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I.- INTRODUCCIÓN 
 
 
 
I.1.- WEST NILE VIRUS 
 
 
I.1.1.- DESCRIPCIÓN GENERAL 
 

El West Nile virus (WNV)* fue aislado en el año 1937 a partir de la sangre de 

una mujer que sufría una enfermedad febril en el distrito West Nile (Uganda) 

[Smithburn et al., 1940]. Este virus pertenece al género Flavivirus de la familia 

Flaviviridae y se agrupa dentro del complejo antigénico de la encefalitis japonesa 

[Calisher and Gould, 2003] (Tabla I.1).  

 
 Unidad Taxonómica Ejemplos representativos 

 Género Flavivirus 

 Virus transmitidos por mosquito 

 Grupo de la encefalitis japonesa Virus de la encefalitis japonesa (JEV) 

 West Nile virus (WNV) 

 Grupo del virus del Dengue Virus del Dengue (DENV) 

 Grupo del virus de la fiebre amarilla Virus de la fiebre amarilla (YFV) 

 Género Pestivirus Virus de la diarrea viral bovina (BVDV) 

 Virus de la peste porcina clásica (CSFV) 

 Género Hepacivirus Virus de la hepatitis C (HCV)   

  
Tabla I.1.- Miembros de la familia Flaviviridae. Tabla adaptada de [Lindenbach et al., 2007]. 

 
                                                 
* En la comunidad científica de habla hispana existen discrepancias sobre la correcta traducción del 

término West Nile virus en castellano (“virus West Nile” [Jimenez-Clavero, 2009; Tenorio et al., 2009], 

“virus del Oeste del Nilo” [Fernandez-Salas et al., 2007; Vallés and Sánchez, 2000], “virus del Nilo 

Occidental” [Saiz, 2009]), por este motivo, en esta memoria de Tesis Doctoral se ha decidido utilizar la 

designación oficial adoptada por el Comité Internacional de Taxonomía de virus: West Nile virus (WNV). 
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I.1.1.1.- Filogenia 

 

Estudios filogenéticos basados en secuencias completas o parciales del 

genoma han mostrado la existencia de dos linajes principales para los aislados del 

WNV. El linaje 1 se extiende por Norte América, el Norte de África, Europa, Oriente 

Medio y Australia; el linaje 2 es endémico del sur de África y Madagascar [Burt et al., 

2002; Lanciotti et al., 1999]. Recientemente, se han descrito linajes adicionales en 

Europa central y del este (linajes 3 y 4) [Bakonyi et al., 2005; Lvov et al., 2004], y la 

India (linaje 5) [Bondre et al., 2007]. 

  

 

I.1.1.2.- Epidemiología 
 

El WNV es un arbovirus transmitido por mosquitos, generalmente del género 

Culex, y su reservorio vertebrado principal son las aves. Sin embargo, los mosquitos 

también pueden infectar muchas clases de mamíferos como humanos y caballos, así 

como anfibios y reptiles. Aunque se creía que esta infección era una vía muerta para la 

transmisión del virus debido a que no parece generar niveles de viremia de suficiente 

título para contribuir a la transmisión, un estudio ha demostrado una transmisión no-

virémica del WNV entre mosquitos que se alimentaban del mismo ratón [Higgs et al., 

2005]. En este estudio, los mosquitos sanos se infectaron con el virus alimentándose 

de un ratón sin viremia detectable del que también se alimentaban mosquitos 

infectados.  

 

Aunque la mayoría de las infecciones humanas por WNV ocurren tras la 

picadura de un mosquito infectado, otros factores de riesgo incluyen las transfusiones 

sanguíneas y transplante de órganos de donantes infectados; transmisión intrauterina 

y lactancia a través de la madre infectada; y la exposición ocupacional al virus 

(revisado en [Hayes et al., 2005]). 

 

La epidemiología del WNV está cambiando continuamente. Desde que se aisló 

por primera vez en Uganda en el año 1937 [Smithburn et al., 1940], este virus ha sido 

responsable de varios casos esporádicos y brotes importantes en humanos y equinos 

de varios países del mundo. Sin embargo, el WNV no fue considerado un problema de 

salud pública en Europa y cuenca del Mediterráneo hasta el brote en Rumanía en 

1996, y en América hasta el brote que ocurrió en la ciudad de Nueva York en 1999 con 
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una inusual mortalidad en pájaros y casos de enfermedades neurológicas severas y 

muertes en humanos y caballos [Dauphin et al., 2004]. 

