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RIBOZIMAS TIPO HAIRPIN EN EL GENOMA DE ARROZ REVELAN UNA ANTIGUA INTEGRACIÓN DE UN SATÉLITE 

VIRAL DE RNA. 

Ribozimas, RNAs no codificantes, satélites de RNA, Hairpin.  

Los RNAs catalíticos o ribozimas se consideran supervivientes del mundo pre-biótico de RNA que habrían 

permanecido en los genomas de organismos actuales. La mayoría de los RNAs catalíticos conocidos son 

pequeños motivos de autocorte, como las ribozimas Hammerhead o Hepatitis-, que frecuentemente se 

asocian a patógenos circulares de RNA como viroides y satélites de virus. Recientemente hemos 

encontrado que hay en realidad multitud de estas ribozimas en genomas de DNA, tanto procarióticos 

como eucarióticos, con funciones biológicas desconocidas. Como caso excepcional, la ribozima tipo 

Hairpin solo se ha descrito en 3 satélites virales de plantas. Siguiendo aproximaciones bioinformáticas, 

en este trabajo hemos detectado dos nuevos ejemplos de la ribozima Hairpin; en el genoma de arroz 

(Oryza sativa) y en un RNA circular tipo satélite viral de morera (Morus australis). La ribozima Hairpin de 

arroz se halló en una región repetitiva (monómero de 466 nt) en la que también se detectó una ribozima 

Hammerhead en la polaridad opuesta. Estos datos, así como su localización genómica, muy cerca de una 

secuencia de pararetrovirus de arroz, sugieren un antiguo evento de inserción genómica de un satélite 

de tipo viroidal en el genoma de la planta. Las particularidades bioquímicas, estructurales y evolutivas 

de estas dos nuevas ribozimas genómicas de arroz se analizaron con detalle. 

 

Ribozymes, non-coding RNAs, RNA satellite, Hairpin.  

Catalytic RNAs or ribozymes are considered survivors of an hypothetic pre-biotic RNA world that would 

have remained conserved in today organisms’ genomes. Most of the known catalytic RNA are short self-

cleaved motifs like Hammerhead or Hepatitis- ribozymes that frequently are associated to circular RNA 

pathogens like viroids and virus satellites. Recently we have discovered the widespread existence of this 

ribozymes on both eukaryotic and prokaryotic DNA genomes with unknown biological roles in them. As 

an exceptional case, the Hairpin ribozyme has only being described in only three viral plant satellites. 

Following bioinformatics approaches we have revealed in this work two new examples of hairpin 

ribozyme, in rice genome (Oryza sativa) and in a circular RNA viral satellite of mulberry (Morus 

australis). The rice Hairpin ribozyme was found in a repetitive region (a monomer of 466 nt) that was 

also found to encode a Hammerhead ribozyme in the opposite polarity. This data, as well as its genomic 

location, near to a rice pararetrovirus sequence, suggest a genomic insertion event of a satellite virus in 

the rice genome. Biochemical, structural and evolutionary features of these two new genomic ribozymes 

in rice were analyzed. 
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1. Introducción. 

 

Los RNAs catalíticos, o también llamados ribozimas, fueron descubiertos hace más de 30 años en los 
laboratorios de Tom Cech (Kruger et al., 1982) y Sidney Altman (Gerrier-Takada et al., 1983). Desde 
entonces, se han descrito multitud de ejemplos de ribozimas, tanto naturales como artificiales. Pero 
probablemente fue la confirmación de que el ribosoma es en realidad una ribozima (“The ribosome is a 
ribozyme” como dijo Cech, 2000) el descubrimiento que resumiría uno de los cambios de paradigma 
más profundos en la Biología molecular. El concepto de que solo los polímeros de cadenas peptídicas 
tenían funciones catalíticas fue definitivamente desterrado al confirmar que en diversos RNAs, incluido 
el RNA ribosomal, la catálisis química era debida al ácido ribonucleico. Hoy en día, el término ribozima 
designa a un RNA catalítico de la misma manera como el termino enzima designa una proteína catalítica. 
 

1.1 CATÁLISIS MEDIADA POR RNAS 

 

El hecho que el RNA sea capaz de romperse y ligarse a sí mismo, como es el caso de los intrones del 
Grupo I (Kruger et al., 1982), que la rotura de la cola 5’ del tRNA en el procesado del tRNA este mediada 
por la subunidad de RNA de la RNasa P (Gerrier-Takada et al., 1983), o que el espliceosoma (Valadkhan y 
Manley, 2001) y el ribosoma (Nissen et al., 2000) sean en efecto ribozimas, demuestran que el papel del 
RNA en los procesos biológicos es mucho más que el de mero intermediario entre el DNA y las proteínas 
(Müller et al., 2016). Desde su descubrimiento, el estudio de las ribozimas ha servido como plataforma 
para la caracterización de nuevas formas de RNAs catalíticos, y junto con ello, nuevos roles que asignar 
al RNA no codificante (ncRNA). Hasta la fecha se han descubierto e identificado múltiples clases de 
ribozimas, tanto naturales como artificiales diseñadas en el laboratorio, así como elucidado la mayoria 
de sus mecanismos de catálisis. A parte del ribosoma, que cataliza la formación del enlace peptídico, la 
totalidad de las ribozimas descubiertas por el momento en la naturaleza están implicadas en la catálisis 
de ligación y/o rotura del enlace fosfodiéster del RNA. 
 
La gran mayoría de las ribozimas descritas en sistemas biológicos suelen ser moléculas pequeñas, entre 
50 y 150 nucleótidos, que catalizan la rotura o ligación de su propio cadena mediante la 
transesterificación de un fosfato específico de su secuencia (ver más adelante). El origen evolutivo de 
estas ribozimas se desconoce, aunque han tenido un papel central para nuestro entendimiento de la 
estructura, bioquímica y versatilidad biológica del RNA (Ferré-D'Amaré y Scott, 2010). Gracias a todo ello 
se ha podido construir la hipótesis del mundo prebiótico del RNA (Gilbert, 1986) en el que se postula 
que los primeros organismos autoreplicantes fueron RNAs que actuaban simultáneamente como 
material genético y catalizadores de las reacciones bioquímicas necesarias para su replicación. 
 
Las moléculas de RNA autocatalítico utilizan el apareado de bases y las interacciones terciaras para 
conseguir un ordenamiento específico de determinados nucleótidos en su núcleo activo que permite 
que la reacción de autocorte se produzca siempre en un lugar específico de la molécula de RNA (Doherty 
y Doudna, 2001). El mecanismo general de estas ribozimas es similar al de muchas proteínas 
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ribonucleasas, en la cual el oxígeno 2’ de la ribosa ataca el fosfato 3’ en una reacción tipo SN2 que lleva a 
la formación de un fosforano bipiramidal próximo al estado de transición. Una rotura simultanea del 
enlace al oxígeno 5’ conlleva a la producción de un fosfato cíclico 2’3’ y un extremo 5’-OH. Es posible la 
reacción reversa o de ligación en la que el nucleófilo 5’-OH atacaría el fosfato cíclico para regenerar el 
enlace fosfodiéster de nuevo (Figura 1) (Timothy et al., 2011). 
 

 

Figura 1. Mecanismo general de corte y ligación de las ribozimas conocidas. La reacción de 

corte se muestra de izquierda a derecha, mientras que la reacción de ligación, de derecha a 

izquierda. Modificado de De la Peña et al. (2017). 

 

1.2 LAS FAMILIAS DE PEQUEÑAS RIBOZIMAS DE AUTOCORTE 

 

El grupo de las pequeñas ribozimas de autocorte está compuesto por diversas clases o familias que se 
han ido encontrando en la naturaleza a lo largo de los últimos 30 años. En la actualidad se han 
encontrado hasta 9 familias distintas de estas ribozimas: Hammerhead (HHr), Hairpin (HPr), ribozimas 
del agente delta de la hepatitis humana (HDV), Satélite Varkud (VS), Ribozima de la Glucosamina-6-
fosfato Sintasa (glmS), Twister, Twister Sister, Hatchet y Pistol. 
 
 

1.2.1 FAMILIA DE RIBOZIMAS HAMMERHEAD. 

La ribozima de cabeza de martillo o más comúnmente llamada Hammerhead (HHr) fue la primera de las 

pequeñas ribozimas de autocorte descritas en la literatura. Originalmente la HHr fue descubierta en 

satélites virales (Prody et al., 1986) y viroides (Hutchins et al., 1986), donde participa en el procesado de 

los transcritos multiméricos producto de la replicación por círculo rodante de estos agentes infecciosos 

(ver más adelante). Nuevas HHrs fueron posteriormente encontradas en el DNA repetitivo de genomas 

de animales como tritones (Epstein et al., 1987), tremátodos (Ferbeyre et al., 1998) o grillos (Rojas et al., 

2000). Más recientemente, multitud de HHrs han sido encontradas en genomas de organismos de todos 

los dominios de la vida, desde procariotas a eucariotas (De la Peña y Garcia-Robles, 2010a), incluyendo 
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humanos (De la Peña y Garcia-Robles, 2010b), y convirtiendo a la HHr en una de las pequeñas ribozimas 

con mayor presencia en la biosfera. 

La función o funciones biológicas de las HHrs genómicas son por el momento un misterio, aunque en 

eucariotas al menos muchas parecen estar íntimamente ligadas a diversos tipos de elementos 

transponibles, tanto autónomos, como por ejemplo los elementos Penélope de eucariotas (Cervera y De 

la Peña, 2014), como no autónomos, como por ejemplo los Retrozimas de plantas (Cervera et al., 2016). 

Los retrozimas son un nuevo tipo de retroelementos no autónomos con ribozimas que se asemejan a 

otros tipos de retrotransposones LTR no autónomos pero con ciertas peculiaridades. Las retrozimas 

codifican motivos autocatalíticos HHR que catalizan el procesado del propio intermediario de RNA del 

retrotransposón, el cual se acumula in vivo en forma de RNA linear y circular. Por otro lado, los ejemplos 

de HHrs encontradas de forma conservada en regiones no codificantes de genes de vertebrados 

superiores, tanto UTRs (Martick, et al., 2008) como intrones (De la Peña y Garcia-Robles, 2010b), 

probablemente representan nuevas formas de control genético producto de la domesticación de las 

ribozimas típicas de retroelementos encontradas en eucariotas inferiores (Hamman et al., 2012). 

 

La estructura secundaria de la HHr consiste en tres hélices (denominadas I, II y III. Figura 2A) que pueden 

estar cerradas por bucles terminales (denominados 1, 2 y 3), dispuestas alrededor de un centro 

catalítico compuesto por 15 nucleótidos esenciales para la catálisis. La ribozima existe en tres tipologías 

distintas llamadas tipo I, II y III dependiendo de que hélice es la que conecta con el resto del transcrito 

(Figura 2). Una primera estructura cristalina de una HHr artificial mínima (sin bucles 1 y 2) fue resuelta 

hace más de 20 años (Pley et al., 1994), (Scott et al., 1995), mostrando un centro activo en un estado 

llamado “precatalítico” que necesitaba una importante reordenación para aproximar los residuos 

esenciales y poder atacar el residuo diana. En 2003 se describió la presencia de contactos terciarios 

entre las hélices I y II que permitían estabilizar la conformación del sito activo, acelerando enormemente 

el autocorte en condiciones fisiológicas de baja concentración de magnesio (De la Peña et al., 2003), 

(Khvorova et al., 2003). Una nueva estructura cristalográfica de una ribozima natural conteniendo dichas 

interacciones distales desveló una reorganización del centro activo inducida por dicha estabilización 

terciaria (Martick y Scott, 2006). En este caso, la posición óptima de los residuos ya permitía definir un 

modelo de catálisis tipo ácido-base donde los nucleótidos implicados estaban correctamente alineados. 

