestas en la superficie. 
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Cuadro 2.1. Secuencias analizadas para la generación de péptidos . 
PEPTIDO SUBUNIDAD ARN SECUENCIA 

POLIMERASA 
AZYRO 1 •1a NC Poi IV Oryza s. MAVRPNDSRPSDVRPPFSQI (1-20) 

AZYRO 2 •1a e Poi IV Oryza s. INPLCCDPFKGDFDGDCLHG (432-451) 

AZYRO 3 1b NC Poi IV Oryza s. DGNTFSCSGTSTNLLRKALR (239-258) 

AZYR04 •1b NC Poi IV Oryza s. GHGDDTFTSQPTAMQWKQKM (298-317) 

AZYRO 5 1b e Poi IV Oryza s. INPLICDPLGADFDGDCVQI (449-468) 

AZYRO 6 1b e Poi IV Oryza s. DKQLVSSHNGKLNFQFKNDF (487-506) 

AZYRO 7 2a NC Poi IV Oryza s. ARTLLPPLHSPRKHRSHASD (1 -20) 

AZYRO 8 2a e Poi IV Oryza s. VPGGKKIRGPYCGFCRSSEN (1237- 1256) 

AZYR09 2a e Poi IV Oryza s. DFARPEYFNGQNAIVAVNVH (883-902) 

AZYRO 10 2b NC Poi IV Oryza s. DEVTVEPDYDPSKKVGPWRH (73-92) 

AZYRO 11 2b e Poi IV Oryza s. FNGQNAIVSISVHQGFNQED (738-757) 

* Secuencias seleccionadas; NC Secuencias no conservadas; e Secuencias 
conservadas. Las secuencias resaltadas con negritas son las que se 
enviaron para generar los péptidos. 

2.4 DISCUSIÓN 

Debido a que las ARN polimerasas 1, 11 y 111 comparten similitud en 
su secuencia y estructura (Archambault y Friesen, 1993; Cramer et al. , 
2001 ; Zhang et al. , 1999). En particular las dos subunidades principales del 
complejo proteico que forman el centro catalítico en el que ocurre la síntesis 
de ARN (Cramer et al. , 2000; Zhang et al. , 1999). Se pudo realizar el 
análisis de comparación de secuencias de aminoácidos de la ARN Poi IV de 
O. sativa con la ARN Poi IV de A. thaliana. Los cuales mostraron una 
identidad entre las secuencias de las subunidades 1 a de 30% y del 23% 
entre las 1 b. En el caso de la ARN Poi IV las subunidades más conservadas 
son las 2a de O. sativa y A. thaliana con 55% de identidad y las 
subunidades 2a y 2b de A. thaliana con 84% de identidad. La región de las 
proteínas con mayor conservación es su sitio activo (Figura 2.2-2.4) 
(Onodera et al. , 2005). Este análisis es posible debido a que la molécula de 
la ARN Poi 11 se encuentra conservada en diferentes especies (Hahn et al. , 
2004). 

Con base a esto se realizo el análisis estructural de la ARN Poi 11. 
Nueve de las once secuencias seleccionadas, como se muestra en las 
Figuras 2.5-2.6 fueron comparadas con este método. Las dos secuencias 
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restantes carecían de correlación , ya que, no se pudo ubicar similitud con 
las secuencias reportadas de la ARN Poi JI , por lo que no se pudo realizar 
su análisis estructural y no permitió la predicción adecuada de su posición 
tridimensional en la estructura determinada. Las secuencias denominadas 
como AZYRO 1, 2 y 4 (posteriormente denominado AZYRO 3) fueron 
seleccionadas para la generación de péptidos (Cuadro 2.1 ). A la fecha no 
existe un mecanismo sencillo para garantizar el diseño de epitopes útiles 
para estudios de prote ínas en estado nativo (Huang et al., 2012; Pleckaityte 
et al. , 2011 ; Kang et al. , 2011 ). Por lo cual se opto por este método. 
Claramente para el estudio de proteínas desnaturalizadas, como lo es por 
inmunoblot solo se requ iere del estudio para obtener secuencias únicas en 
la base de datos. Sin embargo debido a la complejidad de esta proteína en 
particular y con el fin de utilizar los anticuerpos en estudios posteriores se 
real izo este análisis. Los experimentos de Onodera et al., 2005, hicieron uso 
del anticuerpo especifico contra ARN poi IV de Arabidopsis de una región no 
conservada de esta proteína, sin embargo se desconoce si trataron de 
generar otros anticuerpos (Law & Jacobsen, 2010, Onodera et al. , 2005, 
Pontes et al. , 2006). Claramente a la fecha no se ha descrito ningún 
anticuerpo contra las ARN IV y V de O. satíva. 
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CAPÍTULO 3 

Obtención de una biblioteca de anticuerpos monoclonales 
contra la ARN Poi IV y V de O. sativa por la técnica de 

despliegue de fagos 

3.1 INTRODUCCIÓN 

El uso de los anticuerpos abrió el campo a diferentes metodologías 
útiles para entender los mecanismos de acción , localización y obtención de 
proteínas y complejos proteicos. Esto se basa en que un antígeno genera 
una respuesta inmune en animales. Los cuales como resultado producen 
anticuerpos como parte natural del sistema de defensa a sustancias 
exógenas. Quedando claro que algunas sustancias generan una mayor 
respuesta que otras. Sin embargo uno de los problemas existentes con el 
uso de anticuerpos policlonales (anticuerpos que son generados de 
múltiples células) es que existen anticuerpos adicionales que pueden o no 
cazar con otro antígeno. Por lo cual en muchos casos se requiere de pasos 
adicionales para obtener anticuerpos purificados. Los procesos por los 
cuales se purifican resultan en grandes perdidos del anticuerpo. Esto 
aunado con la cantidad específica del anticuerpo dada por el suero del 
organismo que los genero limita mucho la producción y la calidad de estos. 
Tomando como calidad que los anticuerpos tengan una misma afinidad a la 
molécula deseada. Por lo cual durante los últimos años se han generado 
diferentes metodologías para obtener anticuerpos específicos al antígeno 
deseado en cantidades ilimitadas. Uno de estos es la obtención de 
anticuerpos monoclonales a partir de ratones los cuales son tratados tanto 
con el antígeno como por métodos que generan cierto tipo particular de 
células cancerígenas que posteriormente son utilizadas para generar líneas 
celulares que expresen estos anticuerpos. Donde posteriormente estas 
líneas celulares son seleccionadas para obtener líneas únicas que 
provengan de una sola clona, luego entonces de ahí el nombre de 
anticuerpos monoclonales. Las cuales expresaran un mismo tipo de 
anticuerpo. Sin embargo los elevados costos de cultivo de tejidos animales 
y el tiempo requerido para obtener líneas celulares monoclonales han sido 
factores para buscar otros métodos (Crosnier et al. , 2010). 

Algunos de los mas recientes util izando clonas de camélidos 
(camellos, llamas etc) han sido un gran avance debido a que los anticuerpos 
que poseen son generados a partir de un solo ARN lo cual simplifica la 
producción de librerías de ADNc que permitan obtener clonas que expresen 
el anticuerpo (Saerens, 201 0). Sin embargo el acceso a este tipo de 
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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 expresión en fagos (Dias-Neto et al., 2009). 

Los fagos o bacteriófagos, son virus que infectan bacterias. El fago 
M13 es un tipo de bacteriófago 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 más virus. Mediante técnicas de 
ingeniería genética, es posible manipular el material genético del fago e 
insertar en su genoma una secuencia externa de ADN. Estos fagos 
recombinantes consiguen expresar en su superficie o cubierta la proteína 
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 superficie los anticuerpos de interés 
unidos a sus prote ínas de tipo 111. Los fagos así producidos han de ser 
seleccionados posteriormente al ponerse en contacto con el antígeno 
conocido. Los fagos portadores de anticuerpos en su cubierta capaces de 
un irse al antígeno, son seleccionados y empleados nuevamente para 
infectar bacterias con el fi n de producir nuevos virus portadores de 
anticuerpos (Smith et al., 2005). 

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

La tecnología de presentación de péptidos en la superficie de fagos 
ha evolucionado rápidamente para convertirse en una técn ica potente y de 
amplio uso que permite la selección de fragmentos de anticuerpos contra 
cualquier antígeno en pocos días o semanas, incluidos antígenos tóxicos o 
conservados. Por otro lado, la ingeniería de anticuerpos ofrece la posibilidad 
de escoger el tamaño, la valencia, la avidez, la afinidad y las funciones 
efectoras de la molécula. La disponibilidad de grandes repertorios de 
anticuerpos y de nuevas técnicas de selección deben permitir el aislamiento 
rápido de moléculas para la quimioterapia dirigida y el bloqueo o activación 
de receptores (Knappik et al., 2000). 

El procedimiento empleado para la obtención de bibliotecas de 
anticuerpos tiene su base en la generación de múltiples fagos 
recombinantes, es decir, que contengan una gran diversidad de 
combinaciones genéticas de los diferentes genes de inmunoglobul inas. 
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Estas bibliotecas, al entrar en contacto con un antígeno de interés, 
son capaces de identificar y aislar el anticuerpo que se une con mayor 
afinidad. La técnica de despl iegue de fagos permite obtener grandes 
cantidades del anticuerpo deseado (Brekke et al., 2003). 

El objetivo de utilizar bacteriófagos es de obtener clonas 
particulares que permitan la expresión indefinida de estos. Al igual que 
obtener anticuerpos homogéneos que puedan ser utilizados e incluso 
patentados. Los anticuerpos se podrían util izar para la detección de la 
expresión de las ARN Poi IV y V se inmunizaron gallos y conejos, de los 
cuales se obtuvieron anticuerpos policlonales. A su vez de los gallos 
inmunizados se tomó el ARN de las células del bazo con el fin de obtener 
una biblioteca de anticuerpos presentados en la superficie de fagos (Figura 
3.1 ), los cuales en el futuro podrían ser de gran utilidad para la identificación 
y purificación de las ARN Poi IV y V. Durante este trabajo se procedió con la 
generación y obtención de clonas preliminares que dieron una señal 
especifica contra los péptidos utilizados. Sin embargo no fue posible 
encontrar clonas especificas y no se pudo concluir el estudio debido a la 
carencia de anticuerpos secundarios contra gallos. Por lo cual la librería de 
anticuerpos fue almacenada para estudios posteriores. La decisión de esto 
fue también en base a que los anticuerpos generados en conejo fueron 
útiles tanto para los experimentos de inmunoblot como de 
inmunolocalizacion. 

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 Sistema biológico e inmunizaciones 

El sistema biológico utilizado fueron tres gallos White Legorn y tres 
conejos. Ambos para la obtención de anticuerpos pol iclonales . Los péptidos 
utilizados para las inmunizaciones se encuentran en la tabla 3.1. El bazo de 
los gallos fue utilizado para la obtención de ARN mensajeros de anticuerpos 
producidos. 

Las inmunizaciones se realizaron con 30 ¡Jg de péptido para cada 
conejo y 50 ¡Jg de péptido para cada gallo en solución sa lina, el cual con 
ayuda de una jeringa de dos vías se mezcló hasta formar una emulsificación 
con 0.5 mL de adyuvante completo de Freund's en la primera inmunización, 
con 0.5 mL de Adyuvante incompleto en la segunda inmunización . 
Posteriormente, el emulsificado se inyecto en el pectoral del gall o y a los 
conejos se les inyectó en el lomo. Las inmunizaciones en los gal los fueron 
cada 10 días y en los conejos cada 20 días. Antes de la primera 
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inmunización se obtuvo el suero (suero preinmune) para ser utilizado como 
testigo. 