 

 

I.1.1.3.- Situación en España 
 

Varias características hacen de España un lugar propicio para la introducción y 

expansión del WNV: la presencia de humedales por toda la geografía, una población 

de mosquitos Culex estable, la localización geográfica estratégica para numerosas 

aves migratorias que proceden de África y brotes recientes en animales y humanos de 

países cercanos [Bernabeu-Wittel et al., 2007]. 

 

Varios estudios han confirmado la exposición tanto de animales como de 

personas al WNV en nuestro país. Algunas especies de animales en las que se 

confirmó la exposición al WNV son caballos, aves acuáticas y águila imperial 

[Figuerola et al., 2007; Hofle et al., 2008; Jimenez-Clavero et al., 2007]. Estudios de 

seroprevalencia también han confirmado la exposición a WNV en personas de áreas 

del sur y del noreste de España [Bernabeu-Wittel et al., 2007; Bofill et al., 2006]. Pero 

sólo dos casos de personas que sufrían infección por WNV han sido documentados en 

España. En el año 2004 fue documentado el primer caso clínico de infección por WNV 

en un hombre de 21 años que había estado de vacaciones en el suroeste de España 

[Kaptoul et al., 2007]. En el año 2010 se produjo otro caso en Andalucía donde un 

hombre de 60 años fue ingresado en el Hospital de Puerto Real (Cádiz) con síntomas 

de meningitis por WNV (EL PAÍS, Sevilla, 26-09-2010).  

 

 

I.1.1.4.- Manifestaciones clínicas, diagnóstico y tratamiento 
 

La mayoría de las infecciones humanas por WNV son aparentemente 

asintomáticas [Mostashari et al., 2001]. Aproximadamente un 20% de personas 

desarrollan los síntomas como un síndrome de carácter leve denominado fiebre del 

West Nile (WNF), un proceso febril y de inicio súbito que puede acompañarse de dolor 

de cabeza, malestar, mialgias, fatiga, erupción cutánea, linfadenopatía, vómitos y 

diarrea. Generalmente, estos síntomas persisten durante 3-6 días y en la mayor parte 

de los casos desaparecen sin dejar efectos permanentes. En uno de cada 150 

pacientes, el virus alcanza el sistema nervioso central y da lugar a encefalitis, 



Introducción 
 

4 

meningitis o parálisis flácida aguda. Son especialmente vulnerables frente a la 

infección grave las personas de edad avanzada (revisado en [Kramer et al., 2007]). 

 

Tras la sospecha de una posible infección por WNV, la confirmación depende 

de la detección de anticuerpos o del ácido nucleico viral en la sangre o el fluido 

cerebroespinal (CSF) [Zhang et al., 2009]. Ya que la viremia es relativamente baja, el 

test de ácidos nucleicos, aunque bastante específico, tiene baja sensibilidad. La 

detección de IgM de WNV en el suero o CSF es el método más utilizado para la 

confirmación de diagnóstico [Kapoor et al., 2004; Martin et al., 2004]. 

 

Hasta la fecha, no ha sido aprobada ninguna terapia específica para tratar las 

infecciones por WNV en humanos, por lo que el tratamiento es fundamentalmente 

sintomático y de soporte. Varios estudios con distintas orientaciones terapéuticas que 

incluyen la utilización de ribavirina, ácido micofenólico, interferón α (IFN-α), 

anticuerpos, siRNAs, compuestos antisense, péptidos, y otras moléculas, han 

mostrado resultados en cultivo celular pero ningún ensayo clínico ha sido completado 

(revisado en [Diamond, 2009]). Tampoco existe ninguna vacuna aprobada por la FDA 

(Food and Drug Administration) para combatir la infección por WNV en humanos hasta 

la fecha. Sin embargo, hay varias vacunas en ensayo clínico [Rossi et al., 2010]. En el 

caso de caballos existen dos vacunas disponibles, una vacuna del virus inactivado y 

otra vacuna recombinante que utiliza el virus canarypox para expresar antígenos (prM 

y E) del WNV [Chang et al., 2004; Minke et al., 2004]. 