 

Figura 2. (A) Representación esquemática de la estructura secundaria clásica de la ribozima 

de cabeza de martillo HHr. Las hélices I, II y III rodean a un centro catalítico de 15 nucleótidos, 

de los que 13 están altamente conservados (en cajas negras) (B) Representación esquemática 
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de la estructura secundaria y terciaria de los tres tipos de ribozimas HHr descritos en la 

naturaleza. Las interacciones secundarias y las terciarias habituales entre bucles de hélices I y 

II están señalados con líneas punteadas (apareamientos no Watson-Crick) o líneas sólidas 

(apareamientos Watson-Crick). Modificado de De la Peña et al., 2017. 

 

1.2.2 FAMILIA DE RIBOZIMAS HAIRPIN. 

El motivo catalítico tipo Hairpin (HPr) fue descubierto en la polaridad negativa del RNA satélite viroidal 

del virus de RNA “Tobacco ringspot” (sTRSV) (Feldstein et al., 1989), (Hampel y Tritz, 1989), donde esta 

ribozima participaba en reacciones de escisión y ligación en el proceso de replicación del mismo. Hasta 

la fecha, además de encontrarse en el sTRSV, se han descrito otros dos ejemplos de ribozimas HPr en 

otros tantos satélites de RNA viroidales de virus como el “Chicory yellow mottle” (sChYMV) y el “Arabis 

mosaic” (sARmV) (Rubino et al., 1990), (Kaper et al., 1988). Es de destacar que junto a la HPr de estos 

satélites siempre aparece asociada una HHr en el RNA de la cadena opuesta que se encargaría del 

procesado de los RNAs multiméricos de la polaridad positiva en el proceso de replicación por círculo 

rodante simétrico. Aunque ambas ribozimas HHr y HPr participan en procesos de escisión-ligación, la 

HPr es tanto in vivo como in vitro una mejor ligasa que nucleasa mientras que la ribozima HHr favorece 

la escisión sobre la ligación de productos (Fedor, 2000). 

 

Figura 3. Representación de la estructura secundaria de las HPr conocidas. De izquierda a 

derecha, “satellite RNA of arabis mosaic virus” (sARmV), “satellite RNA of tobacco ringspot 

virus” (sTRSV) y “satellite RNA of chicory yellow mottle virus” (sChYMV). Los brazos de las 

ribozimas se encuentran numerados (A-D). En rojo se han marcado los nucleótidos necesarios 

para la actividad catalítica y la flecha indica el fosfodiéster que se escinde en la reacción de 

autocorte. 
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La HPr se organiza alrededor de una unión de 4 hélices, cuyos brazos están nombrados de forma 

secuencial en el sentido de las agujas del reloj: A, B, C y D (Figura 3). En los brazos A y B se encuentran 

los bucles que contienen todos los nucleótidos conservados esenciales para la actividad catalítica 

(Jiménez et al., 2015), encontrándose además en el brazo A el sitio de rotura y unión de la ribozima. Las 

hélices C y D aportan estabilidad y forman parte estructural del conjunto. Esta idea se ha confirmado al 

cristalografiar la HPr en dos estados distintos, con y sin las hélices C y D (Figura 4). (Grum-Tokars, et al., 

2003), (Rupert y Ferré-D’Amare 2001).A pesar de que la forma mínima sin las hélices C y D es activa, su 

plegamiento parece requerir dos o tres órdenes de magnitud superiores de Mg2+ respecto a la forma 

completa de la HPr, encontrándose el equilibrio interno entre la escisión y la ligación desplazándolo 

hacia la ligación (Fedor, 1999). 

 

 

Figura 4. La imagen izquierda representa de forma esquemática la estructura 

canónica de las HPr. El triángulo rojo indica el lugar de escisión, mientras que las 

bandas de colores marcan cada hélice. Representación de la HPr mínima cristalizada 

en la imagen central, los colores indican regiones equivalentes a las marcadas por 

colores en la imagen de la izquierda, En rojo se indica la región de la escisión. En la 

derecha se observa un modelo del sitio de autocorte de la HPr donde se resaltan las 

interacciones de los nucleótidos clave en la reacción. Modificado de Jiménez et al., 

2015. 

 

El primer nucleótido funcional identificado en la HPr fue el G8 (Figura 4) localizada en el bucle interno de 

la hélice A, justo en la hebra contraria a donde se encuentra el fosfato escindible. Fue identificada 

debido a que su sustitución por otros nucleótidos conllevaba una pérdida de eficacia en el autocorte de 

una o dos magnitudes tanto en la forma completa (Wilson et al., 2001) como en la mínima (solo 

presentes los brazos A y B) (Pinard et al., 2001) Además, la  escisión de la base nitrogenada en G8 

reducía de forma sustancial la actividad de la Hairpin (Kuzmin et al., 2004). Una estructura cristalina de 

la ribozima en la que se reemplaza el fosfato escindible por vanadato para revelar el estado de 

transición muestra una proximidad cercana entre G8 y el centro catalítico y, por lo tanto, susceptible de 

participar en la catálisis  (Rupert et al., 2002). La estructura cristalina también reveló la presencia de una 

segunda base funcional posicionada junto al fosfato escindible, la nucleobase A38 perteneciente al bucle 
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interno de la hélice B. Esta nucleobase forma puentes de hidrógeno entre el 5’-O y OH. La eliminación de 

esta nucleobase conlleva una pérdida importante de la actividad (Kuzmin et al., 2005). 

A diferencia de lo visto para la HHr característica de viroides y RNAs satélite viroidales de plantas (ver 

más arriba) o para otras ribozimas como la del agente Delta de la Hepatitis y la Twister (ver más abajo) 

que también se encuentran ampliamente distribuida en genomas de diversos organismos, la HPr parece 

ser una ribozima exclusiva de satélites virales, ya que únicamente se ha descrito en las cadenas de 

polaridad negativa de tres RNAs satélites de nepovirus y no hay hasta la fecha ningún ejemplo descrito 

en genomas, desconociéndose completamente su posible origen. 

 

 

1.2.3 FAMILIA DE RIBOZIMAS DEL AGENTE DELTA DE LA HEPATITIS HUMANA. 

El agente delta de la Hepatitis (HDV) es un RNA satélite del virus B de la hepatitis humana (HBV). En 

pacientes infectados con HBV, la coinfección de HDV aumenta la gravedad de la enfermedad (Lazinski et 

al., 1995). La cubierta del HDV está compuesta por las proteínas de superficie del HBV, dentro de la 

partícula viral se encuentra una copia del genoma del HDV y la única proteína que codifica: el antígeno 

delta. Esta proteína facilita la replicación del genoma del HDV (Chao et al., 1990). El genoma del HDV 

consiste en un RNA monocatenario circular de unos 1700 nucleótidos. A pesar de ser un patógeno 

humano, el HDV comparte características con los viroides y satélites virales de plantas, como es su 

genoma de RNA circular, su pequeño tamaño y la presencia de secuencias de autocorte en el genoma y 

en el antigenoma (Been y Wickham 1997). Estas ribozimas de HDV asisten en el procesado de las copias 

multiméricas del genoma viral producto de la replicación por mecanismo de círculo rodante. 

En 2006, el grupo de Szostak descubrió experimentalmente la presencia de una ribozima tipo HDV 

conservada en el intrón del gen CPEB3 de mamíferos (Salehi-Ashtiani et al., 2006) y con función aún 

desconocida. Existe evidencia sin embargo, de que un SNP localizado en esta región de la proteína en 

humanos puede mostrar diferencias fenotípicas en el control de la memoria a corto plazo (Vogler, et al., 

2009). Más recientemente, a partir de análisis bioinformáticos, se descubrió una gama de ribozimas muy 

similares a la HDVr en multitud de genomas a lo largo del árbol de la vida (Webb et al., 2009). Las HDVrs 

genómicas se han encontrado a menudo presentes en las regiones 5’ UTR de retrotransposones tipo 

LINE, sugiriendo un posible rol de las mismas en el procesamiento de estos retrotransposones (Eickbush 

y Eickbush, 2010). Estudios del procesado de este extremo 5’ sugieren un modelo en el cual las 

ribozimas tipo HDV actúan en distintos niveles durante la retrotransposición (Ruminski et al., 2011) 

procesando el extremo 5’ del transposón de RNA a partir del transcrito parental o actuando como 

promotores de la traducción del ORF del retroelemento y facilitando la inserción del retrotransposón en 

un nuevo locus genómico (Bibillo et al., 2004). 
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Figura 5. La imagen izquierda representa de forma esquemática la estructura canónica de las 

ribozimas tipo HDV. El triángulo rojo indica el lugar de escisión, mientras que las bandas de 

colores marcan cada hélice. Representación de la ribozima HDV mínima cristalizada en la 

imagen central, los colores indican regiones equivalentes a las marcadas por colores en la 

imagen de la izquierda, En rojo se indica la región de la escisión. En la derecha se observa un 

modelo del sitio de autocorte de la ribozima HDV donde se resaltan las interacciones de los 

nucleótidos clave en la reacción. Modificado de Jiménez et al., 2015. 

 

La estructura secundaria de la ribozima tipo HDV comprende 5 regiones tipo hélice (P1.1, P1, P2, P3, y 

P4). El mecanismo de catálisis propuesto sugiere que las ribozimas tipo HDV utilizan dos estrategias 

distintas, dependiendo de si hay presencia o no de iones de metal divalentes. En el caso de que los haya 

estas ribozimas se comportan como metaloenzimas y se produce una catálisis acido-base. En ausencia 

de cationes divalentes un cambio en el pKa de la nucleobase C75 puede ser suficiente para estabilizar el 

nucleófilo cargado negativamente y poderse dar esa catálisis acido-base sin mediación de un metal 

divalente. Este mecanismo es único entre las ribozimas, ya que el resto muestra solo el uso de 

nucleótidos para la catálisis. 

 

1.2.4 RESTANTES FAMILIAS DE PEQUEÑAS RIBOZIMAS DE AUTOCORTE: VS, GLMS, TWISTER, TWISTER SISTER, 

HATCHET Y PISTOL. 

La ribozima del satélite Varkud de Neurospora (VS) está implicada en la replicación de un satélite de RNA 

monocatenario encontrado en algunas cepas de Neurospora (Collins, 2002). Estructuralmente, la 

ribozima se compone de siete hélices distintas tres de las cuales forman una base de la que emerge otra 

hélice aislada y una agrupación de las tres hélices restantes en forma de “T”. Originalmente, se consiguió 

determinar el lugar donde se encuentra el sitio activo de la misma, una región de la hélice I (Rastogi et 

al., 1996) y a pesar de que no existe una fuerte evidencia, ciertos trabajos apuntan hacia un mecanismo 

catalítico similar al descrito para la enzima Hairpin (Wilson et al., 2010). Más recientemente, se ha 

logrado cristalizar esta ribozima encontrándose que sigue un mecanismo de autocorte dimérico (Suslov 

et al., 2015) 
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Figura 6. Representación esquemática de la ribozima glmS. Las hélices se muestran 

numeradas P1-P4, la cabeza de flecha marca el punto de escisión de la ribozima. Modificado 

de Jiménez et al., 2015. 