3.2.2. Determinación de la producción de anticuerpos por medio de 
ensayo inmuno enzimático (ELISA). 

Para realizar el inmunoensayo se procede de la siguiente manera ; 
se agregó 50 ¡.JL del antígeno (péptido 10 ¡.Jg/mL) en cada pozo de una 
placa Limbro para ELISA, la cual fue incubada a 4·c toda la noche, 
posteriormente se lavó la placa 3 veces con 300 ¡.JL de PBST (137 mM 
NaCI ;(2.7 mM) KCI 10 mM; NaH2P04; 2mM KH2P04: 5% Tween 20; pH 7.4) 
y se bloqueó con 50 ¡.JL de PBS/gelatina al 1%, luego se descarta el 
sobrenadante y se agregó 50 ¡.JL del anticuerpo primario (suero diluido 1:100 
en PBST) y se incubó durante 1 hr. a 3T C. Se realizó la remoción de los 
anticuerpos unidos inespecíficamente al antígeno, se retiró el sobrenadante 
y se lavó 3 veces con 300 ¡.JL de PBST. Después se agregó 50 ¡.JL del 
segundo anticuerpo (anti gallina o anti conejo conjugado con peroxidasa y 
diluido en PBST 1:1 000) se incubó 1 hr. a 3T C, y se descartó el 
sobrenadante. Posteriormente tres lavados con 300 ¡.JL de PBST y dos con 
300 ¡.JL de agua destilada. Se Adicionó 50 ¡.JL de sustrato (p-nitrofenilfosfato/ 
buffer de dietanolamina pH 9.8 5mg/5mL). Se incubó hasta que desarrolló 
un color amarillo o menos de 15 min. La reacción se detuvó con NaOH 3M y 
se cuantificó en un lector de placas de ELISA a 405 nm o cualitativamente 
se observa la intensidad del color. 

Este procedimiento se real izó 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 título adecuado en la 
producción de anticuerpos, se sacrificaron los gallos y se aisló el bazo para 
obtener el ARN. 

3.2.3 RT -PCR y PCR 

La extracción de ARN total se obtuvo del bazo del gal lo con el 
amortiguador comercial RNA-STAT (Tel test "B" inc.) y la síntesis de ADNc 
se realizó con el paquete comercial SUPERSCRIPT 11 (l nvitrogen) de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

La amplificación de las secuencias que codifican a las cadenas 
pesadas y ligeras del anticuerpo contra la ARN Poi IV de O. sativa 
producido en el gallo inmunizado y su unión por traslape y extensión se 
realizaron por PCR. Los cebadores para la ampl ificación de la cadena 
pesada de los anticuerpos contra la ARN Poi IV de O. sativa fueron los 
siguientes: CSCVHo-F 5'-GTCAGTCCTCT AGATCTTCCGCCGTGACGTTG 

48 



GACGAG-3' y CSCG-85'-CTGGCCGGCCTGGCCACTAGTGGAGGAGAC 
GATGACTTCGGT-3'. Para la amplificación de la cadena ligera de los 
anticuerpos contra la ARN Poi IV de O. sativa, los cebadores fueron: CSVK 
5'- GTGGCCCAGGCGGC CCTGACTCAGCCGTCCTCGGTGTC-3' y 
CKJO-B 5'- GGAAGATCTAGAG GACTGACCTAGGACGGTGAGG-3'. Los 
cebadores para el traslape y extensión de las cadenas ligeras y pesadas de 
los anticuerpos contra la ARN Poi IV de O. sativa fueron: CSC-F 5'­
GAGGAGGAGGAGGAGGAGGTGGCCCTGACTCAG-3' y CSG-B 5'­
GAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGCTGGCCGGCCTGGC 
CACTTGGAGG-3'. Para la amplificación de los productos de la cadena 
pesada y ligera se utilizó el siguiente programa: 5 mina 94'C; 30 ciclos (30 
seg 94' C, 30 seg 60'C, 90 seg 72' C), seguidos por 10 min de extensión a 
72 ' C. Para el PCR de traslape se utilizó el siguiente programa; 15 min a 
95' C; 40 ciclos (15 seg 94' C, 45 seg 62'C, 2 min 72' C), seguidos por 10 
min de extensión a 72 'C. Los productos se separaron en un gel de agarosa 
al 2%, y la tinción se realizó con bromuro de etidio. 

3.2.4 Purificación de los productos de PCR 

Se precipitó el ADN sintetizado en 10 PCR con 1/10 vol de acetato 
de potasio 3M y 2.2 vol de etanol absoluto. Esto se incubó a -20' C toda la 
noche y se centrifugo a 16000 g por 30 min. Posteriormente se descartó el 
sobrenadante, y se lavó el paquete con etanol al 70% y se resuspendió en 
20 ¡.¡L de agua estéri l. Los productos se separaron en un gel de agarosa al 
2%, la banda de interés fue extraída del gel , la cual se colocó en un sobre 
de parafilm para ser congelado a -80'C por 30 min, seguidamente se trituró 
el pedazo de gel con la parte plana de un tubo eppendorf, se transfirió el 
líquido a un tubo con un filtro de 0.45 ¡.¡m ultrafree (Amicon) y se centrifugó 
a 3000 g por 10 min. Finalmente se recuperó el sobrenadante y se precipitó 
el ADN como anteriormente se describió. 

3.2.5 Digestión de los productos de PCR y del vector pCOMB3X 

La digestión de los productos purificados del PCR fue realizada 
mezclando 1 O ¡.¡g de ADN, 360 U de la nucleasa Sfi1 , 20 ¡.¡L de 
amortiguador para la enzima y agua hasta un volumen final de 200¡.¡L. Se 
realizó una incubación por 8 horas a 50 ' C. Posteriormente, el ADN se 
precipitó. Los productos se separaron en un gel de agarosa al 2%. La banda 
de interés se extrajo y se procedió a la purificación de la misma manera 
anteriormente mencionada. La digestión del vector pCOMB3X (UniProt), se 
realizó igual que los productos de PCR, únicamente variando las 
concentraciones de ADN plasmídico (20¡.¡g) y de Sfi1 (120 U). 
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3.2.6 Ligación de los productos de la digestión y transformación 

Para la ligación de los productos de la digestión (PCR y vector), se 
mezcló 1.4 ~g de vector, 700 ng del producto de PCR, 40 ~L de 
amortiguador para la ligasa T 4, T 4 DNA ligasa en un volumen final de 200 
~L con agua estéril. La mezcla se incubó a temperatura ambiente toda la 
noche. Posteriormente los productos ligados se precipitaron y el paquete se 
resuspendió en un volumen de 15~L de agua esteril. Seguidamente, se 
transformaron por electroporación células XL 1-blue con el producto de 
ligación y las células transformadas se seleccionaron en un medio LB (Luria 
Bertani) sólido con carbencilina. 

3.2.7 Proliferación de las células transformadas 

Las células transformadas fueron cultivadas en 5 mL de medio de 
cultivo SOC (super óptimo con represor catabólico), (Bactotriptona 2% w/v, 
Levadura bacteriológica 0.5% w/v; Cloruro sódico 10 mM; Cloruro potásico 
2,5 mM; Cloruro magnésico1 O 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% w/v de peptona; 2% w/v de extracto de levadura; 0,5% w/v de 
NaCI), y 3~L de carbencilina (1 00 mg/mL) más 30 ~L de tetraciclina (5 
mg/mL). Se incubó 1 h. a 37'C a 250 rpm, seguidamente se agregó 4.5 ~L 
de carbencilina y se incubó nuevamente por 1 hr a 37 ·c. Una vez terminada 
la incubación, se agregaron 2 mL de fago ayudador y se transfirió a un 
matraz de 500 mL más 183 mL de medio SB, 92.5 ~L de carbencil ina y 370 
~L de tetraciclina. Se incubó por 2 h. a 300 rpm y a continuación se le 
agregaron 280 ~L de kanamicina (50 mg/mL) y se incubó toda la noche a 
37'C a 300 rpm. 

3.2.8 Obtención de los fagos 

Posterior a la amplificación de las células transformadas se procedió 
a centrifugar los 200 mL de cultivo a 3000 g durante 30 min, se recuperó el 
sobrenadante y se depositó en un matraz nuevo, se le agregó 1 parte de la 
solución de PEG (polietilénglicol) 5X (50 mL), y se incubó en hielo durante 
30 min. Posteriormente, se centrifugo a 15000 g a 4·c durante 30 min. Se 
descartó el sobrenandante y se resuspendió el paquete celular en 2 mL de 
BSA (albúmina sérica bovina) al 1% en amortiguador de fosfatos, 
seguidamente se centrifugo a 16000 g a 4•c por 10 min y el sobrenadante 
(fagos) se pasó a un tubo nuevo a través de un filtro de 0.2 ~m y se 
almacenó a 4·c. 
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3.2.9 Rondas de selección y amplificación de los fagos que despliegan 
el fragmento variable de cadena sencilla (FvSc) 

Para las rondas de selección de los fagos, primeramente se preparó 
una placa de ELISA con el péptido azyro 1 (50 ~L) y se incubó toda la 
noche a 4·c. La placa se bloqueó con gelatina al 1% durante 1 h. a 3T C, 
posteriormente se descartó el sobrenadante y se agregaron 50 ~L de los 
fagos de la biblioteca recién preparada y nuevamente se incubó la placa 
durante 2 h. a 3T C. Después, se descartó el sobrenadante y se lavó 5 
veces con 150 ~ L de amortiguador de fosfatos, los fagos se eluyeron con 
tripsina. Se recobró el sobrenadante y se infectó nuevamente cél ulas 
vírgenes de XL 1-blue con una alícuota de fagos para una nueva ronda de 
selección. La selección se realizó como se mencionó anteriormente, en 
total se realizaron tres rondas de selección y amplificación de los fagos. 

3.2.1 O Pruebas de ELISA con los fagos seleccionados que expresan 
FvSc contra la ARN polimerasa IV 

Estas pruebas se llevaron a cabo para determinar cuál fue la ronda 
de selección en donde se produce una mayor cantidad de fagos y una mejor 
afinidad contra el péptido. A la placa de ELISA que contiene el antígeno y 
ha sido bloqueada previamente con gelatina al 1% se le agregaron los 
fagos de cada una de las tres rondas de selección por separado, se incubó 
por 2 h. a 3T C. Se retiró el sobrenadante y se le adicionó un anticuerpo 
contra M13 conjugado a una peroxidasa en una dilución 1:5000 en 
amortiguador de fosfatos con BSA al 1%. Se incubo 1 h. a 3TC, se descartó 
el sobrenadante y se lavó con agua destilada, seguidamente se incubó con 
el sustrato [peroxido de hidrogeno + ABTS azino-bis 2.2 (ácido 3-
ethylbenzth iazoline-6-sulphonic)] hasta obtener un color azu l. La reacción se 
detuvo con una solución de SOS al 1% y se cuantificó en lector de E LISA a 
405 nm. 
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Inmunización del gallo con el péptido diseñado a 
partir de la secuencia de la subunidad uno de la 

ARN Poi IV 

Determinación de la producción de anticuerpos 
por medio de ELISA 

Extracción de ARN 
de las células del bazo del gallo 

Amplificación de las secuencias de las cadenas 
pesadas y ligeras del Anticuerpo contra la ARN Poi 

IV 

Traslape y extensión 
de las cadenas pesadas y ligeras 

Ligación del fragmento al vector pcomb3x 

Transformación por electroporación en E.coli 
(XL·blue) 

+ 
Obtención de fagos 

Agregar fago ayudador en medio SB 

Rondas de selección y amplificación de los 
fagos que desplieguen el fragmento variable de 

cadena sencilla 

+ 
Prueba de ELISA contra el péptido 

Figura 3.1. Procedimiento general de la técnica de despliegue de 
anticuerpos en la superficie de fagos filamentosos. 
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3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Determinación de la producción de anticuerpos por medio de 
ensayo inmuno enzimático (ELISA). 