 

 
 

I.1.2.- El VIRUS 
 

I.1.2.1.- La partícula viral 
 

El WNV es un virus de RNA con envuelta. La técnica de microscopía 

electrónica mostró que los viriones del WNV tienen una simetría icosaédrica y un 

diámetro aproximado de 50 nm.  La capa más externa contiene las proteínas de la 

envuelta (E) y membrana (M) embebidas en una bicapa lipídica, formando la envuelta 

del virión. Dentro de la envuelta está la nucleocápsida que contiene múltiples copias 

de la proteína cápsida y el RNA genómico [Mukhopadhyay et al., 2003] (Fig. I.1, panel 

superior). 
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I.1.2.2.- El genoma 
 

El genoma viral tiene aproximadamente 11000 nucleótidos de longitud, que 

comprende una región 5’ no traducible (5’UTR), un único marco abierto de lectura y 

una región 3’ no traducible (3’UTR). Presenta una estructura cap tipo 1 (m7GpppAm) 

en el extremo 5’ [Cleaves and Dubin, 1979] y el extremo 3’ no está poliadenilado 

[Wengler, 1981] sino que presenta una estructura secundaria estable [Brinton et al., 

1986] (Fig. I.1, panel inferior). El marco abierto de lectura codifica una poliproteína que 

es procesada por proteasas virales y celulares en tres proteínas estructurales (cápsida 

[C], premembrana [prM] o membrana [M], y envuelta [E]) y siete proteínas no 

estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5) (Fig. I.1, panel inferior). 

Las proteínas estructurales están implicadas en la formación de la partícula viral. Las 

proteínas no estructurales están implicadas en la replicación del RNA viral [Lindenbach 

et al., 2007], ensamblaje del virión [Kummerer and Rice, 2002; Liu et al., 2003] y 

evasión de la respuesta innata immune del hospedador [Liu et al., 2005; Munoz-Jordan 

et al., 2003]. 
 

 
Fig. I.1.- Virión y genoma del WNV. El 

panel superior muestra imágenes de 

microscopía crio-electrónica del virión del 

WNV. El panel inferior muestra la 

organización genómica del virus. Se indica 

que la proteína NS3 es una serín proteasa 

(con NS2b como cofactor), RNA trifosfatasa 

(RTPasa), nucleósido trifosfatasa (NTPasa) 

y helicasa. La proteína NS5 es una 

polimerasa de RNA dependiente de RNA 

(RdRp) y metiltransferasa (MTasa).  Figura 

adaptada de [Kramer et al., 2007]. 

 

 

 

I.1.2.3.- Ciclo de replicación 
 

El ciclo de replicación de los flavivirus consiste en cuatro etapas principales: 

anclaje/entrada, traducción, replicación y ensamblaje/salida. En la figura I.2 se resume 

esquemáticamente este ciclo. 
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Fig. I.2.- Ciclo de replicación. (1) Interacción de la partícula viral con un receptor o receptores de la 

célula. (2) Internalización a través de una ruta endocítica dependiente de clatrina [Chu and Ng, 2004]. (3) 

La acidificación del compartimento endosomal resulta en la fusión de las membranas viral y endosomal y 

(4) la liberación de la nucleocápsida en el citoplasma [Modis et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2005]. (5) 

Traducción dependiente de cap en la membrana del retículo endoplasmático (RE). (6) La poliproteína es 

procesada co y post-traduccionalmente por proteasas virales y celulares. (7) La hebra positiva del RNA 

genómico “ssRNA(+)” es copiada en la hebra complementaria de polaridad negativa “ssRNA(-)”, la cual 

sirve como molde para la síntesis de más RNA genómico de polaridad positiva [Chu and Westaway, 1985; 

Lindenbach et al., 2007]. (8) Ensamblaje de la nucleocápsida. (9) Los viriones maduran a través de la via 

de secreción del RE-Golgi y (10) las progenies de virus son liberados por exocitosis. 

 

 

I.1.2.4.- Regiones terminales del genoma del WNV 
 

Las regiones terminales del genoma del WNV han sido muy estudiadas. 

Ensayos de determinación de la estructura secundaria del RNA con RNasas 

específicas de simple y doble cadena han demostrado que los nucleótidos terminales 

de los extremos 5’ y 3’ del genoma del WNV forman estructuras tallo-lazo como las 

predichas por programas de plegamiento termodinámico [Dong et al., 2008] (Fig. I.3). 