 

Las ribozimas tipo glmS (Glucosamine-6-Phosphate Synthase) se descubrieron en el gen bacteriano de la 

transaminasa que le da nombre (Winkler et al., 2004). Esta ribozima presenta una característica 

especial, necesita un cofactor, la glucosamina-6-fosfato, para que se produzca la catálisis de la ribozima, 

por lo cual esta ribozima es considerada un ribointerruptor o “riboswitch” (Winkler et al., 2004). De 

forma similar a lo descrito para otros riboswitches, el glmS regula la expresión del gen mediante un 

feedback negativo donde la escisión del mRNA resulta en la degradación del mismo y en una reducción 

en la síntesis de la enzima. La necesidad de este cofactor se vio confirmada en los estudios de 

cristalografía realizados con la enzima donde se puede apreciar el sitio de unión del cofactor. 

Estructuralmente la glmS es un conglomerado de hélices donde P2 y P3 se encuentran en el interior de 

la estructura formada por los tallos P1 P2.1 y P2.2, dejando P4 en un lateral (Klein y Ferré-D’Amare, 

2006) (Figura 6). 

En 2014, una nueva familia des ribozimas denominadas twister fueron descubiertas en un análisis 

bioinformático masivo de secuencias de bacterias y eucariotas. Casi 2700 ribozimas tipo twister fueron 

identificadas, todas ellas con una estructura secundaria bien definida, consistente en tres tallos 

denominados P1 P2 y P4 unidos por bucles internos L1, L2 y L4 (Roth et al., 2014). Esta estructura es 

muy flexible y se le pueden añadir distintos tallos y bucles de forma artificial y seguir siendo activa. 

Mediante experimentos bioquímicos y cristalográficos se detectaron 10 nucleótidos esenciales para su 

funcionamiento en el sitio activo, el cual se encuentra en una acanaladura de la hélice P2, la estructura 

cristalina también indica que la ribozima twister utiliza una estrategia similar a otras pequeñas ribozimas 

utilizando un estado de transición para estabilizar el paso de la forma activa a la inactiva (Liu et al., 

2014). 
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Mediante análisis bioinformáticos masivos de comparación genómica, el grupo de Ronald Breaker ha 

identificado recientemente 15 nuevos motivos de RNA conservados, de los cuales 12 no parecieron 

presentar actividad catalítica de autocorte in vitro. Los tres motivos que si presentaban catálisis fueron 

llamados Twister sister, por su cierto parecido estructural a la ribozima Twister, así como Pistol y 

Hatchet. Todas estas nuevas ribozimas presentaban una eficiente reacción de transesterificación entre 

el grupo 5’-OH y el fosfato cíclico 2’ 3’ en el lugar de escisión. (Weinberg, et al., 2015). 

 

1.3 LAS RIBOZIMAS SE ENCUENTRAN REPRESENTADAS EN TODOS LOS DOMINIOS DE LA VIDA 

 

Como hemos visto, las ribozimas tipo HP y HH fueron originalmente descubiertas en RNAs satélite de 

“Tobacco ringspot virus” (sTRSV) (Prody et al., 1986) y, posteriormente, en otros viroides y satélites 

viroidales de plantas. La ribozima HDV fue descubierta en las polaridades positiva y negativa de un 

satélite del virus de la hepatitis B humana, mientras que la ribozima VS únicamente se ha encontrado en 

ciertas cepas de Neurospora (Collins, 2002). En todos estos casos, las ribozimas se encontraban 

limitadas a un rol específico en la replicación de RNAs monocatenarios circulares. Sin embargo, 

mediante aproximaciones bioinformáticas se han detectado en los últimos años ribozimas HHr, HDV o 

twister en multitud de localizaciones genómicas, con posibles roles en la regulación de la expresión de 

génica. 

Las aproximaciones bioinformáticas se han consolidado como como el método más eficaz para 

encontrar nuevos representantes de familias de ribozimas e, incluso, nuevas clases de ribozimas. Gracias 

a este tipo de aproximaciones, se ha descubierto un gran rango de ribozimas tipo HDV tanto en 

genomas de mamíferos como en genomas de bacterias, hongos, plantas y otros animales como 

moluscos o insectos. (Riccitellia y Lupták, 2010) además de su presencia original en RNA satélite de HBV. 

Resultados similares se han descrito para la ribozima HHr, presente en los genomas de bacterias, 

protistas plantas y metazoos (De la Peña y García-Robles, 2010a) y la twister (Roth et al., 2014). No 

obstante, tanto para la familia de las ribozimas VS como la familia de las Hairpin esto no parece 

cumplirse, y solo existe evidencia de su presencia en la replicación de genomas viroidales, aunque quizás 

su verdadera distribución este aún por descubrir. 
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1. 4 VIROIDES Y OTROS PEQUEÑOS RNAS CIRCULARES INFECCIOSOS 

 

1.4.1 VIROIDES 

Entre los agentes infecciosos más sencillos que se conocen destaca el grupo formado por los viroides y 

RNAs satélites de tipo viroidal de virus de plantas (Rao y Kalantidis, 2015). Los viroides son entidades 

biológicas están constituidas por RNAs no codificantes circulares desnudos de entre 246 a 467 

nucleótidos, los cuales infectan y se replican en diversos huéspedes vegetales. Para ello, deben 

secuestrar enzimas del huésped y/o del virus al que parasitan, ya que a diferencia de los virus, los 

viroides no codifican ningún tipo de proteína. Los viroides destacan por causar enfermedades asociadas 

a plantas de importancia económica, de hecho, su identificación en 1971 (Diener, 1971) fue debida a 

que causaban la enfermedad del tubérculo fusiforme de la patata.  

Hasta la fecha se han identificado más de 30 especies de viroides distintas, divididas en dos familias 

(Pospiviroidae y Avsunviroidae). (Katsarou et al., 2015). Las dos familias se distinguen en base a sus 

propiedades estructurales. Los viroides pertenecientes a la familia Pospiviroidae tienen como especie 

modelo el viroide del tubérculo fusiforme de la patata (PSTVd, Potato spindle tuber viroid). Esta familia 

se caracteriza por la conservación de un motivo de secuencia central conservada denominada CCR 

(Central Conserved Region) y la carencia de dominios ribozimáticos. La familia Avsunviroidae tiene como 

especie tipo al viroide del manchado solar del aguacate (ASBVd, Avocado sunblotch viroid). Esta segunda 

familia se caracteriza por poseer dominios ribozimales HHR y carecer de un motivo CCR. 

 Además de diferencias estructurales, ambas familias poseen diferencias funcionales. Los viroides 

pertenecientes a la familia Pospiviroidae se replican exclusivamente en el núcleo de la célula 

hospedadora mediante el mecanismo de replicación asimétrico de círculo rodante (Flores et al., 2011). 

De forma resumida, en la replicación asimétrica por circulo rodante, el RNA circular monomérico del 

viroide (polaridad positiva) es transcrito a un concatémero de polaridad contraria (polaridad negativa) 

que se utiliza como molde para la síntesis de RNAs monoméricos de polaridad positiva. Para poder 

procesar el concatémero en distintos monómeros y ligar estos en moléculas circulares se necesita la 

participación de proteínas del huésped. (Bojić et al., 2012), (Nohales et al., 2012a). Mientras que los 

viroides pertenecientes a la familia Avsunviroidae se replican en el cloroplasto de su célula hospedadora 

vía el mecanismo simétrico de círculo rodante procesando los RNAs multiméricos a partir de sus 

ribozimas HHr (Flores et al., 2000).  

 

1.4.2 SATÉLITES VIROIDALES 

 

Los satélites viroidales de RNA (sat-RNAs) comparten similitudes estructurales con los viroides (Rao y 

Kalantidis, 2015) y las retrozimas recientemente descritas (Cervera et al., 2016), tal y como puede 

observarse en la figura 7. Estas similitudes comprenden en primer lugar una topología circular y un 

pequeño tamaño. Por otro lado, y debido a la alta complementariedad de bases, estos RNAs adquieren 

una elevada estructura secundaria que junto con su naturaleza circular ofrecen alta protección frente a 

nucleasas (Wang et al., 2004). 
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Figura 7. Comparativa de las similitudes estructurales entre una retrozima (A) un viroide (B) y 

un satélite de RNA (C).  

 

Como hemos mencionado, los sat-RNA son pequeñas moléculas de RNA no codificante que dependen 

de la coinfección de la célula huésped por un virus para replicarse (virus helper) ya que los RNAs satélite 

son incapaces de autoreplicarse y encapsidarse por sí mismos. Es interesante recalcar que los sat-RNAs 

carecen de similitudes estructurales y de secuencia con sus virus helper y suelen interferir con la 

replicación de este, por tanto, modifican también los síntomas producidos por el virus helper en el 

organismo huésped. No obstante, los sat-RNA co-evolucionan con su virus helper, pudiendo cambiar e 

incluso llegar a desaparecer esta modulación de los síntomas (Wang et al., 2004), (Smith et al., 2011). 

Basándose en el tamaño y en otras propiedades, los sat-RNAs se clasifican en tres grupos principales. 

Grupo 1: consiste en sat-RNAs pequeños (alrededor de 400 nt o menos) y lineares (SL-sat-RNA), el sat-

RNA de CMV es el ejemplo clásico de SL-sat-RNA. Grupo 2: largos y lineares (LL-sat-RNA), suelen tener 

alrededor de 700-1500 nt y codifican al menos una proteína no estructural. Grupo 3: Sat-RNA circulares 

(CRsat-RNA) estos poseen un tamaño menor a los 400 nt y comparten características con los viroides por 
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lo que a muchos de estos también se les ha llegado a llamar virusoides (Katsarou et al., 2015). Estos 

CRsat-RNA se acumulaban en formas multiméricas de polaridades tanto positiva como negativa en el 

huésped, por lo cual se hipotetizó que también usaban el mecanismo de replicación por circulo rodante 

para multiplicarse. (Carpenter et al., 1991). Posteriores estudios confirmaron la presencia de HHr en 

estas moléculas con un papel en la replicación (Bruening et al., 1991). Dentro de este grupo de satélites 

viroidales se encuentran los satélites de ARmV, de ChYMV y de TRSV, que como hemos visto, aparte de 

poseer una ribozima tipo HHr también codifican una HPr en la polaridad opuesta. 

 

 

1.5 REPLICACIÓN POR CÍRCULO RODANTE EN SATÉLITES, VIROIDES Y RETROZIMAS 

 

Tanto el subgrupo 3 de satélites viroidales como los viroides pertenecientes a la familia Avsunviroidae se 

caracterizan por usar el mecanismo de replicación por circulo rodante mediante la generación de 

multímeros de sus propias secuencias que suelen ser procesados a través de ribozimas autocatalíticas 

tipo HHr o HPr y circularizados. Estudios del procesado de los intermediarios multiméricos del RNA que 

resultan de la acción del mecanismo por círculo rodante revelaron que pueden o no ocurrir en ambas 

polaridades, resultando en dos variantes del mecanismo de replicación por círculo rodante: variante 

asimétrica o variante simétrica. En la variante asimétrica se sintetizan oligómeros de polaridad negativa 

tomando como molde el RNA circular positiva. El oligómero será entonces usado como plantilla para 

crear un oligómero de polaridad positiva el cual se autoprocesa ribozimáticamente vía la HHR dando 

monómeros lineales que luego se circularizan y permiten continuar el ciclo replicativo. En la variante 

simétrica, sin embargo, el oligómero de polaridad negativa creado por el mecanismo si posee ribozimas, 

bien tipo HHr o bien HPr, que lo procesan en monómeros lineales que se circularizarán y servirán como 

molde para una segunda replicación por circulo rodante para producir oligómeros de polaridad positiva. 