Para producir los anticuerpos contra la ARN polimerasa IV y V de O. 
sativa, se sintetizaron los siguientes péptidos: 

Cuadro 3.1 . Secuencias de péptidos para la producción de anticuerpos. 
PEPTIDO SUBUNIDAD ARN SECUENCIA 

POLIMERASA 
AZYRO 1 1a NC Poi IV Oryza s. MAVRPNDSRPSDVRPPFSQI (1-20) 

AZYR02 1a e Poi IV Oryza s. INPLCCDPFKGDFDGDCLHG (432-451) 

AZYR03 1b NC Poi V Oryza s. GHGOOTFTSQPTAMQWKQKM (298-317) 

Para poder generar una mayor respuesta inmunogénica en los 
gallos y los conejos, se acoplaron los péptidos (Cuadro 3.1) a BSA y se 
siguió las inmunizaciones antes descritas. 

Después de la tercera inmunización se realizaron las pruebas de 
ELISA para verificar la respuesta (Figura 3.1 ). 

Como se puede observar en la Figura 3.1, la lectura del 
espectrofotómetro para las co lumnas a,c y e que corresponden al suero de 
los conejos después de la tercera inmunización tienen una absorbancia 
mucho mayor, en comparación con las lecturas de las columnas b, d y f 
correspondientes al suero de los conejos antes de ser inmunizados. Lo 
anterior indica que se produjeron anticuerpos policlonales en los conejos 
inmunizados con los péptidos denominados AZYRO 1, AZYRO 2 (péptidos 
diseñados a partir de la secuencia de la subunidad 1 de la ARN Poi IV) y 
AZYRO 3 (péptido diseñado a partir de la secuencia de la subunidad 1 de la 
ARN Poi V) , (Cuadro 3.2) . 
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Figura 3.2. Determinación de la producción de anticuerpos contra la ARN 
Po! IV y V de O. sativa generados por los conejos mediante ensayo inmuno 
enzimático (ELISA). a) Suero del conejo inmunizado con el péptido Azyro 1; 
b) Suero preinmune del conejo inmunizado con el péptido Azyro 1; e) Suero 
del conejo inmunizado con el péptido Azyro 2; d) Suero preinmune del 
conejo inmunizado con el péptido Azyro 2; e) Suero del conejo inmunizado 
con el péptido Azyro 3; f) Suero preinmune del conejo inmunizado con el 
péptido Azyro 3. 

En la Figura 3.2, se puede observar que se produjeron anticuerpos 
pol iclonales en los gallos inmunizados con los péptidos Azyro 1 y 2 (Cuadro 
3.2). Subsecuentemente se procedió a sacrificar a los gallos para obtener el 
bazo y aislar el ARN total. 
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Figura 3.3. Determinación de la producción de anticuerpos por los gallos 
por ensayo inmuno enzimático (ELISA) . a) Suero del gallo inmunizado con 
el péptido Azyro 1; b) Suero preinmune del gallo inmunizado con el péptido 
Azyro 1; e) Suero del gallo inmunizado con el péptido Azyro 2; d) Suero 
preinmune del gallo inmunizado con el péptido Azyro 2; e) Suero del gallo 
inmunizado con el péptido Azyro 3; f) Suero preinmune del gallo inmunizado 
con el péptido Azyro 3. 

3.3.2 RT -PCR y PCR 

Se rea lizó la síntesis de ADNc con el ARN de los gallos, seguido de 
una reacción de PCR. Para la ampl ificación de la secuencia que codifica la 
región variable del anticuerpo se requieren hacer tres reacciones de PCR 
por separado, uná para la ampl ificación de la cadena pesada, otra para la 
cadena ligera y una tercera reacción para vincular y extender las cadenas 
pesadas y ligeras. 
Como se puede observar en la Figura 3.3, se logró la observar dos 
productos de amplificación de aproximadamente 400 y 350 pb que 
corresponden a los tamaños esperados para las cadenas pesadas y ligeras, 
respectivamente de Azyro1 y en la Figura 3.4, se puede observar los 
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productos de amplificación correspondientes a las cadenas pesadas y 
ligeras de Azyro 2. 
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Figura 3.4. Amplificación de la región variable de /as cadenas pesadas y 
ligeras de Azyro 1. Carril 1: Marcador de masa molecular; carril 2: 
amplificación de /as cadena pesada; carril 3 y 4: amplificación de /as 
cadenas ligeras. Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. 
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Figura 3.5. Amplificación de la región variable de /as cadenas pesadas y 
ligeras de Azyro 2. Carril 1: Marcador de masa molecular; carril 2: 
amplificación de /as cadenas ligeras; carril 3: amplificación de /as cadenas 
pesadas. Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio 

Para el traslape y extensión de las cadenas fueron mezclados 100 
ng del producto de amplificación de las cadenas pesadas y ligeras y se 
realizó una amplificación para obtener el traslape de las cadenas pesadas y 
ligeras. Como se puede observar, se logró el traslape de las cadenas 
pesadas y ligeras, y la extensión de las cadenas de Azyro 1 y 2 (Figuras 3.5 
y 3.6, respectivamente), obteniendo un producto de aproximadamente 750 
pb que corresponde al tamaño esperado para el fragmento variable del 
anticuerpo. 
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Marcador variable pesada 
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Figura 3.6. Traslape y extensión de la región variable de las cadenas 
pesadas y ligeras de Azyro 1. Carril1 : Marcador de masa molecular, carril 2 
y 3: amplificación del fragmento variable; carril 4: amplificación de fas 
cadenas pesadas. Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. 
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Figura 3.7. Traslape y extensión de la región variable de /as cadenas 
pesadas y ligeras de Azyro 2. Carri/1 : Marcador de masa molecular 1 kb; 
carril 2 - 6: amplificación del fragmento variable; carril 7: Marcador de masa 
molecular 100pb. Gel de agarosa a/1% teñido con bromuro de etidio. 

3.3.3 Digestión de los productos de PCR y del vector pCOMB3X 

Se purificó el fragmento amplificado y se realizó la digestión del 
fragmento variable con la enzima Sfi1 , como se puede observar en la Figura 
3.7-8 y en la Figura 3.7-A se observan los fragmentos esperados de 3500 
pb y 1500 pb como resultado de la digestión del vector pcomb3x con Sfi1 
(Figura 3. 7). Después se llevó a cabo la ligación del fragmento de 3500 pb 
del vector con el fragmento variable digerido, seguido de la transformación y 
la prol iferación de las células transformadas, así como las rondas de 
selección y ampl ificación de los fagos que despliegan el fragmento variable 
contra la ARN Poi IV. 
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Figura 3.8. Digestión con sfi l. A. Vector pcomb3X. Carril1 : Marcador de 
masa molecular 100pb; Carril12 Marcador de masa molecular 1kb; carril 3: 
pComb3X; carril 4 - 5: vector pcomb3X digerido. B. Carril 1: Marcador de 
masa molecular 100pb; carril 2: fragmento variable de Azyro 2; carril 3 - 4: 
fragmento variable digerido de azyro2. Gel de agarosa al 1% teñido con 
bromuro de etidio. 

3.3.4 Pruebas de ELISA con los fagos seleccionados que expresan 
FvSc contra la ARN Poi IV 

Después de que se obtuvo la tercera ronda de selección de los 
fagos que despliegan el fragmento variable, se real izó un ELISA contra el 
péptido de la ARN Poi IV (Figura 3.8). En esta figura se puede observar la 
presencia de los anticuerpos específicos contra la ARN Poi IV, en las tres 
rondas de selección de los fagos, se observa que en la primera ronda de 
selección la presencia del anticuerpo empieza a disminuir ·a partir de la 
dilución 1:1 O , en la segunda y tercera ronda se observa una disminución 
significativa a partir de la dilución 1:104 Con base al resultado obtenido, se 
puede conclu ir que se logró generar una li brería de anticuerpos 
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monoclonales específicos para el péptido Azyro 1, que pertenece a la 
secuencia de la subunidad uno de la ARN Poi IV (Cuadro 3.2). 

estigo 1 a ronda 2a ronda 3a ronda Dilución 

1:101 

1:102 

1:103 

1:104 

1: 10S 

1:1QS 

1:107 

1 2 3 4 5 6 7 

Figura 3.9. ELISA contra el péptido de la ARN polimerasa IV. Carril 1: 
Medio SB como testigo negativo; carriles 2 y 3: 1a ronda de selección de 
fagos que despliegan el fragmento variable; carriles 4 y 5: 28 ronda de 
selección de fagos que despliegan el fragmento variable; carriles 6 y 7: 38 

ronda de selección de fagos que despliegan el fragmento variable. 
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Cuadro 3.2. Anticuerpos generados. 
PEPTIOO SUBUNIDAD ARN SECUENCIA Anticuerpos Anticuerpos Anticuerpos 

POLIMERASA 
monoclonales Políclonales Políclonales 

en gallos en conejo 
AZYRO 1 18 NC Poi IV O. MAVRPNDSRP PosnMl PosnMl PosnMl 

saliva. SOVRPPFSQI 

(1 -20) 
AZYRO 2 1a e Poi IV O. INPLCCOPFKG PosnMl Pos~Ml 

saliva. DFDGDCLHG 
(432-451) 

AZYRO 3 1b NC Poi V O. GHGDDTFTSQ NegatÍ\'0 PosnMl 
saliva. PT AMOWKQKM 

(298-317) 

3.4 Discusión 

La técnica de despliegue en fagos, consiste en la expresión de 
proteínas, 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 un producto de 
fus ión en una de las proteínas de la cápside del fago (Barbas, 2001 ). Esta 
tecnología permite mantener clonas de fagos que expresen el anticuerpo 
deseado. El sistema de selección del sistema permite seleccionar clonas 
únicas, por lo que la expresión de los anticuerpos proviene de un solo tipo 
de anticuerpo. Esto permite obtener anticuerpos monoclonales en un 
sistema de expresión estable. 

Esta técnica hace posible la producción tanto de anticuerpos como 
de fragmentos de anticuerpos, es decir, lo que se produce no es un 
anticuerpo entero sino que solamente se inserta el ADN correspondiente a 
la parte del anticuerpo que es capaz de reconocer el antígeno . Se producen 
los segmentos de los dominios variables de los anticuerpos que son los 
últimos responsables de la unión con el antígeno_ Estos pequeños 
fragmentos de anticuerpos se denominan fragmentos variables de cadena 
sencilla. El tamaño de la bibl ioteca determina la gama de afinidades de los 
anticuerpos recuperados. No obstante, se debe tener en cuenta que en el 
primer ciclo de selección se obtienen típicamente 105 clones_ Como el 
máximo factor de enriquecimiento de la biblioteca que se ha reportado es de 
aproximadamente 106

, el tamaño límite que permite realizar un muestreo 
completo de la biblioteca sería 10 11 (Hawkins et al., 1992). 

Los resultados que se obtuvieron con la técn ica de despliegue de 
anticuerpos en fagos filamentosos, fue exitosa para obtener una librería de 
anticuerpos específicos contra el péptido de la ARN pol imerasa IV 
denominado Azyro 1, ya que en la tercera ronda de selección se obtuvo 104 
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clones. En lo correspondiente a las inmunizaciones de los conejos se 
obtuvieron anticuerpos policlonales con los péptidos denominados AZYRO 
1, AZYRO 2 (péptidos diseñados a partir de la secuencia de la subunidad 1 
de la ARN Poi IV) y AZYRO 3 (péptido diseñado a partir de la secuencia de 
la subunidad 1 de la ARN Poi V) , y en las inmunizaciones realizadas en los 
gallos se generaron anticuerpos policlonales para los péptidos Azyro 1 y 2 
(péptidos diseñados a partir de la secuencia de la subunidad 1 de la ARN 
Poi IV) (Cuadro 3.2). 
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Capítulo 4 

Detección de la expresión de las ARN Poi IV y V 

4.1 INTRODUCCIÓN 

La primera evidencia de la existencia de las ARN Poi IV y V, que se 
encuentra exclusivamente en plantas, fue advertida por Craig Pickaard 
cuando analizaba secuencias de genes en Arabidopsis thaliana . En un 
principio le pareció una forma alternativa de alguna de las ARNP. De la 
misma manera observó específicamente dos tipos de polipéptidos que 
podrían ser las subunidades clave de las ARNP IV y V, si es que fuera 
funcional. Posteriormente evidencias genéticas y bioquímicas indicaron que 
la ARN pol imerasa IV no es funcionalmente co incidente con las ARN 
polimerasas 1, 11 o 111 y que no es esencial para la viabilidad de la planta 
(Onodera et al., 2005; Kanno et al., 2005). 