La región 5’UTR del virus contiene 96 nucleótidos y está altamente conservada en los 

flavivirus. Contiene dos tallos-lazo (SL1 y SL2) implicados en distintos procesos 

importantes del ciclo viral. El tallo-lazo SL1 tiene aproximadamente 70 nucleótidos de 

longitud y es esencial para la replicación viral por su unión con la proteína NS5 [Li et 
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al., 2010]. Esta interacción NS5/5’SL1 junto con la circularización del genoma podría 

facilitar la unión de NS5 al extremo 3’ del genoma para el inicio de la síntesis de la 

hebra negativa del RNA [Dong et al., 2008]. El tallo-lazo SL2 contiene el codón de 

inicio AUG y una región corriente arriba denominada 5’UAR implicada en una 

interacción a larga distancia con una región presente en el extremo 3’ (3’UAR). La 

conformación de la estructura del tallo-lazo SL2 no es importante para la traducción 

del WNV [Zhang et al., 2008]. El primer tallo-lazo tras el codón de inicio de la 

traducción (SL3 o elemento cHP) es requerido para la síntesis de RNA del WNV 

[Clyde et al., 2008]. 

 

Los últimos 96 nucleótidos de la región 3’UTR forman dos estructuras tallo-lazo 

adyacentes, las cuales se unen a proteínas de replicación virales y celulares y parecen 

funcionar como un promotor para la síntesis de la hebra negativa [Davis et al., 2007]. 

La existencia de un gran tallo-lazo formado por los últimos 79 nucleótidos en la región 

3’ del WNV fue confirmado previamente por Brinton et al. [Brinton et al., 1986]. En este 

tallo-lazo se encuentra el elemento de secuencia denominado 3’UAR implicado en una 

interacción a larga distancia con la región 5’. Se ha encontrado un pseudoknot entre 

las dos estructuras tallo-lazo del extremo 3’ que podría jugar un papel importante en el 

reconocimiento de dicho extremo por proteínas virales y celulares durante el inicio de 

la replicación viral [Shi et al., 1996]. 

 

La circularización del genoma de los flavivirus es esencial para la replicación 

viral. Tres interacciones a larga distancia permiten la circularización del RNA genómico 

del WNV: 5’UAR/3’UAR (upstream AUG region), 5’CS/3’CSI (conserved sequence) y 

5’DAR/3’DAR (downstream AUG region) (Fig. I.3). La interacción 5’UAR/3’UAR ya ha 

sido comentada anteriormente. La segunda interacción 5’CS/3’CSI está mediada por el 

apareamiento del elemento de secuencia conservado 5’CS que se localiza en la región 

N-terminal del gen de la cápsida y el elemento 3’CSI localizado en la región 3’UTR. La 

interacción 5’DAR/3’DAR se produce por unas secuencias situadas corriente abajo del 

codón de inicio de la traducción y, según análisis de secuencia para el WNV, consta 

de las interacciones 5’DARI/3’DARI y 5’DARII/3’DARII [Zhang et al., 2010]. La 

circularización del genoma conlleva un cambio conformacional que deja algunos de los 

nucleótidos 3’ terminales del RNA genómico como simple cadena [Dong et al., 2008].  
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Fig. I.3.- Estructuras tallo-lazo terminales e interacciones a larga distancia en el genoma del WNV. 
Se muestra la estructura secundaria que adopta la secuencia de nucleótidos de la región 5’ y 3’ del 

genoma del WNV según el programa mfold. Las secuencias de nucleótidos implicadas en las 

interacciones a larga distancia 5’CS/3’CSI, 5’UAR/3’UAR, 5’DARI/3’DARI y 5’DARII/3’DARII se marcan en 

color verde, azul, marrón y naranja respectivamente; su interacción se representa con una línea del 

mismo color. Las interacciones implicadas en el pseudoknot de la región 3’ se representan con líneas 

discontinuas rojas. El codón de inicio AUG se indica en color gris. Figura adaptada de [Zhang et al., 2010]. 
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I.2.- MIMETISMO MOLECULAR 
 

El mimetismo (del griego µιµητός, imitable) es una habilidad que ciertos seres 

vivos poseen para asemejarse a otros de su entorno (con los que no guarda relación) 

y a su propio entorno para obtener alguna ventaja funcional. Los casos más conocidos 

afectan a la percepción visual, pero también hay ejemplos de mimetismo auditivo, 

olfativo o táctil. Esta estrategia no sólo queda restringida a animales y plantas sino que 

se da también a nivel molecular y en este contexto se denomina mimetismo molecular. 