Estos oligómeros positivos se autoprocesarán igualmente por sus ribozimas HHr para generar replicones 

del RNA circular inicial. La Tabla 1 muestra una recopilación de todos ellos. Estos tres satélites con HP en 

polaridad negativa son los únicos ejemplos de ribozimas tipo HP presentes en la naturaleza. 
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Tabla 1. Recopilación de RNA circulares conteniendo HHRs y HPs. 

circRNAs con HHRs Ribozimas 

Retrozimas* 
Fragaria ananassa retrozimas 
Jatropha curcas retrozimas 
Eucalyptus camaldulensis retrozimas 
Citrus clementina retrozimas 

 
1 HHR 
1 HHR 
1 HHR 
1 HHR 

Satelites virales de RNA 
Satélite de Solanum Nodiflorum Mottle Virus (sSNMV) 
Satélite de Velvet Tobacco Mottle Virus (sVTMoV)) 
Satélite de Subterranean clover mottle virus (sSCMoV) 
Satélite de Rice Yellow Mottle Virus (sRYMV) 
Satélite de Lucerne Transient Streak Virus (sLTSV) 
Satellite de Cereal Yellow Dwarf Virus (sCYDV-RPV) 
Satélite de Tobacco Ringspot Virus (sTRSV) 
Satélite de Arabis Mosaic Virus (sArmV) 
Satélite de Chicory Yellow Mottle Virus (sChYMV) 

 
1 HHR 
1 HHR 
1 HHR 
1 HHR 
2 HHRs 
2 HHRs 

1 HHR, 1 HPR 
1 HHR, 1 HPR 
1 HHR, 1 HPR 

Viroides 
Peach Latent Mosaic Viroid (PLMVd) 
Chrysanthemum Chlorotic Mottle Viroid (CChMVd) 
Eggplant Latent Viroid (ELVd) 
Avocado Sunblotch Viroid (ASBVd) 

 
2 HHRs 
2 HHRs 
2 HHRs 
2 HHRs 

Otros RNA circualres con HHRs 
Grapevine Hammerhead Viroid-like (GHVd)** 
Apple Hammerhead Viroid-like (AHVd)** 
Cherry Small Circular Viroid-like RNA (cscRNA) 
Carnation Small Viroid-like RNA/DNA (CarSV RNA/DNA) 
 

 
2 HHRs 
2 HHRs 
2 HHRs 
2 HHRs 

 

HHR: ribozima tipo Hammerhead; HPR: ribozima tipo Hairpin.  
* Hasta 25 especies de plantas diferentes se conocen que contengan retrozimas 
putativas. Solo los cuatro ejemplos donde se ha demostrado experimentalmente la 
acumulación de circRNAs in vivo se indican (Cervera y De la Peña, 2016). 
**  Viroides putativos descritos recientemente en trabajos de secuenciación masiva 
(Wu et al., 2012, Zhang et al., 2014). 
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2. Objetivos 

 

Las modernas técnicas genómicas y bioquímicas están permitiendo identificar nuevos roles para el RNA 
que, muchas veces, funciona de forma independiente a las proteínas. Los recientes descubrimientos de 
nuevas ribozimas y riboswitches indican que estos elementos genómicos son más frecuentes de lo que 
se pensaba. Por tanto, es interesante identificar y caracterizar más ribozimas candidatos que puedan 
ampliar la gama de ribozimas conocidas para poder revelar los mecanismos basados en RNA presentes 
en las células. Sobre este marco general, planteamos una serie de objetivos a realizar en el trabajo: 
 

 Análisis comparativo de las estructuras y secuencias correspondientes a nuevas ribozimas tipo 
Hairpin detectadas bioinformáticamente en secuencias de arroz (Oryza sativa) y morera (Morus 
australis). 
 

 Caracterización genómica de la secuencia asociada a las ribozimas detectadas en el genoma de 
arroz. 

 

 Clonación y caracterización molecular de las ribozimas encontradas el genoma de arroz. 
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3. Material y métodos. 

 

3.1 EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS DE ORYZA SATIVA 
 
Para la extracción de DNAs a partir de hojas de arroz (Oryza sativa) se  siguió el protocolo cloroformo-
CTAB con algunas modificaciones (Dhakshanamoorthy y Selvaraj, 2009). Básicamente, 1g de hojas 
fueron homogenizadas en 10 mL de tampón de extracción CTAB y 0.7mL 20% SDS con un 
homogenizador Polytron© e incubadas a 65oC durante 40 minutos. Tras una centrifugación (8000 rpm, 
10 minutos) se recogió 10mL de sobrenadante y se le añadió 3mL de KAc a 5M. La nueva mezcla se agitó 
y se incubó 30 minutos en hielo (invirtiendo la muestra cada 10 minutos). Se recogió 10mL de 
sobrenadante de la muestra tras una centrifugación (4000 rpm, 10 minuntos), a este sobrenadante se le 
añadió un volumen equivalente de etanol, se agitó durante 1 minuto y se incubó en hielo otros 5. La 
muestra se volvió a centrifugar (6000 rpm, 10 minutos). Se desechó el sobrenadante y se dejó secar el 
pellet a 37oC. El pellet fue disuelto en 0.5mL de agua miliQ y se le aplicó un tratamiento con RNAasa A. 
Tras el tratamiento, se añadió un volumen equivalente de cloroformo-alcohol isoalímico (24:1 v/v) y se 
centrifugo (4000 rpm, 10 minutos), se recogió la fase superior acuosa y se desechó el resto. A esta fase 
se le añadió 0.5mL de cloroformo y se mezcló durante 1 minuto. Tras otra centrifugación (4000 rpm, 10 
minutos), la fase superior acuosa que conteniente  los ácidos nucleicos de arroz fue precipitado en 2.5 
volúmenes de etanol y 0.1 volúmenes de acetato de sodio a 3M. Para recoger todo el pellet la muestra 
se volvió a centrifugar (4000 rpm, 10 minutos) y, tras desechar la fase acuosa y dejar secar el pellet, el 
DNA fue disuelto en agua. El DNA fue cuantificado  con un espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo  
Scientific). 
 

Para las extracciones de RNAs, el método del CTAB-cloroformo también fue usado con algunas 
modificaciones (Shanga et al., 2010). En este caso, las hojas fueron homogenizadas en un tampón de 
extracción CTAB con un homogenizador Polytron© e incubadas a 65oC por 30 minutos. Después se 
mezcló en un volumen equivalente de cloroformo y alcohol isoalímico (24:1 v/v). Tras someter el 
homogenizado a un centrifugado (8000 rpm, 15 minutos), se recogió el RNA de la fase acuosa y se 
realizó una purificación con sílica en la que el RNA así recogido se incluía en una solución con el mismo 
volumen de NaI 6M, 0.5 volúmenes de etanol y 0.175 volúmenes de SiO2 100% pH2 como se indica en el 
protocolo (Boom et al., 1990). 
 

El compuesto acuoso fue incubado 30 minutos a 25oC y lavado cuatro veces con un tampón que 
contenía 100mM Tris-HCl pH8, 25mM EDTA, 2M cloruro sódico y 2% p/v CTAB. El RNA se precipitó en 
2.5 volúmenes de etanol y 0.1 volúmenes de acetato de sodio a 3M, disuelto en Agua MiliQ y 
cuantificado en un NanoDrop 1000 Espectrofotómetro (thermo Fisher Scientific). 
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3.2 AMPLIFICACIÓN Y CLONACIÓN DE LOS ELEMENTOS Y RIBOZIMAS A ANALIZAR. 
 

Los fragmentos genómicos de interés detectados  en el DNA de arroz conteniendo las diversas ribozimas 
fueron amplificados por PCR. Para ello, 10ng de DNA genómico fueron utilizados como molde para la 
amplificación usando la enzima polimerasa PrimeSTAR HS (Takara) y los oligos correspondientes según la 
construcción, previamente fosforilados siguiendo las instrucciones del fabricante. Los diversos 
productos obtenidos por  PCR fueron separados en Geles de poliacrilamida nativos (PAGE) al 5%. Los 
DNAs fueron extraídos de sus matrices correspondientes mediante homogeneización física y  
tratamiento con fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) (Sambrock y Russell, 2006) y 
posteriormente, se precipitaron con etanol como se ha descrito anteriormente. Los amplicones 
purificados se insertaron entre los sitios de restricción XbaI y BamHI del plásmido pBlueScript KS+ y 
fueron secuenciados (ABI Prism, Perkin-Elmer). Los plásmidos resultantes se utilizaron para el análisis 
del autocorte de las ribozimas y la síntesis de sondas para la hibridación no radioactiva. Los extractos de 
DNA se realizaron en geles nativos de poliacrilamida al 5% con TAE 1x, y se cortó una sección de gel del 
tamaño de la ribozima. El DNA se purificó a partir de cortes de gel mediante extracción con fenol y 
precipitación con etanol, y se digirió con DPNI.  
 

3.2.1 AMPLIFICACIÓN DEL ELEMENTO COMPLETO DEL GENOMA DE O. SATIVA 
 
Para confirmar el tamaño completo del elemento con ribozimas hallado en el genoma de Oryza sativa, 
se realizaron PCRs con oligos que hibridaron parcialmente en los extremos del monómero así como en 
las secuencias genómicas de Oryza sativa. Se esperaban dos posibles tamaños para el elemento 
encontrado (600pb o 4Kb), por lo que las etapas de extensión de la PCR utilizadas fueron de entre 1 
minuto hasta 7. Los productos de PCR fueron comprobados mediante electroforesis en gel de agarosa 
0.8% y tampón TAE 1x. 
 

3.2.2 RT-PCR 
 
Análisis de RT-PCR se llevaron a cabo utilizando RNAs de hoja y flor de dos variedades de Oryza sativa, 
T65 (tipo silvestre) y Slr1 (variedad comercial) extraídas tal y como se describió anteriormente. Dichos 
RNAs fueron previamente purificados y enriquecidos en los tamaños esperados mediante gel nativo TAE 
5%, del que se extrajeron las porciones de gel correspondientes a los tamaños de 400 a 1000nt. Tras la 
extracción del RNA de las bandas de gel, se trataron con DNAasa. La retrotranscripción del RNA se llevó 
acabo con SuperScript II (Invitrogen) y la posterior PCR se llevó acabo con la polimerasa PrimeStar HS 
(Takara Inc.), ambas reacciones se realizaron siguiendo las instrucciones de las casas comerciales. Los 
productos de la PCR fueron separados mediante electroforesis en gel Page nativo 5%. 
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3.3 OBTENCIÓN DE RNAS DE INTERÉS POR TRANSCRIPCIÓN IN VITRO 
 

A partir de las construcciones obtenidas, tanto los RNAs completos de Os-466 como las ribozimas 
mínimas de interés se obtuvieron por transcripción “run-off” de los correspondientes plásmidos 
pBlueScript linealizados con EcoRI (para transcripciones con polimerasa T7) o XbaI (para transcripciones 
con polimerasa T3) siguiendo las recomendaciones del fabricante (Takara Inc.). Para la síntesis de 
ribosondas marcadas con Digoxigenina, estas mismas construcciones se sometieron a idéntico proceso 
pero reemplazando el nucleótido UTP por digoxigenin-11-UTP (Roche Diagnostics GmbH). 
 