El mecanismo de acción de las ARN Poi IV y V es desconocido, 
pero se ha determinado que su actividad es diferente a la de otras ARN 
pol imerasas. Las líneas mutantes de esta enzima en A. thaliana sobreviven , 
pero presentan retraso en su floración , y algunos defectos en el fenotipo 
floral, en ocasiones las plantas mostraron alteraciones en la identidad de 
sus órganos florales. Estas alteraciones co inciden con las zonas de la 
planta donde se ha reportado la presencia de la enzima. En A. thaliana las 
ARN Poi IV y V se encuentran principalmente en flores y raíces (Onodera et 
al., 2005; Matzke et al., 2009). 

La expresión de las ARN Poi IV y V se han estudiado en otras 
plantas como Zea mays y en 18 especies de Viola, en donde al parecer 
llevan a cabo las mismas funciones en el silenciamiento génico, y se ha 
observado que presentan un número variable de copias de genes de las dos 
principales subunidades de las ARN Poi IV y V, lo que sugiere que la 
expresión de estas proteínas no solo puede variar en los diferentes tejido de 
la planta, si no también depende de la especie que se analice (Pikaard , 
2009; Marcussen et al. , 2010 and Yokthongwattana et al., 2010). 

En O. sativa se tiene conocimiento de las secuencias de la ARN Poi 
IV y V, sin embargo no se han rea lizado estudios sobre la expresión de la 
ARN Poi IV, por lo que haciendo uso de los anticuerpos policlonales 
generados en conejo (Cuadro 3.2), se han realizado detecciones de la 
presencia de las ARN Poi IV y V, en tejidos de planta adulta y en etapas de 
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la embriogénesis cigótica y somática, con el fin observar si existe una 
expresión diferencial de estas proteínas durante el desarrollo de la planta. 

4.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.2.1 Material biológico 

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

4.2.3 Anticuerpos contra las ARN Poi IV Y V 

Los anticuerpos contra la ARN Poi IV Y V que se utilizaron en la 
inmunodetección 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 ~g de péptido para cada 
conejo , el cual con ayuda de una jeringa de dos vías se mezcló hasta formar 
una emulsificación con 0.5 mL de adyuvante completo de Freund's en la 
primera inmunización , con 0.5 mL de Adyuvante incompleto en la segunda 
inmunización. Posteriormente, el emulsificado se inyecto en el lomo de los 
conejos. Las inmunizaciones en los conejos fue cada 20 días. Antes de la 
primera inmunización se obtuvo el suero (suero preinmune) para ser 
utilizado como testigo. 

4.2.3 lnmunodetección de la ARN Poi IV Y V 

Un gramo de cada uno de los tejidos de Oryza sativa (flor, hoja, tallo 
y raíz) fue macerado con N2 líquido, homogeneizado con la ayuda de un 
politrón en un buffer de extracción (50 mM NaCI; 50mM Tris-HCI ; 1. mM 
EDTA; 10% glicerol; 1mM 2-~ mercaptoetanol ; 200 mM fenilmetil sulfonil ; 
1% Polivilpirrolidona) y centrifugado a 25000 g durante 30 min (Magyar et 
al., 1993). La concentración de proteína, utilizando como estándar albúmina 
sérica bovina se determinó por el método de Bradford (1 976). Las proteínas 
totales (30 ~g) fueron separadas en un gel desnaturalizante de 
poliacrilamida al 8% y electrotransferidas. El procedimiento de 
electrotransferencia se realizó de la proteína a la membrana de nitrocelulosa 
utilizando amortiguador de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% 
v/v metanol , pH 8.3) . La transferencia se realizó a 100 V por 2 h. o 26V por 
12 h. El proceso provoca un fuerte calentamiento de la solución lo que 
refrigeró el sistema a 4°C. Una vez terminada la transferencia la membrana 
fue incubada en una solución de leche descremada al 5% en TBST (0.5 M 
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Tris-HCI, 150 mM NaCI, 0.05% de Tween 20, pH 8), durante 1 h a 
temperatura ambiente. Después la membrana se incubó toda la noche con 
el anticuerpo policlonal contra la ARN Poi IV y V, en una dilución 1:2000 (Se 
real izó una titu lación de 1:500-1:8000, utilizando extracto de proteínas del 
tallo, para saber la concentración de anticuerpo que fue utilizado). El lavado 
de la membrana se real izó tres veces con TBST por 15 min. Incubada con 
un anticuerpo secundario policlonal (anti conejo conjugado a la peroxidasa 
de rabano) en una dilución 1:5000 durante 2 h. a temperatura ambiente. Se 
Repitieron los tres lavados de la membrana con TBST. La detección se 
realizó por quimioluminiscencia (ECL, Amersham). 

4.2.4 RT -PCR 

La extracción de ARN tota l fue obtenido de 1 gr de inflorescencias y 
de tallo de O. sativa por el método de Trizol (lnvitrogen) y la síntesis de 
ADNc se realizó con el paquete comercial SUPERSCRIPT 11 (lnvitrogen) de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

Para la ampl ificación de los productos, se utilizó el siguiente 
programa: 3 min a 94'C; 30 ciclos (30 seg 94' C, 30 seg 55'C, 45 seg 72' C), 
seguidos por 10 min de extensión a 72 ·c . Los productos se separaron en 
un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. Para la amplificación 
del fragmento de aproximadamente 309 pares de bases de la subunidad 
uno de la ARN poli merasa IV, las secuencias de los cebadores fueron: 
PEP4F 5' -GGT ATA TGG GAG AAC ATC ATT- 3' y PEP6R 5' -CCC ACT 
GCC TCC AAT ATG CAG- 3'. El fragmento de aproximadamente 486 pares 
de bases de la subunidad dos de la ARN polimerasa IV, fue ampl ificado con 
las siguientes secuencias de cebadores: ECIR3F 5' -CTT GGA AGA GAA 
CTC CGT GCG- 3' y ECIR4R 5' -AGG AAC CTC CTC TGT AGG AAT- 3'. 
Para el análisis semicuantitativo se realizó una variación a la cantidad de 
ciclos del PCR que fue entre 24- 32 ciclos. 

4.3 RESULTADOS 

4.3.1 lnmunodetección de la ARN Poi IV y V DE O. sativa 

La detección de la ARN Poi IV y V en O. sativa, se rea lizó con los 
extractos proteicos de diferentes tejidos de O. sativa. Separando 30 ¡.Jg de 
proteína en un gel de poliacrilamida desnatural izante al 8% y transferidas a 
una membrana de nitroceluosa (Figura 4.1 ). En esta figura se puede 
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observar el patrón proteico de los extractos de la inflorescencia, hoja, tallo y 
raíz. 

k Da 

180 

115 

82 

64 

48 

37 

25 

M H T 

Figura 4.1 . Patrón de proteínas de /os tejidos de Oryza sativa. Marcador 
(M); inflorescencia (/}, hoja (H), tallo (T) y raíz (R). Tinción con azul de 
Coomasie. 

El anticuerpo azyro 1 (diseñado para una reg ión no conservada de 
la ARN Poi IV de O. sativa) y el anticuerpo azyro 2 (d iseñado para una 
región conservada de la ARN Poi IV de O. sativa) , detectaron una proteína 
en los extractos proteicos de tallo y raíz de aproximadamente 180 KD que 
es el peso molecular de la subunidad 1 de la ARN Poi IV (Figura 4.2 A y 4.2 
B respectivamente) . Los resultados nos sugieren que la ARN Poi IV se 
expresa o almacena en inflorescencias, tallo y raíz. 

El anticuerpo azyro 3 (diseñado para una región no conservada de 
la ARN Poi V de O. sativa ) detectó una proteína en los extractos de 
inflorescencias y de tallo de aproximadamente 150 KD que es la masa 
molecular aproximada de la subunidad 1 de la ARN Poi V de O. sativa. Los 
resultados nos sugieren que la ARN Poi V se encuentra principalmente en 
inflorescencias y tallo (Figura 4.2 C). La presencia de otras bandas podría 
deberse a productos de degradación de estas mismas proteínas. 
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Figura 4.2. lnmunodetección de las ARN polimerasas IV y V. A) 
lnmunodetección con anticuerpos generados a partir del péptido azyro 1 
(ARN Poi/V-1) . 8) lnmunodetección con anticuerpos generados a partir del 
péptido azyro 2 (ARN Poi IV-2). C) lnmunodetección con anticuerpos 
generados a partir del péptido azyro 3 (ARN Poi V-1) . Inflorescencia(/); hoja 
(H), tallo (T) y raíz (R) . 

En la embriogénesis cigótica (Figura 4.3) se detecto la presencia de 
la ARN Poi IV desde las primeras horas de desarrollo. La presencia de la 
ARN Poi V no se observó . En ambos estudios se utilizó como extracto 
testigo el tallo (Figura 4.4 ). 

O hrs. 24 hrs. 36 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 

Figura 4.3. A-E. Desarrollo del embrión cigótico. Se muestra el embrión 
cigótico a /as O, 24, 36, 48 h. A /as 72 h. ya se puede observar el escutelo. 

Horas 

O 24 36 48 72 T 

ARN PoiiV-1 

ARN Poi V-1 

Figura 4.4. lnmunodetección de /as ARN polimerasas IV y V en la 
embriogénesis cigótica. Las muestras se tomaron en un periodo de 0-72 
horas. Tallo (T) . 
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En la embriogénesis somática se observa un incremento de la 
presencia de las ARN Poi IV y V en los primeros 15 días después de la 
inducción de los escutelos, después se puede observar señal de manera 
constante (Figura 4.5). 

Días de inducción 

5 10 15 30 T 

- ARN Poi IV-1 

ARN Poi V-1 

Figura 4.5. lnmunqdetección de las ARN polimerasas IV y V en la 
embriogénesis somática. Muestras tomadas a partir del día 5 después d la 
inducción hasta el día 30. Tallo (T) . 

4.3.3 Expresión de la ARN POL IV Y V EN O. sativa 

Para analizar la expresión de la subunidad uno de la ARN Poi IV en 
diferentes tejidos, se amplificó un fragmento de aproximadamente 309 pb y 
los cebadores diseñados para la subunidad uno de la ARN Poi V, 
amplificarán un fragmento de 486 pb (Figura 4.6). 

T 

24 26 28 30 32 24 26 28 30 32 

ARN PoiiV-1 

24 26 28 30 32 24 26 28 30 32 

ARN Poi V-1 

Figura 4.6. RT-PCR. Analisis semicuantitativo de la ARN Po/ IV V. 
Inflorescencia (/) y tallo (T) en oryza sativa. 24-32 es la cantidad de /os 
ciclos del PCR. 

El resultado de las amplificaciones para ambas subunidades , es del 
tamaño esperado, de 309 pb y 486 pb para las subunidades uno de las ARN 
Poi IV y V respectivamente. Se observó una concentración similar de los 
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transcritos de las ARN poi IV en tallo e inflorescencia y una mayor presencia 
de los transcritos de las ARN Poi V, en los tejidos de inflorescencia. No se 
pudó real izar este análisis en los otros tej idos debido a la degradación de 
los cebadores que se utilizaron en este anál isis. 