El mimetismo molecular debe ser un mecanismo antiguo que probablemente se originó 

en el mundo RNA donde estructuras tridimensionales específicas conferían funciones 

únicas a diferentes RNAs [Nakamura, 2001]. El mimetismo molecular ha evolucionado 

por diferentes razones. Una es el obvio beneficio de supervivencia en casos donde los 

patógenos usan el mimetismo molecular para engañar las defensas del hospedador. 

Otra razón debe ser la adquisición de funciones más eficientes. Y otra razón 

importante es la competición en la regulación génica [Tsonis and Dwivedi, 2008]. El 

término mimetismo molecular se ha empleado especialmente en el campo de la 

biología molecular de los virus RNA y en la inmunología. 

 

En el caso del RNA, el mimetismo está relacionado con la estructura 

secundaria y terciaria que adopta la molécula, pues es la estructura la que determina 

muchas de sus funciones biológicas. Se puede aplicar el término mimetismo para 

aquellos casos donde la estructura de una molécula de RNA ha evolucionado para 

interaccionar con una proteína o complejo macromolecular que normalmente 

interacciona con un RNA o molécula biológica diferente  [Springer et al., 1998]. 

  

Uno de los ejemplos más conocidos de mimetismo del RNA son las estructuras 

tipo tRNA (TLS). Estas estructuras, que mimetizan propiedades estructurales de los 

tRNAs, han sido encontradas en el extremo 3’ de muchos RNAs genómicos de virus 

de plantas (Fig. I.4). La primera estructura tipo tRNA identificada en un genoma viral 

fue en el extremo 3’ del genoma del turnip yellow mosaic virus (TYMV) tras 

demostrarse que la valina podía ser unida covalentemente al extremo 3’ del RNA viral 

por una reacción catalizada por la valina-tRNA sintetasa (ValRS) [Pinck et al., 1970; 

Yot et al., 1970]. El mimetismo del tRNA no solo se restringe a la aminoacilación, 

también concierne la interacción del RNA viral con otras proteínas como factores de 

elongación [Joshi et al., 1986; Litvak et al., 1973], tRNA nucleotidil-transferasa [Litvak 

et al., 1973] y RNasa P [Prochiantz and Haenni, 1973].  
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Fig. I.4.- Estructura cristalina del 

tRNAPhe (A) y modelos de 

estructura para el turnip yellow 

mosaic virus (TYMV) (B) y brome 

mosaic virus (BMV) (C). Figura 

adaptada de [Hammond et al., 

2009]. 

 

 

Recientemente, la RNasa P humana ha permitido encontrar in vitro una 

estructura tipo tRNA en el IRES del virus de la hepatitis C (HCV) [Nadal et al., 2002] y 

otros IRES de virus relacionados como el virus de la peste porcina clásica (CSFV) y el 

virus de la diarrea viral bovina (BVDV); y de virus no relacionados como el virus de la 

encefalomiocarditis y el virus de la parálisis del grillo [Lyons and Robertson, 2003]. La 

utilización de la subunidad de RNA de la RNasa P de la cianobacteria Synechocystis 

sp. ha permitido corroborar la existencia de la estructura tipo tRNA en el IRES de HCV 

[Sabariegos et al., 2004], y también ha permitido reconocer un motivo localizado en la 

región apical del dominio central del IRES del virus de la enfermedad de pie y boca 

(FMDV) [Serrano et al., 2007]. 

 

Otra estrategia mimética, propuesta por algunos grupos, se establece cuando 

un RNA mimetiza los requerimientos estructurales necesarios para ser reconocidos 

por algunas enzimas con motivos de unión a RNA de doble cadena como la RNasa III 

y la proteína quinasa dependiente de RNA (PKR) [Circle et al., 1997; Robertson, 

1982]. Es el caso, por ejemplo, de RNAs con estructuras secundarias complejas que 

mediante dimerización o apilamiento coaxial de hélices cortas mimetizan un RNA de 

doble cadena con un mínimo de 33 pares de bases necesarias para ser reconocido 

por la PKR [Bevilacqua et al., 1998; Cohen-Chalamish et al., 2009; Heinicke et al., 

2009]. O el caso del dominio II del IRES del HCV que, a pesar de que consiste en 

varias bases apareadas interrumpidas por lazos internos y burbujas, parece adoptar la 

conformación A de la hélice de un dsRNA perfecto que imita los requerimientos de la 

PKR [Toroney et al., 2010] (Fig. I.5).  
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Fig. I.5.- Comparación estructural del 
dominio II del IRES de HCV con un dsRNA de 
19 pares de bases. (A) Estructura secundaria 

del dominio II que comprende los nucleótidos 59 

al 109 en la secuencia del HCV, y de un dsRNA 

de 19 pares de bases. Las regiones apareadas 

en el dominio II se indican como P2, P3 y P4. 