3.4 ANÁLISIS DEL AUTOCORTE DE LAS RIBOZIMAS. 
 

Para el análisis de autocorte de las ribozimas, las reacciones de transcripción contenían un tampón de 
transcripción compuesto por: Tris-HCl 40mM pH8, MgCl2 6mM, espermidina 2mM, albúmina de suero 
bovino 0,5 mg/ml libre de ARNasa, Triton X-100 al 0.1%, ditiotreitol 10mM , 1mM cada uno de UTP, CTP, 
ATP (o [α-32P] ATP en el caso de transcritos marcados radiactivamente) y GTP, 0.4U/μl de inhibidor de la 
ribonucleasa hepática porcina (Takara), así como 20ng/μl de DNA plasmídico y 4U/μl de ARN 
polimerasas de T7 (Takara) o T3 (Roche Diagnostics GmbH). Tras  incubación a 37oC durante 1 hora, los 
productos se fraccionaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en geles al 5% con 
urea 8M y se detectaron por tinción con bromuro de etídio. Para el caso de transcripciones en presencia 
de nucleótidos marcados radiactivamente, estos se detectaron por fotoestimulación del fosforo (FLA-
5100 phosphorimager con placas de imagen BAS-MP 2040S, Fujifilm). 
 

3.5 CINÉTICAS DE AUTOCORTE DE LAS RIBOZIMAS 
 

Tras el fraccionamiento mediante electroforesis en gel de los transcritos, los fragmentos de un tamaño 
acorde con la ribozima completa se extrajeron y purificaron a partir de cortes de gel mediante 
extracción con fenol y precipitación con etanol como se ha descrito anteriormente. Después se 
sometieron una desnaturalización a 95oC durante 1 minuto y se dejaron renaturalizar lentamente  hasta 
alcanzar los 25oC. Tras una incubación durante 10 minutos a 25oC, se tomó una alícuota de tiempo 0 y se 
añadió 1mM Mg2+ para comenzar la reacción de autocorte. Alícuotas fueron tomadas a intervalos de 
tiempo determinados. Las reacciones fueron detenidas aplicando un exceso de solución de parada (8M 
de urea 50% formamida, 50mM EDTA 0.1% cianol de xileno y azul de bromofenol) a 0oC. 
 

3.6 ANÁLISIS POR HIBRIDACIÓN NORTHERN 
 

Para el análisis de transferencia Northern, se examinaron 100μg de RNA purificado de hojas de arroz 
junto a los correspondientes marcadores en geles de poliacrilamida al 5% desnaturalizante conteniendo 
urea 8M y TBE 1X (Tris 89mM/ácido bórico 89mM / EDTA 2.5mM, pH8.3). Tras una tinción con bromuro 
de etídio, los RNAs fueron electrotransferidos a membranas de nylon (Amersham Hybond-N, GE 
Healthcare) y fijados con un entrecruzador de UV (UVC 500, Hoefer). La prehibridación, hibridación (a 
68°C en formamida al 50% durante 16 horas) y lavado (dos veces con 0.1xSSC a 68°C durante 15 
minutos) se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante (GE Healthcare). Las sondas marcadas con 
DIG se detectaron con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (fragmentos Fab 
anti-digoxigenina AP, dilución 1:104 en solución de bloqueo, Roche Diagnostics GmbH). La 
quimioluminiscencia producida en presencia del sustrato CDP-Star (dilución 1:200 en Tris-Cl 0.1M, 
cloruro sódico 0.1M, pH9.5, Roche Diagnostics GmbH). El resultado se visualizó finalmente en un 
sistema de imágenes LAS-3000 (Fujifilm) 
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3. 7 CINÉTICA DE AUTOCORTE DE LAS RIBOZIMAS DURANTE LA TRANSCRIPCIÓN IN VITRO 
 

Para medir la tasa de autocorte de las ribozimas mínimas  durante la transcripción, usamos el tampón de 
reacción para la transcripción con marcaje radiactivo descrito más arriba con algunas modificaciones. Se 
usaron distintas concentraciones de pH y MgCl2 como se ha visto anteriormente (Ambrós y Flores, 
1998). Las reacciones fueron llevadas a cabo a 37oC durante una hora durante la cual alícuotas de la 
mezcla de reacción fueron extraídas en intervalos determinados y a estas alícuotas se les detuvo la 
reacción de forma inmediata aplicando un exceso de solución de parada (8M de urea 50% formamida, 
50mM EDTA 0.1% cianol de xileno y azul de bromofenol) a 0oC. Mediante electroforesis en gel 
desnaturalizante page 10x  el contenido en ácidos nucleicos de las alícuotas fue separado para poder ser 
analizados cuantitativamente. Para el análisis las bandas de ácidos nucleicos fueron detectadas por 
fotoestimulación del fosforo (FLA-5100 phosphorimager con placas de imagen BAS-MP 2040S, Fujifilm) 
(Long y Uhlenbeck, 1994). Se realizó un análisis de imagen mediante el software FUJIFILM Science Lab 
Image Gauge Ver. 4.0. Los datos así obtenidos fueron sujetos a una ecuación derivada del método de 

mínimos cuadrados diseñado por Zimmermann: F =  F∞(1 − e−kt) (Stage-Zimmermann y Uhlenbeck, 
1998), donde F es la fracción del producto a tiempos distintos, F∞ es la fracción del producto en el 
tiempo final de la reacción y K es la constante de primer orden del autocorte (Kcat). 
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4. Resultados 

 

4. 1 BÚSQUEDA BIOINFORMÁTICA DE NUEVOS MOTIVOS HAIRPIN 

El objetivo del presente TFM consistió en la caracterización molecular de nuevos ribozimas genómicos 
de tipo hairpin, para lo que primero fue necesario realizar una búsqueda bioinformática de los mismos. 
Los detalles de dicho análisis bioinformático previo se describirán con detalle en otra publicación (De la 
Peña, 2017). Básicamente, se utilizó software de búsqueda de motivos de RNA por estructura 
secundaria como son RNAmotif (Macke et al., 2001) e InfeRNAl (Nawrocki y Eddy, 2013) y utilizando 
como semillas de búsqueda las tres únicas secuencias conocidas de la ribozima hairpin encontradas en 
los correspondientes satélite vitales (ver introducción). Estas búsquedas se realizaron en bases de datos 
de secuencias de organismos vegetales, hallándose únicamente dos nuevos casos mostrando claras 
similitudes con las HPrs previamente descritas en la literatura (Figura 3). Como se describe más 
adelante, ambos ejemplos colocalizaron en la cadena opuesta de sendas secuencias conteniendo HHrs 
previamente descritas (De la Peña y Garcia-Robles, 2010). Las ribozimas reveladas se muestran en la 
figura 8. 
 

 

 

Figura 8. Vista de la secuencia primaria y de la estructura secundaria de las HPr nóveles. Se 

encuentran marcados tanto las hélices de las ribozimas (H1-H4) como los bucles (A, B). La 

región catalítica se ha señalado en rojo. Una flecha indica el punto de escisión de la molécula. 
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4. 2 DESCRIPCIÓN ESTRUCTURAL DE LAS DOS NUEVAS RIBOZIMAS HPR ENCONTRADAS Y LAS HHRS 

ASOCIADAS. 

 

Las dos nuevas HPr detectadas resultaron muy similares a las previamente descritas. La primera HPr que 
encontramos, de aquí en adelante HPr-Ma, fue hallada en una secuencia de un RNA circular descrito en 
el árbol de morera Morus australis, (Wang et al., 2010) mientras que la segunda HPr, que denominamos 
HPr-Os, se halló en el genoma de arroz Oryza sativa, tanto en su variedad indica como sativa (Goff et al., 
2002). Estructuralmente las HPr contienen ciertos elementos característicos en todas ellas que las 
definen: cuatro hélices (H1-H4) con apareamientos de bases a lo largo de su extensión más dos bucles 
con sus bases desapareadas denominados bucles A y B. El fosfodiéster reactivo se encuentra en el bucle 
A (indicado con una flecha) (Hampei et al., 1990). Tanto HPr-Ma como HPr-Os cumplen esta 
organización estructural con pequeñas diferencias; la hélice 2 de HPr-Ma es más larga y presenta un 
apareado de bases más consistente mientras que la hélice 2 de HPr-Os es más corta y contiene más 
bucles pequeños de nucleótidos desapareados. La hélice 3 de HPr-Ma sin embargo, es mucho más corta 
que la de HPr-Os, la cual contiene un único bucle de nucleótidos desapareados. Tanto la hélice 4 como 
los bucles A y B son similares en ambas HPr. En estos bucles se encuentran los nucleótidos clave para la 
reacción de catálisis que están conservados tanto en estas dos nuevas HPrs como en las anteriormente 
descritas. Estos nucleótidos se encuentran resaltados en rojo (Figura 8). Mientras que el resto de 
nucleótidos forman parte de la estructura secundaria y podrían intercambiarse entre sí siempre que se 
mantenga el suficiente grado de apareamiento entre ellos como para que las hélices se formen. A pesar 
de la similitud entre ambos bucles, podemos resaltar el intercambio entre las purinas en el bucle A y la 
inserción de una Adenina en la base de este mismo bucle.  
 
Centrándonos en las horquillas consideradas catalíticas (H1 y H4), si comparamos las dos nuevas HPr con 
las otras tres ya conocidas, observamos interesantes diferencias entre los nucleótidos catalíticos de los 
bucles A y B. El bucle A de la HPr-Os y la HPr descrita en el sTRSV es idéntico, difiriendo ambos en el 
bucle A de HPr-Ma en la posición mencionada más arriba. En cuanto al bucle B, es idéntico tanto en 
nuestras HPr-Ma y -Os como en HPr sTRSV mientras que es diferente al de las HPr de sChYMV y sARmV, 
el cual es igual en ambas ribozimas. El bucle B de sChYMV y sARmV presenta dos sustituciones 
nucleosídicas de Citidina por Uridina así como la carencia de dos nucleósidos catalíticos (Citidina y 
Adenosina) en la base del bucle (Figura 9). 
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Figura 9. Comparativa de las HPr nóveles con aquellas disponibles en la literatura. Arriba 

izquierda HPr Morus australis, Arriba derecha HPr Oryza sativa, debajo izquierda HPr de 

satellite RNA of arabis mosaic virus” (sARmV), debajo centro HPr de “satellite RNA of tobacco 

ringspot virus” (sTRSV) y debajo derecha “satellite RNA of chicory yellow mottle virus” 

(sChYMV). La región catalítica se ha señalado en rojo. Una flecha indica el punto de escisión 

de la molécula. 

 
 
Las ribozimas tipo HHr analizadas en este trabajo, a pesar de haber sido ya presentadas previamente 
(Hammann et al., 2012) presentan particularidades estructurales que merece la pena resaltar. Como ya 
se ha mencionado previamente en el trabajo, el motivo mínimo de las HHr consiste en núcleo de 
nucleótidos catalíticos conservados flaqueado por tres hélices (I, II y III) que son esenciales para la 
catálisis. (De la Peña et al. 2003). Como se puede observar en la figura 10, ambas HHr son bastante 
dispares, mientras que la HHr-Ma es más canónica y se asemeja a las HHr descritas en previos trabajos 
(Uhlenbeck, 1987), (Hammann y Lilley 2002). HHr-Os, por el contrario, presenta ciertas particularidades. 
Su hélice I es anormalmente larga, aunque presenta el bucle final característico de esta hélice a una 
altura similar al bucle canónico (como el de la HHr-Ma), este se abre y la hélice continúa extendiéndose, 
presentando además tres inserciones de Uridinas a lo largo de la misma. También presenta una pequeña 
mutación en la hélice II, una Adenosina cerca del núcleo catalítico que debilita esta hélice.  
 
 
 
 
 
 



 
 

22 
 

 

 

Figura 10. Estructura primaria y secundaria de las ribozimas tipo HHr reveladas en los análisis bioinformáticos. Las 
hélices están numeradas I, II y III. La región catalítica se ha señalado en rojo. Una flecha indica el punto de escisión 
de la molécula. 