4.4 DISCUSIÓN 

Con los anticuerpos policlonales contra las ARN Poi IV y V de O. 
sativa generados en conejo, fue detectada la ARN Poi IV en tal lo y ra íz; y la 
ARN Poi V se obseNó en inflorescencia, hoja y tallo semejante a lo 
obseNado en A. thaliana, donde la expresión de estas polimerasas ocurre 
en todos los tej idos, pero principalmente en flor y en raíz (Onodera et al. , 
2005). En O. sativa la subunidad uno de la ARN Poi IV se expresa 
principalmente en tallo, la subunidad dos de la ARN Poi IV se expresa en 
inflorescencia y tallo, y la ARN Poi V principalmente se expresa en 
inflorescencia y tallo. Sin embargo difieren con A. thaliana en que no se 
detectó la presencia de la ARN Poi IV en hoja y en el caso de la ARN Poi V 
no se detectó en hoja y ra íz. 

En los RT-PCR realizados se obseNó en las inflorescencias y el 
ta llo, la expresión de las ARN Poi IV y V. La expresión de la ARN Poi IV en 
tallo es mayor que la expresión de la ARN Poi V, mientras que en 
inflorescencia se encuentran expresadas de manera similar. Estas 
diferencias en los patrones de expresión de las ARN pol imerasas se pueden 
deber a los cambios que lleva a cabo el mecanismo de silenciamiento 
durante el desarrollo de la planta . 

Los resultados obtenidos en O. sativa muestran un nivel bajo de 
expresión en embrión cigótico a diferencia embriones somáticos donde se 
detecto una mayor cantidad de las ARN Poi IV y V. El incremento de ambas 
polimerasas fue hasta después de los 30 días posteriores a la inducción de 
los escutelos con auxinas. 

La auxina ha sido demostrado que es un factor determinante en la 
regulación celular en el gametofito femenino de A. thaliana y en el desarrollo 
del embrión (Uimasov et al. , 1997). Por lo que de alguna manera el 2,4-D, 
podría estar induciendo la expresión de las ARN Poi IV y V en la 
embriogénesis somática. A su vez se ha observado una desmetilación 
durante el desarrollo de la semilla de A. thaliana (Mosher et al. , 2009), 
motivo por el cual no se haya detectado una señal significativa de las ARN 
Poi IV y V en el desarrollo del embrión cigótico de O. sativa. 
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Las diferencias en la cantidad presente de las ARN Poi IV y V en los 
tej idos de planta adulta y en la embriogénesis cigótica y somática, podría 
deberse a la cantidad de células meristemáticas o desdiferenciadas 
presentes en los tejidos. En donde el mecanismo de silenciamiento génico 
en el cual están implicadas las ARN polimerasas IV y V puede ser activado 
para controlar el silenciamiento durante la dife renciación celular. Cabe 
mencionar que los embriones cigoticos ya se encontraban formados a 
diferencia de los somáticos. Motivo por el cual se sugiere que el tejido 
somático generado presenta un aumento en estas pol imerasas. 
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Capítulo 5 

Análisis histológico de la embriogénesis somática 
de O. sativa 

5.1 INTRODUCCIÓN 

La embriogénesis somática (ES) es el proceso por el cual las 
células somáticas son inducidas a generar células embriogénicas, pasando 
por una serie de cambios bioquímicos que resultan en la formación de un 
embrión . Es un proceso con la capacidad para producir embriones 
morfológicamente bien formados y desarrollarse a partir de células 
somáticas en cultivo sin organización (Kawahara et al., 1995). 

La alternativa más eficiente para la propagación masiva de plantas 
es la ES, debido a se obtiene una planta de mejor calidad que en la 
micropropagación por organogénesis. Las ventajas del proceso, en este 
estudio hacen un sistema ideal para realizar estudios a nivel 
morfohistológico, fisiológico, bioquímico y molecular. Los datos de la 
literatura indican que existen diferencias significativas entre especies y en 
muchos casos, los resultados que se obtienen no pueden ser aplicados a 
otras especies e inclusive entre variedades (Quiroz, 2003). 

Los principales factores involucrados para un determinado tipo de 
respuesta dependerán de la naturaleza del regulador de crecimiento 
utilizado, el origen del explante, el estadio fisiológico y la especie utilizada 
(Halperin et al. , 1995). 

En O. sativa se ha reportado la regeneración de plantas por vía de 
organogénesis o ES (Tsukahara et al., 1996), sin embargo, hay versiones 
contradictorias en el proceso de regeneración. Uno de los procesos más 
convincente de embriogénesis somática parece ser la embriogénesis directa 
en escutelo Uones & Rost et al. , 1989b). 

Pocos estudios morfológicos se han hecho sobre la embriogénesis 
somática en O. sativa. Según Robert et al., (1985), la superficie de la célula 

· es el ensamblaje completo de la pared celular, membrana plasmática y el 
citoesqueleto cortical. La dinámica e integración del ensamblaje en 
conjunto, se considera ahora que juega un papel fundamental y central en la 
definición de la forma celular, la polaridad celular y la morfogénesis en las 
plantas. 
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Las observaciones de la inmunolocalización muestran que la ARN 
Poi IV y V son proteína nucleares y sugiere que esta proteína afecta la 
condensación de la heterocromatina, ya que se observó un núcleo más 
disperso, es decir, el ADN se encuentra empacado de manera muy diferente 
observándose menos condensado en las mutantes de Arabidopsis (rpd2a-2, 
rpd2b-1 ) (Onodera et al. , 2005). La dispersión de la heterocromatina del gen 
58 en los mutantes de ARNP IV, sug irieron una pérdida de cierto nivel de 
metilación de la citosina, sin la metilación 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 requ ieren la expresión de las ARN Poi IV y V 
( Olmedo-Monfil et al. , 201 O); probablemente, para llevar acabo de manera 
ordenada los cambios de territorios nucleares. Con base a esta información 
y con la hipótesis de que los cambios de reorganización nuclear 
involucrarían la maquinaria de silenciamiento y en particular a la ARN Poi IV 
y V. se analizó si hay una correlación entre la presencia de las ARN Poi IV y 
V y la reorganización del núcleo que se lleva a cabo durante la 
embriogénesis somática . Por lo cual se realizaron los experimentos de 
inmunohistoquimica con el fin de determinar si los anticuerpos obtenidos 
localizaban a la ARN poi IV y V en el núcleo y en particular que células del 
tejido embrionario mostraban diferencias en el nivel de señal dado por estos 
anticuerpos. Esto es fundamental para determinar si los anticuerpos pueden 
ser utilizados con la proteína en estado nativo. Adicional mente permiten 
definir que células son las que tienen expresión de estas prote ínas y en que 
lugar se encuentran. 

5.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

5.2.1 Material biológico 

Se usaron semillas de O. sativa var. Filipina las cuales fueron 
esteril izadas con alcohol al 70% durante 5 min, seguido por cloro al 50% 
durante 1 h. en agitación y tres lavados con agua estéril. Las semillas 
fueron germinadas en agua destilada estéril. Después de 2 a 4 días de 
cultivo, los embriones inmaduros fueron disectados de forma transversal 
para obtener el escutelo; y estos fueron transferidos a medio de inducción 
EIM (sacarosa 4%; Medio MS 4.3 giL; 2, 4-D 2 mg/L.1) e incubados en un 
cuarto de cultivo en oscuridad y a 60 rpm de agitación. Este protocolo de 
embriogénesis fue modificado de Mariani et al. , 1998. 
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5.2.2 Análisis histológico 

Los embriones en diferentes etapas de desarrollo, se fijaron en 
formaldehido al 1 O % (en buffer de fosfatos 0.2 M, pH 7.2), 5% de ácido 
acético y 50% de etanol por 24 h. bajo presión negativa. Las muestras 
fueron deshidratadas en una serie gradual de etanol absoluto: 30%, 50%, 
70%, 80%, 90%, 96% y tres veces al 100% se realiza el procedimiento para 
el análisis de las muestras por microscopia electrónica de barrido o el de 
inmunolocalización . Las secciones, fueron doblemente teñidas con la 
reacción de Ácido peryódico-Schiff (PAS, por sus siglas en ingles), en 
combinación con azul negro de naftol. Las muestras fueron observadas en 
el microscopio Axioplan con luz visible. 

5.2.3 lnmunolocalización de la ARN Poi IV Y V 

Los embriones en diferentes etapas de desarrollo, se fijaron en 
formaldehido al 4 "'o (en buffer de fosfatos 0.2 M, pH 7.2), 5% de ácido 
acético y 50% de etanol por 72 horas. Las muestras fueron deshidratadas 
en una serie gradual de etanol absoluto: 30%, 50%, dos veces cada dos h.; 
70%, dos veces, una h. la primera vez y 24 h. la segunda vez; 85%,dos 
veces cada 2 h.; 96%, dos veces cada 30 m in ; desechar el etanol al 96% y 
adicionar butano/ al 100% por 24 horas a temperatura ambiente . . Este paso 
se realizó tres veces y a la tercera vez se agregaron aprox. 15 hojuelas de 
parafina y se colocaron en agitación (60 rpm) toda la noche a temperatura 
ambiente. Se colocaron diversos frascos con hojuelas de parafina a 60°C 
para contar con parafina líquida para los cambios posteriores. 
Posteriormente, las muestras se incubaron a 60 °C, ya derretida la parafina 
se agregaron más hojuelas durante 2-3 h. (2 o 3 veces en todo el día). Al 
día siguiente, se realizó el primer cambio de parafina líquida, decantando la 
mitad del volumen y se agregó la parafina líquida pura , previamente 
colocada en la estufa a 60°C 2 días antes del cambio (2 cambios por día). 
En total , se realizaron de 4 -6 cambios de parafina líquida por no más de 4 
días. Se colocaron las muestras en los moldes y se añadió más parafina al 
molde, se colocó la tapa y se deja enfriar a temperatura ambiente por 20 
min. Los cortes se realizaron en el micrótomo (Microm HM 340E) , seguido 
de un proceso de desparafinazación , con un lavado con butano/ , y dos 
lavados de ultraclean. Posteriormente se sometieron a lavados con etanol al 
100, 50 y 30%. Los residuos de parafina fueron eliminados con dos lavados 
de xileno al 100%, seguido de etanol absoluto, etanol al 70% y finalmente 
agua destilada. Posteriormente, para la inmunolocalización se lavaron las 
muestra con PBST y se incubaron a 3JOC, después se incubó con el 
anticuerpo primario en una dilución 1:500 (los anticuerpos denominados 
Azyro 1 y 3) toda la noche, seguido de tres lavados con PBST y de la 
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incubación en una dilución 1:2000 con el anticuerpo secundario acoplado a 
Alexa fluor 488 a 37°C. La observación se realizó en el microscopio confocal 
(Leica TCS SP5 AOBS T ANDE M). Los núcleos fueron teñidos con DAPI 
(4' ,6-diamidino-2-fenilindolina) (Pontes et al. , 2006) 

Los cortes histológicos se hidrolizaron en ácido periódico por cinco 
minutos, después se lavaron con agua corriente y se dejaron secar. Éstos 
se tiñeron con el reactivo de Schiff en oscuridad por 1 min , se lavaron con 
agua hasta que el agua quedó incolora y se secaron. Finalmente los cortes 
se tiñeron en una solución de azul de naftol al 1% en ácido acético al 7% (1 
minuto) , se lavaron con agua y se dejaron secar (Davey, 1977). 

5.3 RESULTADOS 

5.3.1 Análisis histológico de la embriogénesis somática 

Los embriones de O. sativa L. formados directamente sobre la 
superficie del escutelo de embriones cigóticos, desarrollan patrones 
estructurales y de desarrollo semejantes a los del embrión cigótico. Las 
etapas proembriogénica, globular, escutelar y coleoptilar fueron observadas 
por estereomicroscopia y por microscopia electrónica de barrido (MEB). La 
formación del protodermo y su diferenciación de la epidermis son 
importantes en el inicio de la embriogénesis somática (Mariani et al., 2002). 