Las regiones desapareadas correspondientes a 

los lazos internos se indican como L2 y L3, y se 

enmarcan con un recuadro. (B) Modelo 

estructural del puente azúcar-fosfato de (A). Los 

residuos del dominio II se representan en color rojo y los del dsRNA de 19 pares de bases en marrón. Los 

grupos 2’-hidroxilo se representan mediante esferas. Los corchetes indican la posición del lazo L2 y L3, y 

la flecha indica el 2’-hidroxilo de la posición G94 del dominio II. Los nucleótidos 59-73, 95-105 y 107-109 

se ajustaron a los nucleótidos 1-15, 24-34 y 36-38, respectivamente; y los nucleótidos 90-93, a los 

nucleótidos 19-17 y 23 de la conformación A de la hélice. Los nucleótidos del dominio II que no encajan 

en el modelo de estructura (A74, G75, C76, G94 y U106) se muestran en color morado. Los nucleótidos 

20 y 21 del dsRNA de 19 pares de bases no se muestran. Figura adaptada de [Toroney et al., 2010]. 

 
 

 

La utilización de la RNasa III de E. coli como herramienta de análisis del RNA 

ha permitido el descubrimiento de una interacción a larga distancia que flanquea el 

IRES de HCV. Varios nucleótidos de la región de simple cadena situada entre el 

dominio I y II, y del dominio VI interaccionan formando una región de doble cadena 

que es reconocida y procesada por esta ribonucleasa [Beguiristain et al., 2005].  

 

En este trabajo se han buscado motivos estructurales en los primeros 702 

nucleótidos del genoma del WNV que mimetizan los requerimientos necesarios para el 

reconocimiento de varios enzimas miembros de la familia de la RNasa III y RNasa P, a 

los cuales nos referiremos como dominios tipo RNA de doble cadena y tRNA 

respectivamente, a lo largo de esta memoria. Estas ribonucleasas son específicas de 

estructura secundaria y terciaria del RNA, y en los próximos capítulos de la 

Introducción se profundizará más en cada una de ellas.  
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I.3.- RNasa III 
 

Los miembros de la familia ribonucleasa III (RNasa III) son endoribonucleasas 

específicas de RNA de doble cadena (dsRNA). Todos los miembros de esta familia 

contienen un dominio ribonucleasa característico que se denomina comúnmente 

“dominio RNasa III” [MacRae and Doudna, 2007]. Esta familia se ha subdividido en 

tres clases diferenciadas en base a sus dominios [Blaszczyk et al., 2001; Lamontagne 

et al., 2001]: 

 Clase I: Contienen un único dominio ribonucleasa y un dominio de unión a dsRNA 

(dsRBD). Representada por la RNasa III de Escherichia coli, es la más estudiada y 

mejor caracterizada de la familia RNasa III. 

 Clase II: Contienen un dsRBD y dos dominios ribonucleasa, los cuales son 

comúnmente denominados como RNasa IIIa y IIIb. La clase 2 de la familia RNasa III 

está representada por Drosha. 

 Clase III: Típicamente contienen dos dominios ribonucleasa, un dsRBD y un dominio 

N-terminal RNA helicasa/ATPasa seguido por un pequeño dominio de función 

desconocida  denominado DUF283 (Domain of Unknown Function 283) y un dominio 

PAZ (Piwi Argonaute Zwille). La clase 3 de la familia RNasa III es también conocida 

como la familia de enzimas Dicer [Bernstein et al., 2001].  
 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. I.6.- Representación esquemática de los dominios que constituyen cada clase de la familia 
RNasa III. RIII: dominio ribonucleasa; dsRBD: dominio de unión a dsRNA; Helicasa/ATPasa: dominio RNA 

helicasa/ATPasa; DUF283: Domain of Unknown Function 283; PAZ: dominio Piwi Argonaute Zwille. 