 
 
 

4.3 LOCALIZACIÓN GENÓMICA DE LAS RIBOZIMAS DE ARROZ. 
 
 
El análisis bioinformático de la ribozima HPr-Os encontrada en Oryza sativa reveló que esta se hallaba 
ubicada en el cromosoma 8. Asociada a dicho ribozima, pudimos definir una región parcialmente 
repetida de 651 pares de bases, comprendida entre las posiciones 4.257.979 a 4.257.329 del 
cromosoma. Esta región se pude definir como un dímero parcial, formado principalmente por un 
elemento monomérico completo de 466 pb comprendido entre dos HHr idénticas en la polaridad 
contraria a la HPr-Os (anexo I). El monómero se inicia en la posición 4.257.995 del cromosoma y dentro 
del mismo se halla la HPr-Os. En la región 3’ fuera del monómero,  en la misma polaridad que la HPr-Os, 
una segunda copia truncada de este mismo ribozima HP puede reconocerse. Tanto el monómero, la HPr 
truncada aguas abajo del mismo y un fragmento repetido del monómero de 16pb aguas arriba, definen 
el dímero parcial detectado. Cabe resaltar la presencia aguas arriba del extremo 5’ del dímero parcial, de 
una repetición parcial invertida del monómero de 95pb (Figura 11). Todos estos datos nos sugieren que 
este elemento parcialmente dimérico formó parte de un satélite viroidal que ha sido integrado 
parcialmente en el genoma de Oryza sativa (Figura 12).  
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Figura 11. Esquema del dímero parcial encontrado en el cromosoma 8 del genoma de Oryza 

sativa, resaltado en un rectángulo rojo. El rectángulo blanco representa una inversión 

nucleotídica situada en el extremo 5’ del dímero parcial. El esquema muestra como las HHr 

están situadas en una polaridad y estas delimitan una región de 466 pb que hemos definido 

como monómero. En la polaridad opuesta se muestra tanto la HPr completa como la 

truncada, nótese como la distancia entre ambas es también una región de 466 pb.  

 

 

 

Figura 12. Propuesta de la estructura secundaria de mínima energía libre para una polaridad 

que adoptaría nuestro hipotético satélite viroidal de 466 pb integrado en el genoma de Oryza 

sativa.  En rojo se han marcado los nucleótidos pertenecientes a la HHr y en azul a la HPr. 
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Un análisis bioinformático de las regiones flanqueantes al elemento, que denominaremos elemento Os-
466, en arroz nos permitió encontrar que a poco más de 1 kb del mismo (posición 4.256.107 del 
cromosoma 8) se encuentra integrada una secuencia parcial de ~5 kb correspondiente al pararetrovirus 
“Rice Tungro Bacilliform” (ERTBV2) (GenBank: AB124592.1) (Kunii et al., 2004). 
 
 

4.4 CLONACIÓN DEL ELEMENTO OS-466 GENÓMICO Y LAS RIBOZIMAS HP Y HHR GENÓMICAS DE ARROZ. 
 
 
Para realizar un análisis bioquímico de las ribozimas de Oryza sativa detectadas “in sílico”, sintetizamos 
una construcción que contiene dichas ribozimas encontradas en el genoma de Oryza sativa. Para realizar 
construcción del monómero entero, situaremos una pareja de oligos (anexo I) de forma que el 
fragmento a ampliar contenga una de las dos HHr-Os y la HPr-Os. En cada extremo del fragmento 
situaremos un promotor distinto de la transcripción. Uno en la polaridad positiva, donde se encuentra la 
HHr-Os y el otro en la polaridad negativa, donde se encuentra la HPr. Dependiendo de que promotor 
utilicemos para la transcripción generaremos una secuencia de RNA u otra a las llamaremos HHr466 y 
HPr466 respectivamente. Además sintetizaremos dos construcciones adicionales cada una con la 
secuencia ribozímica mínima, tanto para la HPr como para la HHr. 
Para sintetizar la construcción monoméricas, amplificamos por PCR DNA de Oryza sativa de dos 
variedades distintas, Puntal y Argila, con dos oligos que definen una región de 466pb desde el 
nucleótido 149 del fragmento definido más arriba hasta el nucleótido 606 del mismo (Figura 13).  
 

 

Figura 13. Amplificación por PCR de nuestra construcción monomérica. Como molde se usó 

DNA de Oryza sativa de dos variedades distintas, Argila (Rice 466_A) y Puntal (Rice 466_P). 

 
Los oligos conteniendo los sitios de restricción BamHI y XbaI permitieron clonar estos fragmento Rice 
466_A y Rice 466_P en un plásmido pBlueScript que permitirá posteriormente la transcripción del 
mismo en la polaridad positiva y negativa gracias a los promotores de las RNA polimerasas T3 y T7 
respectivamente.  
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Se utilizó el mismo material para la síntesis de las construcciones de ribozimas mínimas, DNA de Oryza 
sativa. Definimos como HHr mínima a los 96 nucleótidos de la polaridad positiva que se encuentran 
entre el 473 pb del dímero parcial definido previamente hasta la posición 569 pb del mismo.  Definimos 
como HPr mínima a los 154 nucleótidos de la polaridad negativa comprendidos entre el nucleótido 
número 272 del dímero parcial hasta el 118. Una segunda construcción de la HPr mínima fue necesaria 
para la realización de los experimentos, para ello utilizamos como DNA molde el vector pBS que 
contenía nuestra HPr. Esta nueva HPr mínima B tiene 275 pb de tamaño. Los oligos utilizados se 
encuentran en el anexo I. 
 
 
 
 

 

Figura 14. Amplificación por PCR  de ambas construcciones de ribozimas mínimas usando como molde 

DNA de Oryza sativa. 

 

 

4.4.1 AMPLIFICACIÓN GENÓMICA DEL MULTÍMERO COMPLETO OS-466 

A pesar de que en el genoma de Oryza sativa de referencia nuestro monómero aparece como dímero 

parcial de un tamaño de 651 pb, existe una accesión de Oryza sativa (JSUF01012100.1) donde este 

mismo elemento aparece como 7 copias completas del monómero Os-466 para un tamaño completo de 

3,747 pb (Anexo II). Ambas posibilidades serían consistentes con la hipótesis de Os-466 provendría de la 

inserción por retrotranscripción de un RNA circular, muy probablemente un satélite viroidal, que habría 

dado lugar a un cDNA multimérico dependiendo del número de vueltas realizado por la enzima 

retrotranscriptasa. Para confirmar cuál de los dos tamaños genómicos de este elemento depositados en 

las bases de datos es el real, diseñamos unos oligos que comprendieron parte de la secuencia genómica 
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de Oryza sativa que flanquea el elemento de interés y parte de la secuencia del mismo (anexo II).  

Usando estos oligos, se intentó amplificar esta región, esperando encontrar un amplicón de un tamaño 

aproximado, bien de 700 pb o bien de 4000 pb. A pesar de los sucesivos intentos de lograr alguna 

amplificación a partir de diversos DNAs genómicos de arroz, no logramos obtener en ningún momento 

amplificado de tamaño alguno (Datos no mostrados). 

 

 

4.5 ANÁLISIS AUTOCORTE RIBOZIMAS DURANTE LA TRANSCRIPCIÓN DE OS-466 

Para comprobar el comportamiento bioquímico de estas nuevas ribozimas en su entorno estructural 
nativo, realizamos el análisis cinético de ambas ribozimas cuando estas se transcriben junto con el resto 
del monómero. Para ello, usamos la construcción de Os-466, transcribiendo ambas ribozimas en unas 
condiciones idénticas (Tris-HCl pH8 40mM y MgCl2 8mM resto de componentes como se describe en 
materiales y métodos). Tras la transcripción, separamos los ácidos nucleicos mediante electroforesis y 
analizamos el resultado (Figura 15).  Se observa que ambas ribozimas presentan autocorte, pero la HHr 
es más eficiente que la HP en las mismas condiciones. Tampoco se observan diferencias entre las 
variedades Puntal y Argila. 
 

 
 

Figura 15. Análisis del autocorte de las ribozimas HPr y HHr. Se encuentra marcado el peso de 

cada banda generada tras el autocorte. Las bandas 496 nt y 542 nt corresponden, 

respectivamente, al monómero transcrito por la polaridad negativa y al monómero transcrito 

por la polaridad positiva que no se ha autocortado. Mientras que el resto de bandas 

corresponden a ambos fragmentos del monómero generados tras la escisión de cada 

ribozima. SC “self-cleavage”: indica una estimación del porcentaje de ribozima que se ha 

autocortado.   
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4.6 ANÁLISIS DE RNAS DE ARROZ POR HIBRIDACIÓN NORTHERN 
 
Recientemente descritos, los retrozimas son una nueva familia de retrotransposones no autónomos que 
presentan HHr en ambos extremos del retrotransposón al que pertenecen (Cervera et al., 2016). Los 
autores describieron como estos nuevos retrozimas eran transcritos activamente y se encontraban 
presentes tanto en su forma linear como en la circular en distintos tejidos de la planta y se encontraban 
elementos transcritos en ambas polaridades lo que sugería que se replicaban mediante el mecanismo 
del circulo rodante similar a lo visto en los satélites viroidales y viroides. Aunque su presencia dependía 
del tejido de la planta y del estado en su desarrollo.  

 

Figura 16.  Resultado de la hibridación de RNA de Oryza sativa de distintos tejidos de Oryza 

sativa (hojas, flores) y de dos mutantes distintos (Slr1, T65).  Os_466(HHR) y Os_466(HPR) 

actúan como controles positivos del experimento.  

 
Por tanto, decidimos comprobar si nuestro elemento Os-466, que guarda una similitud estructural con 
las retrozimas previamente descritas al poseer dos HHr en sus extremos, presentaba transcripción 
continua y se encontraba presente en el transcriptoma de Oryza sativa. Para ello, extrajimos RNA tanto 
de flores como hojas de Oryza sativa de dos variedades distintas, T65 (tipo silvestre) y Slr1 (variedad 
comercial mutante en DELLA), disponibles y realizamos una hibridación tipo Northern con una sonda de 
digoxigenina diseñada para hibridar tanto con la polaridad positiva, como con la negativa de nuestro 
monómero, los resultados pueden verse en la figura 16. Los cuales nos indican que este monómero no 
se expresa a niveles detectables por la sonda (0.01ng) ni en hojas ni en flores de Oryza sativa en 
condiciones normales.  
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4.6.1 ANÁLISIS DE RNAS DE ARROZ POR RT-PCR 
 
Debido a que los análisis por hibridación Northern tienen un límite de detección en el rango nanomolar 
(10-9M), decidimos confirmar la presencia en el transcriptoma de arroz de posibles RNAs derivados del 
elemento genómico Os-466 mediante RT-PCR (rango fentomolar o 10-15M). Para confirmar la posibilidad 
de este fragmento se transcriba en muy baja cantidad, se diseñó un experimento de RT-PCR donde se 
intentó amplificar el elemento Os-466 a partir de RNAs de la variedad silvestre de Oryza sativa a partir 
de los mismos tipos de tejido utilizados en el experimento de hibridación Northern (Figura 17). Ambos 
experimentos dieron resultados negativos, detectándose únicamente amplificaciones inespecíficas lejos 
de los 466pb esperados, lo que confirmaría que ninguna de las dos polaridades de dicho elemento se 
estarían expresando en Oryza sativa en condiciones normales. 
 