Un evento temprano durante la inducción de la embriogénesis es la 
ruptura de la integridad del tejido. Esta ruptura da como resultado el 
aislamiento de células. Las células están libre de los tejidos circundantes lo 
que promueve la conexión celular entre las células vecinas, se sugiere que 
este hecho podría estimular la embriogénesis (Mariani et al., 1998). 

Se puede observar el proceso de la embriogénesis somática 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 del escutelo, seguido de una disrupción en 
las células de la superficie del escutelo (Figura 5.1 B-E). Posteriormente se 
observa gradualmente la formación de estructuras nodulares al parecer 
embriogénicas (Figura 5.1 F-1). 

A partir de los escutelos con posibles estructuras embriogénicas se 
realizó la disección histológica. Estos análisis mostraron las primeras etapas 
de la embriogénesis, en donde se pudó observar células pequeñas e 
isodiamétricas con prominentes núcleos y paredes celulares delgadas, 
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(figuras 5.2 A-C). · Se presentaron células meristemáticas pequeñas 
densamente teñidas, que empiezan a dar lugar a la segmentación por pro 
embriones (figuras 5.2 D-F) ; Se observó el embrión en un estadio que 
semeja a una etapa globular en dicotiledóneas, en el que se pueden 
apreciar los centros meristemáticos la protodermis y el inicio de la 
diferenciación celular que establece la estructura básica de una nueva 
planta. (Figuras 5.2 G-L). 

Figura 5.1. Estudio morfológico de embriones somáticos de O.sativa en 
medio EIM con 2,4-0 2 mg/C1 por MEB. A) Escutelo de O. sativa en el día 
cero de inducción de la embriogénesis somática. B) Escutelo de O. sativa 
en el día 5 de inducción. C) Escutelo de O. sativa en el día 10 de inducción. 
O) Escutelo de O. sativa en el día 15 de inducción. E) Escutelo de O. sativa 
en el día 20 de inducción. F) Escutelo de O. sativa en el día 25 de 
inducción. G) Escutelo de O. sativa en el día 30 de inducción. H) Escutelo 
de O. sativa en el día 35 de inducción. 1) Escutelo de O. sativa en el día 40 
de inducción. 
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Figura 5.2. Cortes histológicos de /os estadios de desarrollo de /os 
embriones somáticos mantenidos en medio EIM con 2 mg/L"1 de 2,4.-D. A­
C) embriones con 5 días de subcultivo, D-F) embriones con 10 días de 
subcultivo, G) embriones con 15 días de subcultivo. H) embriones con 20 
días de subcu/tivo. /) embriones con 25 días de subcultivo. J-L) embriones 
con 30 días de subcultivo. CE: Células embriogénicas. N: Núcleo. CM: 
Centros meristemáticos. P: Protodermis. 

5.3.2 lnmunolocalización 

En A. thaliana, las ARN Poi IV y V fueron localizadas en el núcleo, 
utilizando anticuerpos generados a partir de péptidos específicos para estas 
proteínas. Debido a que las ARN Poi IV y V están implicadas en la 
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producción de los siARN y en el complejo de silenciamiento génico. Se 
sugiere que estas proteínas participen el mantenimiento de la 
heterocromatina (Pontes et al., 2006). En estudios de metilación en 
embriones de A. thal iana se observó que los embriones se encuentran 
hipermetilados en comparación con los tejidos vegetativos (Mosher & 
Melnik, 2010). 

Para la inmunolocalización de las ARN Poi IV y V se utilizarán los 
anticuerpos policlonales generados en conejo (Cuadro 3.2). En color azul , 
se pueden observar los núcleos de la célula teñidos con DAPI (Figura 5.3). 
En la Figura 5.3-A se observa la localización de la ARN Poi V en color 
verde. Mientras que en la Figura 5.3-B se observa en color rojo la 
localizacion de la ARN Poi IV. Se puede observar sobre el núcleo, la 
local ización en forma punteada correspondientes a las ARN Poi IV y V. 
Siendo esto una marca característica en polimerasas y en complejos donde 
actúan un gran número de un mismo tipo de proteína. Adicionalmente se 
encuentra en una proporción similar la presencia de estas ARN Pol imerasas 
en el citoplasma. Los puntos fluorescentes muy brillantes se deben a la 
precipitación del anticuerpo secundario lo cual coincide principalmente en la 
pared ce lular. 

Al encontrarse la presencia de las ARN Poi IV y V en 
compartimentos nucleares, es posible que estas proteínas estén implicadas 
en funciones nucleares como las de silenciamiento génico que fue definido 
en A. thaliana y que la planta necesita en sus etapas de desarrollo. 

Figura 5.3. lnmunolocalización de /as ARN Po! IV y V. A) Corte histológico 
de embriones somáticos con el anticuerpo contra la 
ARN Po! IV. B) Corte histológico de embriones somáticos con el anticuerpo 
contra la ARN Po/ V. Los núcleos en color azul. 
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5.4 DISCUSIÓN 

Una de las técnicas de cultivo in vitro es la ES que se refiere a la 
formación de embriones somáticos a parti r de células somáticas, que no son 
producto de la fusión de gametos (Kumria et al., 2001 ). Los embriones 
somáticos son estructuras globulares con un eje rad ica l apica l que son 
capaces de crecer y fo rmar una planta completa. Esto tejidos contienen una 
gran cantidad de células en diferentes estados de diferenciación celular. Por 
lo cual es de gran utilidad esta técnica para obtener material de estudio y a 
su ves compararla con embriones cigoticos. 

Durante este trabajo se determinaron las etapas de la 
embriogénesis en embriones cigóticos de Oryza sativa, los cuales fueron 
ca racterizados en el escutelo durante el cu ltivo de embriones cigóticos 
inmaduros. Las etapas proembriogénica, globular, escutelar y coleopti lar 
fueron observadas por estereomicroscopia, histoquimica y por microscopia 
electrónica de barrido (MEB), lo que permite tener una información más 
detallada en lo concerniente a los cambios en la forma y la superficie 
durante el desarrollo embriogénico. En la embriogénesis somática de O. 
sativa , a apartir de escutelo, se pudo observar un proceso similar al 
reportado en Mariani et al., 1998. En los cortes histológicos, se pudo 
observar, las zonas meristemáticas de los embriones, y a su vez, en el 
estudio por MEB se observa la respuesta morfogénica del escutelo al med io 
de inducción. La aparición de las estructuras embriogénicas está 
correlacionada con la pro li feración de las zonas meristemáticas. 

Los estudios de inmunolocalización de ARN poi IV y V demostraron 
la expresión de estas enzimas en las zonas meristemáticas generadas. La 
presencia encontrada en las células nucleadas de los embriones somáticos 
de O. sativa, se encuentran correlacionadas con los datos observados en A. 
thaliana (Pontes et al. , 2009) y sugieren que si las ARN Poi IV y V se 
encuentran implicadas en el mecanismo de silenciamiento génico podrían 
tener una importante participación en la organización nuclear durante el los 
primeros estadios de diferenciación celular. 

Se sugiere de acuerdo a lo observado en la inmunolocal ización que 
las ARN Poi IV y V en O. sativa tienen una local ización nuclear al igual que 
en A. thaliana (Li et al. , 2006) se podría sugerir que interactúan con algunas 
de las proteínas nucleares con las que se han colocalizado en A. thaliana, 
(Law et al., 2011 ). Los experimentos realizados a la fecha en A. thaliana 
siempre han sido real izados con núcleos extraídos por lo cual se desconoce 
la cantidad de estas proteínas en el citoplasma. El experimento muestra que 
las ARN Polimerasas en células diferenciadas se relocaliza al citoplasma, lo 
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cual puede ser para ser degradada al no requerirse en cantidades mayores 
después de ser diferenciadas o quizás parti cipa en otras funciones en el 
citoplasma, como puede ser el sistema inmune de las plantas. Aunque aun 
se desconoce la regulación del mecanismo que controla la respuesta 
inmune, existe evidencia reciente de la participación de estas polimerasas 
en la modulación de la respuesta inmune a patógenos (Chinnusamy & Zhu, 
2009, López et al., 2011 ). Sin embargo falta mucho por resolver para 
determinar la razón de este evento. 

Sin embargo una cantidad particular debe mantenerse expresada 
para mantener cierto nivel de regulación epigénetica que llevan a cabo las 
ARN Poi IV y V, también podrían estar implicadas en mantener inactivas 
ciertas secuencias virales (Herr et al. , 2005, Chinnusamy & Zhu, 2009 ). 
Debido a la carencia del sistema inmune de las plantas estas poli merasas 
han sido propuestas como parte del sistema que utilizan las plantas para 
obtener tolerancia al ataque de diversos virus que afectan a las plantas 
(Herr et al., 2005, Chinnusamy & Zhu , 2009). Es importante acentuar que el 
proceso de silenciamiento génico como parte fundamental para entender 
los procesos epigenéticos que controlan la expresión de los genes durante 
el desarrollo y diferenciación celular. 

83 



5.5 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

Abdelnour, A and J. Escalant ( 1994 ). Conceptos Básicos del Cultivo de 
Tejidos Vegetales . CATIE. Turrialba, Costa Rica, 38. 

Chinnusamy, V. and J.K. Zhu .(2009). RNA-directed DNA methy/ation and 
demethylation in plants . Science, 52(4), 331-343. 

Davey, F. R. and D. A Nelson (1977). "Periodic acid Schiff (PAS) stain", en 
Hematology. Williams, J ., E. Buetler, A J. Erslev and R. W . Rundles 
(eds). McGraw-Hill, NewYork. pp.1630-1632. 

Halperin , W . (1995). "In vitro embryogenesis: some historical issues and 
unresolved problems", en In vitro Embryogenesis in Plants, Thorpe T. 
A (ed) . Kluwer, Dordrecht. pp. 1-16. 

Herr, A J., M. B. Jensen, T. Dalmay and D.C. Baulcombe (2005). RNA 
polymerase IV directs silencing of endogenous DNA. Science, 308, 
118-120 

Jones ,T. J. and T. L. Rost (1989b). The developmental anatomy and 
ultrastructure of somatic embryos from rice (Oryza sativa L.) scute/lum 
epithelial ce/ls. Botanical , 150, 41-49 

Kawahara , R. and A. Komamine (1995) "Molecular basis of somatic 
embryogenesis ", en Biotechnology in agriculture and forestry. somatic 
embryogenesis and synthetic seed. Bajaj Y.P. (ed .). Springer-Verlang, 
Berlín . pp. 30-40. 

Kumria, R., B. Waie and M. V. Raja m (2001 ). Plant regeneration from 
transformed embryogenic cal/us of an elite indica rice via 
Agrobacterium. Plant Cell Tissue and Organ Culture, 67(1), 63-71 . 

Law, J., A Vashisht, J. Wohlschlegel and S. Jacobsen (2011 ). SHH1, a 
homeodomain protein required for DNA methylation, as we/1 as RDR2, 
RDM4, and chromatin remodeling factors, associate with RNA 
polymerase IV. PLoS Genetics, 7(7), e1 002195. 

Li , F. C., O. Pontes, M. EI-Shami, l. R. Henderson, Y. V. Bernatavichute, S. 
W. Chan , T. Lagrange, C. S. Pikaard and S. E. Jacobsen (2006). An 
ARGONAUTE4-containing nuclear processing center colocalized with 
caja/ bodies in Arabidopsis thaliana. Cell , 126, 93-106. 

84 



López, A , V. Ramírez, J. García-Andrade, V. Flors and P. Vera (2011 ). The 
RNA silencing enzyme RNA polymerase V is required for p/ant 
immunity. PLoS Genetics, 7(11 ), e1 002434. 