 
 

 

Figura 17. Gel producto de la RT-PCR. Las bandas nombradas H+ y H- provienen de hojas de 

Oryza sativa siendo H+ el carril donde se amplifica la versión del elemento Os-466 transcrito 

en la polaridad positiva mientras que H- marca el carril donde se intentó amplificar la versión 

de Os-466 de polaridad negativa. Las bandas nombradas F+ y F- provienen de tejidos de las 

flores de la planta siendo F+ el carril donde se intentó amplificar la versión del elemento Os-

466 transcrito en la polaridad positiva mientras que F- marca el carril donde se intentó 

amplificar la versión de Os-466 de polaridad negativa. 

 

4.7 ANÁLISIS DE CINÉTICAS DE AUTOCORTE DE LAS RIBOZIMAS GENÓMICAS DE ARROZ 

Para poder comparar cual es la efectividad en la tasa de autocorte de estas dos nuevas ribozimas 
respecto a las ya descritas en la literatura, tomamos como referencia a la ribozima tipo HHr humana 
HH9, (De la Peña y García Robles, 2010b) en su versión mínima y la comparamos con nuestras ribozimas 
mínimas sintetizadas. Sin embargo, al efectuar cinéticas clásicas con nuestras ribozimas se nos 
presentan problemas de autocorte a tiempo 0. Por ello, decidimos realizar las cinéticas durante la 
transcripción como previamente se ha descrito en la literatura (Ambrós y Flores, 1998). Realizamos las 
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transcripciones con las mismas condiciones en los tres casos y comparamos las tasas de autocorte de las 
tres ribozimas entre sí. Las transcripciones se realizaron a Tris-HCl, pH8 a 20mM y MgCl2  4mM  y las 
alícuotas fueron recogidas en los tiempos que indica la figura 18. Tanto la HHr y HPr propias resultan 
menos efectivas en general ya que la tasa de autocorte no llega al 60% del total de ribozima en el  caso 
de HHr mínima y a penas lo supera la HPr mientras que la HH9 llega al 80% en el mismo periodo de 
tiempo. Por el contrario, tanto la HPr como la HHr mínimas son igual de rápidas en llegar a sus 
respectivos máximos como la HH9. Toda la escisión parece ocurrir en los primeros minutos de la 
reacción y parece que un mayor tiempo en las condiciones de reacción no corresponde con una mayor 
tasa de autocorte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Cinéticas de autocorte durante la transcripción de las ribozimas mínimas HPr y HHr de Oryza 

sativa y de la HH9 humana. Las reacciones se han llevado a Tris-HCl, ph8 a 20mM y MgCl2  4mM en las 

tres ribozimas, el tiempo en el que se ha cogido cada alícuota se ha medido en minutos. Las imágenes 

de los geles muestran distintas bandas en cada carrera que corresponden a: Ribozima no cortada, banda 

superior; fragmento mayor resultado de la escisión, banda media; fragmento menor resultado de la 

escisión, banda inferior. Para poder comparar las cinéticas de las distintas ribozimas, la densidad  de 

cada banda fue analizada mediante el Software Imagen gauge y los datos fueron sometidos a un ajuste 

de mínimos cuadrados: F = F∞(1-e^(-kt)) (Stage-Zimmermann y Uhlenbeck, 1998), donde F es la fracción 

del producto a tiempos distintos, F∞ es la fracción del producto en el tiempo final de la reacción y K es 

la constante de primer orden del autocorte. La grafica muestra una comparación de estas distintas 

cinéticas ajustadas, la línea roja corresponde a la HH9, la línea azul a la HHr mínima y la línea verde a la 

HP mínima. Se muestra el tiempo en minutos. 
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5. Discusión final 

 

Tal y como se ha descrito en el presente trabajo (ver Introducción), hasta la fecha se han descrito 

únicamente tres ejemplos de HPrs distintos en la naturaleza, a los que se añadirían los dos nuevos 

ejemplos aquí caracterizados. Esta singularidad de la HPr contrasta con la amplia cantidad de ribozimas 

de otros tipos, tales como la HHr, la HDV o la twister, que recientemente se han descrito en la literatura 

presentes en los genomas de multitud de organismos, tanto procariotas como eucariotas. Por todo ello, 

el caso de la HPr se asemejaría más al de otras ribozimas consideradas por el momento como raras, 

tales como la ribozima VS encontrada exclusivamente en algunas cepas de Neurospora. La razón para 

esta singularidad de estos dos ribozimas sería por el momento un misterio a resolver, aunque nos 

permite sugerir varias hipótesis. Una primera posibilidad contemplaría que el análisis bioinformático 

únicamente ha permitido encontrar una variedad específica de la ribozima HPr, y que quizás esta exista 

en genomas eucarióticos en un formato distinto y algo más complejo, que no es reconocido a través de 

las búsquedas por estructura secundaria utilizadas. Una segunda posibilidad es que la HPr provenga de 

RNA endógenos a partir de eventos de complejos eventos de reorganización de los mismos, lo que hace 

improbable su aparición en RNAs viroidales. A este respecto, se ha propuesto en la bibliografía que uno 

de los posibles orígenes de la HPr serían el pequeño RNA nucleolar U6 del espliceosoma (Valadkhan, et 

al., 2007). Así, se han descrito diversas semejanzas de secuencia entre dicho snRNA U6 y el centro 

catalítico de la HPr que permitirían encontrar una relación evolutiva entre ambos ribozimas, y que, 

debido a las elevadas diferencias estructurales entre HPr y snRNA U6 permitirían avanzar que su 

interconversión sería un evento raro. 

En conclusión, el éxito evolutivo claramente inferior de la HPr comparado con su contraparte la HHr 

parece obvio si tenemos en cuenta su sola presencia en tres satélites viroidales de plantas. La 

comparación de las HPrs de estos satélites y las dos nuevas HPrs descritas en este trabajo indica que 

estas últimas presentan una mayor similitud con la ribozima de sTRSV, pudiendo existir alguna relación 

filogenética entre ellas. De hecho la HPr encontrada en el genoma de Oryza sativa muy posiblemente se 

deba a un evento de inserción de un satélite viral. Si aceptamos esta hipótesis de la integración de un 

antiguo satélite viroidal, sería interesante en el futuro tratar de verificar si la expresión artificial de este 

satélite provocará síntomas en plantas modelo, así como tratar de co-inocular el RNA viroidal sintetizado 

in vitro en Oryza sativa junto con una gama de diversos virus de RNA específicos de arroz para 

comprobar la posible sintomatología del satélite. Si se comprueba la patogenicidad latente de este 

satélite viral integrado en el genoma de Oryza sativa cabría preguntarse si la planta podría transcribir el 

mismo durante algún proceso de estrés agravando infecciones virales, en cuyo caso se podría plantear la 

edición del genoma mediante CRISPR-CAS9 de variedades comerciales de Oryza sativa para eliminar la 

presencia del mismo. 
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6. Conclusiones 

 

Los análisis bioinformáticos y moleculares realizados en este trabajo con las ribozimas detectadas en 

secuencias de Oryza sativa y Morus australis han revelado lo siguiente. 

I) Que tanto en el genoma de Oryza sativa (cromosoma 8) como en un RNA circular detectado 

en Morus australis encontramos dos nuevas ribozimas tipo hairpin (HPr). Los centros 

catalíticos de ambas ribozimas mostraron una mayor similitud con el de sTRSV que con las 

descritas para sArmV y sCYMoV 

 

II) Que en la polaridad opuesta de las secuencias asociadas a las ribozimas HPr de Oryza sativa 

y de Morus australis encontramos la presencia de ribozimas tipo Hammerhead (HHr), de 

forma similar a lo descrito en los tres satélites virales con ribozimas HPr descritas hasta la 

fecha. 

 

III) Que la secuencia asociada a las ribozimas tipo hairpin y/o hammerhead de Oryza sativa 

constituye un elemento repetitivo en el que se define un posible monómero de 466 nt 

delimitado por dichas ribozimas. Cerca de dicho elemento repetitivo se encontró la 

secuencia parcial del pararetrovirus “Rice Tungro Bacilliform”. 

 

IV) Que ambas ribozimas, HHr y HPr, encontradas en Oryza sativa presentan actividad 

bioquímica y son funcionales in vitro aunque con una actividad limitada, no llegándose a 

completar sus autocortes en más del 60%. 

 

V) Que no se ha podido hallar evidencia de que el elemento monomérico conteniendo 

ribozimas llegue a transcribirse en los tejidos de hoja y flor de Oryza sativa, representando 

muy probablemente un evento de inserción genómica de un antiguo satélite viral. 
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ANEXO I 

 

SECUENCIA DEL DÍMERO PARCIAL 

 

AttcacgtactggacactaaagcagtccacaacttggttttgttaccgcataccaagttgctcgacatctctctacagcagaggtacgttgaatgAATT

TACAAACCTGTCGTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGGTTCTCCAGGCGCGGCCCACAAAGCCAGCCTGAT

GAGATCCTAAAGGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCACACTGGGCTT

CCCAGTCACTCCCATGTTCCTAGCTACGGTCAGAAGTATTAGGTGATTCTGCGAAAGTGCTTCACCTCCTGAGTAAT

GTGCTACAATGGTATGTTTCTTCAGGCTGCTTCTTCTGTTCATTGTCTGTGTACCCGTGAGAGTACGCTCACACCCA

TAGGCCTTGTCAGCCGTGCGATCCGTACAAACCAGGTTGTGGTCCTAGTTGACAACTAGTGATcattcaacgtacctctg

ctgtagagagatgtcgagcaacttggtatgcggtaacaaaaccaagttgtggactgctttagtgtccagtacgtgaatAAATTTACAAACCTGT

CGTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGGTTCTCCAGGCGCGGCCCACAAAGCCAGCCTGATGAGATCCTAAA

GGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCACACTGGGCTTCCCAGTCACTCC

CATGTTCCTAGCTACGGTCAATT 

Mostrado el elemento en la dirección 5’ -> 3’.En rojo se muestran las secuencias de las HHr mientras que 

en verde se marca la secuencia de la HPr, los nucleótidos marcados en minúsculas corresponden a la 

inversión en 5’. 