Mariani, T. S., H. Miyake, R. Esyanti, and Y. Takeoka (1998). Changes in 
surface structure during direct somatic embryogenesis in rice scutel/um 
observed by scanning electron microscopy. Plant Production Science, 
1' 223-231 . 

Mariani ,T.S., H. Miyake and Y. Takeoka (2002) . Direct somatic 
embryogenesis in rice (Oryza sativa L.): Structural and development 
patterns. Jurnal Matematika dan sains, 7(2), 53-56. 

Mosher, R. A and C. W . Melnik (2010) . siARN and DNA methy/ation: seedy 
epigenetics. Trends in Plant Cell , 15(4), 204-210. 

Quiroz, F. F. (2003). Estudio de la embriogénesis somática en Coffea 
arabica. Centro de Investigación Científica de Yucatán , Mérida, México, 
6-8. Tesis de Doctorado en Ciencias y Biotecnología de Plantas. 

Olmedo-Monfil , V , N. Durán-Figueroa, M. Arteaga-Vázquez, E. Demesa­
Arévalo, D. Autran, D. Grimanelli , R. K. Slotkin, R. A Martienssen and 
J. P. Vielle-Calzada (2010). Control of tema/e gamete formation by a 
sma// RNA pathway in Arabidopsis. Nature, 464(7288) , 628-632. 

Onodera, Y., J. R. Haag, T. S. Ream, P. Costa, O. Pontes and CS. Pikaard. 
(2005). Plant nuclear RNA polymerase IV mediates siRNA and DNA 
methylation-dependent heterochromatin formation . Cell. 120(5):613-22. 

Pontes, 0 ., F. Li, N. Costa, J. Haag, T. Ream, A Vitins, S. E. Jacobsen, and 
C. S. Pikaard (2006) . The Arabidopsis chromatin-modifying nuclear 
siRNA pathway involves a nucleolar RNA processing center. Cell , 126, 
79-92. 

Pontes, O., N. Costa, P. Vithayathil , and C. S. Pikaard (2009) . RNA 
polymerase V functions in Arabidopsis interphase heterochromatin 
organization independently of the 24-nt siRNA-directed DNA 
methylation pathway. Molecular Pilant, 2(4), 700-710. 

Robert , K , A W. B. Johnston , C. W. Llyod , P. Shaw and H. W. Woolhouse 
( 1985). The ce// surface in plant growth and deve/opment. Journal of 
Cell Science, 2, 78. 

85 



Sharp, W. R. , M. R. Sondahl , L. S. Caldas and S. B. Marrafa (1980). The 
physiology of in vitro asexual embryogenesis. Horticultura! Reviews, 2, 
268-310. 

Soppe, W.J., Z. Jasencakova, A Houben, T. Kakutani , A. Meister, M. S. 
Huang, S. E. Jacobsen, l. Schubert and P. F. Fransz (2002). DNA 
methylation controls histone H3 lysine 9 methylation and 
heterochromatin assembly in Arabidopsis. EMBO Journal , 21 , 6549-
6559. 

Tsukahara , M., T. Hirosawa and S. Kishine (1996). Efficient plant 
regeneration from ce/1 suspension cultures of rice (Oryza sativa L.) . 
Journal of Plant Physiology, 149, 157-162. 

Williams, E. G. and G. Maheswaran (1986). Somatic embryogenesis: factors 
influencing coordinated behavior of cells as an embryogenic group. 
Annals of Botany, 57, 443-462. 

86 



Capítulo 6 

Discusión general 

6.1 DISCUSIÓN GENERAL 

Las ARN polimerasas son enzimas esenciales para la expresión de 
la información genética. Realizan su trabajo copiando una plantilla de ADN a 
fin de generar ARN los cuales pueden ser de varios tipos y de múltiples 
funciones. En organismos eucariontes se han estudiado tres tipos de ARN 
polimerasa: las ARN polimerasa 1, 11 y 111 (ARN Poi 1, ARN Poi 11 y ARN Poi 
111) . Estas enzimas codifican para ARN Ribosomal, Mensajeros y de 
Transferencia respectivamente (Woychik et al. , 2002). 

El análisis de la secuencia del genoma de Arabidopsis thaliana 
reveló la evidencia de la existencia de una cuarta ARN polimerasa que se 
encuentra exclusivamente en plantas . En un principio pareció una forma 
alternativa de las otras Polimerasas, pero al parecer no era funcionalmente 
coincidente con ARN Poi 1, ARN Poi 11 o ARN Poi 111 , además de ser no 
esencial para la vida de la planta. Se observaron específicamente dos tipos 
de polipéptidos que podrían ser las subunidades clave de la ARN Poi IV 
(ARN Poi IV y V), (Onodera et al., 2005). No se descartó la posibilidad de 
que existiera en otros organismos, por lo que se analizó el genoma de 
Oryza sativa observando que en este también se encontraban secuencias 
similares que podrían corresponder a las dos subunidades principales de la 
ARN Poi IV, cabe mencionar que hasta el momento no se ha encontrado 
evidencia de la ARNP IV en animales (Onodera et al., 2005). 

Las ARN Poi IV y V están compuestas de subunidades que son 
parálogos o idénticos a algunas de las 12 subunidades de la ARN Poi 11. Las 
dos subunidades más grandes del complejo proteico de las ARN polimerasa 
11 forman el centro catalizador en el que ocurre la síntesis de ARN. Las 
diferencias entre las subunidades ocurren en posiciones claves 
relacionadas con la entrada del templado a la enzima y la vía de salida del 
ARN que se sintetiza, debido a esto, podría ser que las ARN Poi IV y V 
puedan desarrollar funciones especializadas en el silenciamiento de ARN, 
pero sin realizar las funciones esenciales para la viabilidad (Ream et al., 
2009). Los análisis de comparación de secuencias de aminoácidos de la 
ARN Poi IV de O. sativa con la ARN Poi IV de A. thaliana mostraron una 
identidad entre las subunidades 1a (ARN Poi IV) del 30% y del 23% entre 
las subunidades 1 b (ARN Poi V). En el caso de la ARN Poi IV las 
subunidades más conservadas son las subunidades 2a de O. sativa y A. 
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thaliana con 55% de identidad y las subunidades 2a y 2b de A. thaliana con 
84% de identidad. 

Se determinó las secuencias de aminoácidos de regiones 
conservadas y no conservadas (Figuras 2.2-2.4), para su posterior análisis 
estructural. Las proteínas ARN Poi reportadas en estas especies poseen un 
alto grado de similitud , lo que era de esperarse, dado que las ARN 
polimerasas son proteínas que se encuentran muy conservadas en todos 
los organismos eucariontes (H ahn et al. , 2004). Observando que la región 
de la proteína con mayor conservación es el sitio activo (Onodera et al., 
2005). 

El análisis estructural en la molécula de la ARN Poi 11, se real izó en 
nueve de las once secuencias seleccionadas, como se muestra en las 
Figuras 2.5-2.6. Las dos secuencias restantes carecían de correlación , ya 
que, no se pudo ubicar similitud con las secuencias reportadas de la ARN 
Poi 11 , lo cual difi cultó su análisis estructural y no permitió la predicción 
adecuada de su posición 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 producción de anticuerpos contra la 
ARN Poi IV y V. Este anál isis fue posible con los programas RasMOL, 
MDLSP6 y CN3D 4.1 utilizando como base las alineaciones generadas con 
el programa ClustaiW y también debido a que la molécula de la ARN Poi 11 
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 utilización como una herramienta 
para detectar y cuantificar niveles de expresión; determinar la localización 
de la expresión de los genes en los tejidos, e identificar las interacciones 
moleculares (Bruggemann et al., 1989). Se pueden producir anticuerpos 
específi cos al introducir un antígeno en el cuerpo de un mamífero. Los 
animales normalmente utilizados son conejos, cabras y ratones. Los 
anticuerpos creados como resultado de la inyección de una porción del 
antígeno son particulares solo para ese antígeno. La sangre aislada de este 
an imal contiene anticuerpos policlonales (Delves, 2000). 

Actualmente la técnica de despl iegue en fagos, es una de las más 
utilizadas y bien establecidas para el desarrollo de anticuerpos, consiste en 
la expresión de proteínas, 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 fusión en una de las proteínas de la cápside del 
fago. Estas construcciones de bibl iotecas proveen, unos repertorios de 
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anticuerpos con alta afinidad para un amplio número de antígenos (Barbas, 
2001). 

Los anticuerpos que se util izaron para realizar la detección de la 
expresión de las ARN polimerasas IV y V, se obtuvieron de conejos 
inmunizados con los péptidos sintetizados a part ir de las secuencias del 
cuadro 3.1; los cuales produjeron anticuerpos contra los péptidos 
denominados AZYRO 1, AZYRO 2 (péptidos diseñados a partir de la 
secuencia de la subunidad 1 de la ARN Poi IV) y AZYRO 3 (péptido 
diseñado a partir de la secuencia de la subunidad 1 de la ARN Poi V). 

Con la técnica de despliegue de anticuerpos en fagos filamentosos, 
se obtuvo una librería de anticuerpos específicos contra el péptido de la 
ARN polimerasa IV denominado Azyro 1, además de que se produjeron 
anticuerpos policlonales en los gallos inmunizados con los péptidos Azyro 1 
y 2. Estos anticuerpos podrían ser utilizados posteriormente en ensayos de 
inmunodetección o purificación de esta proteína. 

Con los anticuerpos pol iclonales generados en conejo, se detectó a 
la ARN poi IV y V en los diferentes tejidos de O. sativa, los resu ltados son 
concordantes con lo observado en A. thaliana, en donde se observo la 
expresión de la proteínas en todos los tejidos (Onodera et al., 2005). La 
expresión de las ARN Poi IV y V en A. thaliana se encuentra principalmente 
en inflorescencia y ra íz pero no en tal lo como en O. sativa. Lo que sugiere 
que la función de silenciamiento que realizan las ARN Poi IV y V afectan a 
genes que se encuentran relacionados con el proceso de desarrollo flo ral. 

Durante el proceso de la embriogénesis somatica se ha detectado 
un incremento de la presencia de las ARN Poi IV y V particularmente a partir 
de los pri meros qu ince días después de su inducción con 2,4-D. Sin 
embargo en los embriones cigóticos no se observó una concentración 
significativa de la presencia de estas proteínas. Estas diferencias en los 
patrones de expresión de las ARN polimerasas, sugiere que el 
silenciamiento génico llevado a cabo por las ARN Poi IV y V es necesario 
para el desarrollo del meristemo en los embriones somáticos, a su vez que 
en este proceso el 2,4-D podría estar afectando el mecan ismo de 
sil enciamiento. 

Los estud ios de inmunolocalización de ARN poi IV y V demostraron 
la expresión de estas proteínas en las zonas meristemáticas generadas. El 
patrón de marcas observadas en las células nucleadas de los embriones 
somáticos de O. sativa, se encuentran relacionadas con los datos conocidos 
en A. thaliana (Pontes et al. , 2009). Al encontrarse la presencia de las ARN 
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Poi IV y V en compartimentos nucleares, es posible que estas proteínas 
estén implicadas en la organ ización nuclear que la planta necesita en sus 
etapas de desarrollo. 

6.2 PERSPECTIVAS 

Los resultados del patrón de expresión de estas proteínas y los 
anticuerpos generados podrían ser de utilidad para posteriores análisis 
funcionales de las ARN Poi IV y V, no solo en O. sativa si no en otras 
monocotiledóneas. Aun más el sistema utilizado para la generación de 
epítopes útiles para la producción 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 Poi IV y V se 
encuentran implicadas en la regulación génica todavía no se encuentran 
elucidadas. Una mejor comprensión sobre el si lenciamiento génico y sus 
funciones en el desarrollo de las plantas y en la respuesta a estrés 
ambiental podrían sentar las bases de estrategias para el mejoramiento 
génetico mediante la activación o inhibición de los genes. 

Con respecto a los resultados obtenidos de la inducción de 
embriogénesis, lo consiguiente es establecer los diferentes estadios del 
desarrollo del embrión somático, hasta obtener plántulas regeneradas con 
este sistema. 
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Abstract 

RNA polymerase IV and V are principal players in the RdDM 
pathway, where the ir current study has shown the interaction of several 
facto rs that control DNA silencing of intergenic regions. DNA silencing is an 
important process during cell differentiation , nuclear structure and viral 
control. RNA poi IV and V are yet to be study in model monocot systems like 
Oryza sativa and can provide further data to define if the genetic silencing 
mechanism has diverged over time as compared to Dicots. Here we showed 
the expression pattern of these polymerases in Oryza sativa. Detectable 
amounts of these polymerases are found in specific adult plant tissues and 
particularly during somatic embryogenesis but not during the early stages of 
normal embryo development. Synthetic auxin leads to induction of both RNA 

93 



poi 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 

lntroduction 

Gene si lencing 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. 
201 O; Matzke et al. 2009). 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 IV (poi IV), 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 
POL Y MERASE 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 protein for silencing 
(Law et al. 201 O; Matzke et al. 2009; Duran-Figueroa et al. 201 O; 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 (Poi V) in Arabidopsis thaliana (Wierzbicki et al. 
2008). These transcripts may act as scaffolds to recruit RdDM effector 
proteins, which in turn aid in the recruitment of DOMAINS REARRANGED 
METHYL TRANSFERASE 2 to loci that produce both siRNAs and IGN 
transcripts. Regardless of these advances in understanding the RdD M 
pathways there are many questions unsolved about the two plant specific 
RNA polymerases (Poi IV and Poi 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 poi IV are expressed in esteem 
and poi V is expressed predominantly on inflorescence but surprisingly very 
low level of poi 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 poi IV is found in the cytoplasm while RNA 
poi V maintains its nuclear pattern . 
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Materials and methods 

Plant material. 
Seeds from Oryza sativa var. Filipina were obtained from the 

commercial producer Arroz Covadonga, Champoton Campeche. Seeds 
steril ized with 70% ethanol for 5 min, followed by chlorine at 50% for 1 hour 
and 3 water washes. The seeds are incubated for the number of days for 
extraction. As previously publish by Mariani et al., 1998 the scutellum was 
obtain after the 3 day by dissecting the embryos and transferring it to an 
induction media EIM (sucrose 4%; MS Media 4.3 g/L; 2,4-dichlorophenoxy 
acetic acid (2,4-D) 2 mg/L-1) following incubations were carried out in the 
dark room for the number of days stated in the legends. 

Antibodies 
Peptide sequence was selected for antibody production by 

comparing possible structure similarities between RNA poi 11 and V. Surface 
sequence highlighted the peptide sequence INPLCCDPFKGDFDGDCLHG 
(432-451) for RNA poi IV subunit l. For Poi V subunit 1 the unique sequence 
chosen was MAVRPNDS RPSDVRPPFSQI (1-20). Polyclonal antibodies 
were ra ised in rabbit as published by Vaitukaitis et al. , 1971 . 

Protein extraction 
One gr of selected tissues from Oryza sativa were grinded in liquid 

nitrogen, followed maceration as previously publish (Valadez-Gonsalez et al. 
2007). Protein content was measured by Bradford and extracts were 
normalized by protein content. 

Western blot analysis 
Equivalent amount of tota l proteins from the different tissues were 

separated on an 8% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane 
(Pall Corporation, USA). After 1 h of blocking with 5% non-fat milk in TBST 
(TBS, 0.1% Tween-20), the membrane was incubated with either anti -RNA 
poi IV or V as mention in the legends in TBST with 5% milk over night at 4°C 
then washed with TBST. lmmunoreactive bands were detected with anti­
rabbit antibodies conjugated with HRP followed by AlkPhos direct labeling 
reagents (Amersham). 

RT-PCR 
Total RNA was extracted using the RNeasy plant mini kit (Qiagen). 

Reverse transcription reactions were performed using 2 ug of RNA, 200 U 
of M-MLV, 0.4 11 M oligo dT primer and 2.5 11M dNTPs for 1 hour at 37°C. 
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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 poi IV 
subunit 1 and PVf; CTT GGA AGA GAA CTC CGT GCG with PVR; AGG 
AAC CTC CTC TGT AGG AAT for RNA poi V subun it 1 and primers 0.4 11M 
each, Taq platinum DNA polymerase 2.5 U (lnvitrogen), MgCI 2 0.5 mM, 200 
nM each dNTP. Cycling conditions were 94°C 2 min 1 cycle; 94°C 30 sec, 
45°C 30 sec and 72°C 1 min for the indicated number of cycles. The PCR 
products were separated on 1% agarose gel 

Histology 
Samples representative somatic and zygotic embryos from all the 

stages were removed from culture and seeds respectively were fixed in a 
FAA: so lution [formaldehyde (1 0%) ethanol (50%) and acetic acid glacial 
(5%)] for 48 h at room temperature, progressively dehydrated in an alcohol 
series, and infiltrated with paraffin (Kendall ). Sections (5 ¡..~m ) were cut using 
a Leica microtome and stained with a 0.5% (w/v) aqueous solution of 
Toluidine blue O (TBO) (Sigma) for examining cell reorganization. Some 
sections were directly observed without any staining. Sections were 
examined with a Axioplan microscope coupled to camera. 

lm m u nofl uorescence 
Jhe Somatic embryos after 15 days of induction were fixed intubes 

containing FM with aspiration for 24 h. They were dehydrated through an 
ethyl alcohol series and embedded in paraffin (melting point 54-56 oC) with 
a graded series of tertiary butyl alcohol. The paraffin blocks were sectioned 
serially at 5¡..~m thickness using a microtome. Followed by deparaffinization 
with 4 washes with Histology grade Xylene for 2 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-1 00 in PBS for 15 min, respectively. After 
washes with PBST they were either incubated with anti-RNA poi IV or ant­
RNA poi V. As secondary antibodies donkey anti-rabbit lgG conjugated with 
Alexa 488 (lnvitrogen), goat anti-rabbit lgG conjugated with Alexa 647 
(lnvitrogen). After being washed for 30 min with PBST cells were mounted 
with moviol (DAPI-DABCO). lmages were taken in confocal microscope 
(Leica TCS SP5 AOBS T ANDEM). 

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 [WN[). The fixed embryos were dried in a Sandri -795 semi automatic 
criti ca! point drying apparatus, mounted on stubs, coated with a 12 nm layer 
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of gold in a Denten vacuum Desk 11 sputer coater, and visualized using a 
scanning electron microscope JEOL (6360 LV, Japan). 

Results 

The first subunit of poi IV from Oryza sativa has a distinct sequence 
at the ami no terminus which is unique in the data base and was selected for 
antibody production. Western blots of both RNA polymerases subunits 1 
were carried out. The highest poi IV amount was in esteem, while poi V 
expression was higher in the inflorescence tissue showing an additional 
band in inflorescence and esteem tissue. Protein expression correlated well 
with semi-quantitative RT -PCR (figure 1 e and 1d). Somatic embryogenesis 
requires a high level of nuclear reorganization therefore we tested if poi IV or 
poi V increased after 2-40 as source of auxin induction. We evaluated up to 
30 days after induction of the scutellum. Protein extracts were carried out at 
different times and large amounts of both polymerases were found as would 
be expected from chromosomal rearrangement particular after 15 days 
(figure 2d). We therefore decided to check if this was also the case when 
compared to zygotic embryos. We extracted embryos O- 36 hours after 
hydration as seen in figure 3 which triplicate in size after 36 hours after 
hydration. Repeated western analysis showed a lack of expression of both 
RNA polymerase IV and V in any of the early stages of zygotic development 
(figure 3d). lnmunolocalization of both polymerases wascarried out in 
somatic embryo slides as seen in figure 4. Poi IV is mainly located in the 
nucleus of somatic embryos but not in the nucleus of somatic nucleated 
cells. Figure 4f and 41 shows poi V speckle pattern in the nucleus of cell 
types. 

Discussion 

Poi IV and V are known to be key players in gene silencing either in 
RNAi production or IGS methylation. The observation that mutant poi IV cells 
had an alter nuclear estructure led to their involment in DNA methylation. 
Their study in A. thaliana has shown particular exprestion in the root and 
inflorescence while our result are similar for inflorescence that suggest the 
need of gene silencing and proper nuclear structure at the early stages of 
gametogenesis, meristem formation and cell differentiation . 2,4-D is widely 
used as a synthetic auxin that can induce organogeneesi or somatic 
embryos (Mariani et al. 1998). The analisis of early somatic embryo provided 
a good source of tissue with large amount of cells that were in the processes 
of differentiation. Western blot data from figure 2 correlated well with 
inmunolocalization seen in figure 4. 
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Our inmunolocalization correlate well with the known data from 
inmunolocalizatons in Arabidopsis as well as with the western blot profil e 
seen in figure 1. The speckle pattern observed from large nucleated cells of 
Oryza somatic embryos from RNA Poi 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 
ch romosome reorgan ization need to take place. However, periferia! 
nucleated cells show a large nuclear exclusion of poi IV but not of poi V 
which always showed a nuclear pattern. Our tissue slides allowed 
cytoplasmic and tissues postion of the cells, unlike previous nuclei extraction 
for inmunolocal ization (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 poi IV and V. Expression increased during the formation 
of the somatic embryos as one wou ld expect for nuclear reorganization in 
particu lar 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 2-40 can affect the silencing machinery. lt 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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Figure legends 
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Figure 1. Tissue expression of RNA poi IV and V in Oriza sativa. a) 
Coomasie stain of protein extracts from adult plant tissues. lnflorescence (1} , 
Leaf (L) and stem (E) b) Western blot from the same selected tissues. e) 
RT-PCR from tissues expressing (lnflorescence and esteem) RNA poi IV 
subunit 1 and d) for RT-PCR for RNA poi V subunit 1. 
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Figure 2. Somatic embryo induction in Oriza sativa. a) Stereoscopy 
visualization of the somatic embryos from 5, 10, 15 and 30 days 
respective/y. b) Histological sections from somatic embryos from 5, 10, 15 
and 30 days respective/y. e). d) Western blot of the extracts from somatic 
embryos with anti RNA poli V or anti RNA poi V for the written time period of 
the figure. Stem extract was used as control in lane E. 
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Figure 3. Zygotic Oryza sativa embryos, a) whole seeds after O, 12, 24 and 
36 hours of hydration. b) stereoscopy visua/ization of dissected embryos 
used for extract analysis after O, 12, 24 and 36 hours. e) lnmunolocalization 
of RNA poi IV and V in zygotic embryos of O hours showing contrast to 
enhance visua/ization of the nuc/eus. Localization of RNA poli V in somatic 
embryos is shown in green and red /abe/ RNA poi V. d) lnmunolocalization 
of RNA poi IV and V in zygotic embryos of 36 hours showing contrast to 
enhance visualization of the nucleus. Loca/ization of RNA poi 1 V in somatic 
embryos is shown in green and red /abe/ RNA poi V. e) Westem blot of the 
zygotic embryo extract from the written time period with either anti RNA poi 
IV or anti RNA poi V. Stem extract was used as control in lane E. 
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Figure 4. lnmunolocalization of RNA poi IV and V. in somatic embryos a 
and e) lnmunolocalization of RNA poi IV in somatic embryos showing 
contrast to enhance visualization of the nuc/eus, b and d) Localization of 
RNA poi IV in somatic embryos is shown in green over DAPI stain ce//s. 
Somatic nucleated ce//s either with visual contrast e and g or with red !abe/ 
RNA poi V over DAPI stain ce//s f and h. 
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