 

SECUENCIA DEL MONÓMERO (+) DEFINIDO POR LA HHR 

 

GTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGGTTCTCCAGGCGCGGCCCACAAAGCCAGCCTGATGAGATCCTAAAG

GACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCACACTGGGCTTCCCAGTCACTCCC

ATGTTCCTAGCTACGGTCAGAAGTATTAGGTGATTCTGCGAAAGTGCTTCACCTCCTGAGTAATGTGCTACAATGG

TATGTTTCTTCAGGCTGCTTCTTCTGTTCATTGTCTGTGTACCCGTGAGAGTACGCTCACACCCATAGGCCTTGTCAG

CCGTGCGATCCGTACAAACCAGGTTGTGGTCCTAGTTGACAACTAGTGATCATTCAACGTACCTCTGCTGTAGAGA

GATGTCGAGCAACTTGGTATGCGGTAACAAAACCAAGTTGTGGACTGCTTTAGTGTCCAGTACGTGAATAAATTTA

CAAACCTGTC 

 

Mostrado el elemento en la dirección 5’ -> 3’. En rojo se muestran las secuencias de las HHr mientras 

que en verde se marca la secuencia conservada de la HPr. 
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SECUENCIAS DE OLIGONUCLEÓTIDOS 

 

 
Oligonucleótidos Monómero 466pb 
 

99D_Rice_MonoSat (62C-75C) 
ACTGGGATCCCCAGTCACTCCCATGTTCCTAG 
99R_Rice_MonoSat (64C-75C) 
CCAGTCTAGACCACTTCTGACCAGCATAGGCC 
 

Satelite genómico y repeticiones 
 

97D_Rice_WholeSat (65C) 
GTTTGGGGGAGACTCATTCACGTAC 
97R_Rice_WholeSat (60C) 
CAACTTAAAGTAATTGACCGTAGCTAG 

 
Oligonucleótidos HPr minima 
 

100D_HPr-rice 
GGAACAGAAGAAGCAGCCTGAAG 
100R_HPr-rice 
GGGAACAGGGACTGCAGATACGGTG 

 
Oligonucleótidos HHr min 
 

101D_HHr-rice 
GAACCTGTCGTTGGATGGGTGTG 
101R_HHr-rice 
ACCTGTTTCGTCCTTTAGGATCTC 

 
Oligonucleótidos Hp2B mini 
 

106D_Hp2B 
GTATCTGCAGTCCCTGTTCCCGG 
106R_T7_pBS 
CCCTATAGTGAGTCGTATTACGCG 
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ANEXO II 

SECUENCIA ALTERNATIVA ELEMENTO GENÓMICO COMPLETO CONTENIENDO HASTA SIETE REPETICIONES 
DEL ELEMENTO OS-466. ACCESIÓN GENBANK: JSUF01012100.1.  
Verde: nucleótidos genoma de arroz que no corresponden al elemento Os-466 
Amarillo: nucleótidos de Os-466 en sentido reverso 
Negro: nucleótidos de Os-466, con nucleótidos conservados de la ribozima HHr en rojo y HPr en azul 
GGACTTTACATCATCCGAAGCAAGCTTCTGAGGCTGTCTAAATAGGATTCGCCACCCTGCAAAGATCCTAAAGTTAAAATATCTCTCGAAGTGAACA

GTATTGAACAGTAATTTAAACAATAAACTGAATAGTGTTTTTGAATAGTAATTAGCCGAATAAACAGTAAACTGAATAGTATTCAGCCGAATAAATA

GTGTTTTGAACAGTGTTTTTTTGTCTGAAGCATAAAATCAATCCAAAATGCAAGGACAGTGAATGACATTTGACTGTTAAAAATACTGTGAAGAATA

TTACTTTCGGCGGAAAAGAAAGGCGCAGGTACAAAGGTGTCTCCACCTTGGCCAATTCAAGGACAAAGTAAAGCCAAAAAGAAGATAAGCATCTCCA

TGGTGCGAGCCAGCTCGTGAAAATACAGTATCTAGAAGATAAGCTTGAAGCACAGTCGAGCCTCCCGAGCTCCTATAAAAGGAGGGGTTTGCTCAGC

TGAGAAGAACAACAATGAAGACACCATTCAGAGCAAAGCTTCCAAGCGCGCTCTCACCCTCCATTCCACCGTTCTTAGTAGTAGTGACTTTAGCCTA

CCTTGCATAGTATATTGAAGCAAGGATTTTTAACATAGCCAGTATATACATATATGTATAATAATGACACTTCTGACCAGCCGTAGTCCTATGCACT

CTATGTTGGAATTTGATATATAATAGTTGTCTATATTCGGAATTTGATATATAATAGTTGTCTATATTCTCACTAAGCTCATATTCATTAATTCTTT

CTTCAGGCTCAAGATTGGGTACTTCTAAGTTGTCGAGTTTGGGGGAGACTCATTCACGTACTGGACACTAAAGCAGTCCACAACTTGGTTTTGTTAC

CGCATACCAAGTTGCTCGACATCTCTCTACAGCAGAGGTACGTTGAATGAATTTACAAACCTGTCGTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGGTT

CTCCAGGCGCGGCCCACAAAGCCAGCCTGATGAGATCCTAAAGGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCACA

CTGGGCTTCCCAGTCACTCCCATGTTCCTAGCTACGGTCAGAAGTATTAGGTGATTCTGCGAAAGTGCTTCACCTCCTGAGTAATGTGCTACAATGG

TATGTTTCTTCAGGCTGCTTCTTCTGTTCATTGTCTGTGTACCCGTGAGAGTACGCTCACACCCATAGGCCTTGTCAGCCGTGCGATCCGTACAAAC

CAGGTTGTGGTCCTAGTTGACAACTAGTGATCATTCAACGTACCTCTGCTGTAGAGAGATGTCGAGCAACTTGGTATGCGGTAACAAAACCAAGTTG

TGGACTGCTTTAGTGTCCAGTACGTGAATAAATTTACAAACCTGTCGTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGGTTCTCCAGGCGCGGCCCACAA

AGCCAGCCTGATGAGATCCTAAAGGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCACACTGGGCTTCCCAGTCACTC

CCATGTTCCTAGCTACGGTCAGAAGTATTAGGTGATTCTGCGAAAGTGCTTCACCTCCTGAGTAATGTGCTACAATGGTATGTTTCTTCAGGCTGCT

TCTTCTGTTCATTGTCTGTGTACCCGTGAGAGTACGCTCACACCCATAGGCCTTGTCAGCCGTGCGATCCGTACAAACCAGGTTGTGGTCCTAGTTG

ACAACTAGTGATCATTCAACGTACCTCTGCTGTAGAGAGATGTCGAGCAACTTGGTATGCGGTAACAAAACCAAGTTGTGGACTGCTTTAGTGTCCA

GTACGTGAATAAATTTACAAACCTGTCGTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGGTTCTCCAGGCGCGGCCCACAAAGCCAGCCTGATGAGATCC

TAAAGGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCACACTGGGCTTCCCAGTCACTCCCATGTTCCTAGCTACGGT

CAGAAGTATTAGGTGATTCTGCGAAAGTGCTTCACCTCCTGAGTAATGTGCTACAATGGTATGTTTCTTCAGGCTGCTTCTTCTGTTCATTGTCTGT

GTACCCGTGAGAGTACGCTCACACCCATAGGCCTTGTCAGCCGTGCGATCCGTACAAACCAGGTTGTGGTCCTAGTTGACAACTAGTGATCATTCAA

CGTACCTCTGCTGTAGAGAGATGTCGAGCAACTTGGTATGCGGTAACAAAACCAAGTTGTGGACTGCTTTAGTGTCCAGTACGTGAATAAATTTACA

AACCTGTCGTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGGTTCTCCAGGCGCGGCCCACAAAGCCAGCCTGATGAGATCCTAAAGGACGAAACAGGGAC

TGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCACACTGGGCTTCCCAGTCACTCCCATGTTCCTAGCTACGGTCAGAAGTATTAGGTGATTC

TGCGAAAGTGCTTCACCTCCTGAGTAATGTGCTACAATGGTATGTTTCTTCAGGCTGCTTCTTCTGTTCATTGTCTGTGTACCCGTGAGAGTACGCT

CACACCCATAGGCCTTGTCAGCCGTGCGATCCGTACAAACCAGGTTGTGGTCCTAGTTGACAACTAGTGATCATTCAACGTACCTCTGCTGTAGAGA

GATGTCGAGCAACTTGGTATGCGGTAACAAAACCAAGTTGTGGACTGCTTTAGTGTCCAGTACGTGAATAAATTTACAAACCTGTCGTTGGATGGGT

GTGGTTGTGTCCTTGGAGGTTCTCCAGGCGCGGCCCACAAAGCCAGCCTGATGAGATCCTAAAGGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTAT

GCTGGTCAGAAGTGGTGCACACTGGGCTTCCCAGTCACTCCCATGTTCCTAGCTACGGTCAGAAGTATTAGGTGATTCTGCGAAAGTGCTTCACCTC

CTGAGTAATGTGCTACAATGGTATGTTTCTTCAGGCTGCTTCTTCTGTTCATTGTCTGTGTACCCGTGAGAGTACGCTCACACCCATAGGCCTTGTC

AGCCGTGCGATCCGTACAAACCAGGTTGTGGTCCTAGTTGACAACTAGTGATCATTCAACGTACCTCTGCTGTAGAGAGATGTCGAGCAACTTGGTA

TGCGGTAACAAAACCAAGTTGTGGACTGCTTTAGTGTCCAGTACGTGAATAAATTTACAAACCTGTCGTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGG

TTCTCCAGGCGCGGCCCACAAAGCCAGCCTGATGAGATCCTAAAGGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCA

CACTGGGCTTCCCAGTCACTCCCATGTTCCTAGCTACGGTCAGAAGTATTAGGTGATTCTGCGAAAGTGCTTCACCTCCTGAGTAATGTGCTACAAT

GGTATGTTTCTTCAGGCTGCTTCTTCTGTTCATTGTCTGTGTACCCGTGAGAGTACGCTCACACCCATAGGCCTTGTCAGCCGTGCGATCCGTACAA

ACCAGGTTGTGGTCCTAGTTGACAACTAGTGATCATTCAACGTACCTCTGCTGTAGAGAGATGTCGAGCAACTTGGTATGCGGTAACAAAACCAAGT

TGTGGACTGCTTTAGTGTCCAGTACGTGAATAAATTTACAAACCTGTCGTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGGTTCTCCAGGCGCGGCCCAC

AAAGCCAGCCTGATGAGATCCTAAAGGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCACACTGGGCTTCCCAGTCAC

TCCCATGTTCCTAGCTACGGTCAGAAGTATTAGGTGATTCTGCGAAAGTGCTTCACCTCCTGAGTAATGTGCTACAATGGTATGTTTCTTCAGGCTG

CTTCTTCTGTTCATTGTCTGTGTACCCGTGAGAGTACGCTCACACCCATAGGCCTTGTCAGCCGTGCGATCCGTACAAACCAGGTTGTGGTCCTAGT

TGACAACTAGTGATCATTCAACGTACCTCTGCTGTAGAGAGATGTCGAGCAACTTGGTATGCGGTAACAAAACCAAGTTGTGGACTGCTTTAGTGTC

CAGTACGTGAATAAATTTACAAACCTGTCGTTGGATGGGTGTGGTTGTGTCCTTGGAGGTTCTCCAGGCGCGGCCCACAAAGCCAGCCTGATGAGAT

CCTAAAGGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTCAGAAGTGGTGCACACTGGGCTTCCCAGTCACTCCCATGTTCCTAGCTACG

GTCAGAAGTATTAGGTGATTCTGCGAAAGTGCTTCACCTCCTGAGTAATGTGCTACAATGGTATGTTTCTTCAGGCTGCTTCTTCTGTTCATTGTCT

GTGTACCCGTGAGAGTACGCTCACACCCATAGGCCTTGTCAGCCGTGCGATCCGTACAAACCAGGTTGTGGTCCTAGTTGACAACTAGTGATCATTC

AACGTACCTCTGCTGTAGAGAGATGTCGAGCAACTTGGTATGCGGTAACAAAACCAAGTTGTGGACTGCTTTAGTGTCCAGTACGTGAATNTTATCA

CATCAATATATATATATATACATATGTATATATATGTATATATATATACATATATATGTGATAATATTTTTTTGTGGCACACTTCTAGATACTGTAT

TCCTTGCATAGTATATTGAAGCAAGGAGTTGTGTAATAAAGATGTGTAAGGTAAGAACAGCTTGCTTGTACCTACCTTCGGGTTTCCCGAAAGGGAA

AACCGTATGTAAGCTTATCTGTTTAATATGAAGTAATTTTCCTTAAGTATTCCTNAGGACGAAACAGGGACTGCAGATACGGTGGCCTATGCTGGTC

AGAAGTGGTGCACACTGGGCTTCCCAGTCACTCCCATGTTCCTAGCTACGGTCAATTACTTTAAGTTGTCGAGTTATATATGTATTTTTTTGTGA 
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