 

 

Los miembros de la familia RNasa III son fosfodiesterasas y requieren un ión 

metálico divalente para hidrolizar los puentes fosfodiéster, dejando productos con 

extremos 5’-fosfato y 3’-hidroxilo con dos nucleótidos 3’ protuberantes en la doble 

hebra cortada [MacRae and Doudna, 2007; Robertson and Dunn, 1975]. 
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I.3.1.- RNasa III de Escherichia coli 
 

La RNasa III de Escherichia coli (Ec-RNasa III) fue detectada por primera vez 

en el año 1967 por Eladio Viñuela y Charles Weissmann (resultados sin publicar), y 

por Robertson et al. [Robertson et al., 1967] como una enzima que digería 

específicamente dsRNA; y fue purificada en el año 1968 [Robertson et al., 1968]. 

Todos los genomas bacterianos caracterizados contienen un gen para la RNasa III. 

Esta conservación sugiere que esta ribonucleasa debe estar implicada en una o más 

funciones celulares de importancia fundamental [Nicholson, 2003]. La Ec-RNasa III 

juega un papel clave en la maduración y degradación de diversos RNAs celulares y 

virales. Está implicada en la maduración de los RNAs ribosomales (rRNAs) siendo la 

responsable de cortar el transcrito primario rRNA 30S para dar lugar a los precursores 

inmediatos del rRNA 16S, 23S y 5S [Srivastava and Schlessinger, 1990] (Fig. I.7.A). 

También está implicada en la maduración de mRNAs. La RNasa III lleva a cabo el 

procesamiento de cinco regiones intercistrónicas del precursor temprano del mRNA 

policistrónico del bacteriófago T7 (Fig. I.7.B) proporcionando especies maduras. Esta 

acción es importante para la traducción óptima de varios de esos mRNAs [Dunn and 

Studier, 1983]. Pero la acción de esta ribonucleasa también puede iniciar la 

degradación de algunos mRNAs. El corte en sitios específicos de la región 5’ no 

traducible (5’UTR) del mRNA de la polinucleótido fosforilasa (PNPasa) promueve su 

rápida degradación por otras ribonucleasas [Jarrige et al., 2001]. La RNasa III también 

autorregula su producción a través de sitios específicos de corte en la región 5’UTR de 

su mRNA que promueven su degradación (Fig. I.7.C) [Bardwell et al., 1989; 

Matsunaga et al., 1996; 1997]. 
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Fig. I.7.- Ejemplos de algunos sustratos para la Ec-RNasa III. (A) El precursor rRNA 30S es procesado 

por la Ec-RNasa III. Se muestra la secuencia de corte para el rRNA 16S y 23S; y los cortes se indican 

mediante flechas. (B) El precursor temprano del mRNA policistrónico del bacteriófago T7 es procesado 

por la Ec-RNasa III en cinco regiones intercistrónicas. Se muestra la secuencia de un fragmento del 

transcrito correspondiente al gen 1.1 (R1.1) y el sitio de corte en dicho RNA se indica con una flecha. (C) 

En el panel superior de la figura se muestra el operón rnc de E. coli con sus tres genes multifuncionales 

rnc, era y rerO. La RNasa III es codificada por el gen rnc. En el panel inferior se muestra parte de la 

estructura de la región 5’ del mRNA de la RNasa III y mediante flechas se indican los cortes que produce 

dicha ribonucleasa en esta región. Figura tomada de [Nicholson, 2003]. 

 

 

La Ec-RNasa III pertenece a la clase I de la familia RNasa III. Presenta un 

dominio ribonucleasa en el extremo N-terminal y un dominio de unión a dsRNA 

(dsRBD) en el extremo C-terminal (Fig. I.6, clase I). Funciona como un homodímero 

cuya dimerización ocurre a través de los dominios ribonucleasa. Los dos dominios 

ribonucleasa se combinan para formar un único centro de procesamiento con cada 

dominio contribuyendo a la hidrólisis de una hebra de RNA del sustrato dúplex que 

genera productos con 2 nucleótidos 3’ protuberantes [Zhang et al., 2004] (Fig. I.8).  
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Fig. I.8.- Modelo de corte para la Ec-RNasa III 
propuesto por Zhang et al. [Zhang et al., 2004]. A y 

B representan las dos subunidades del homodímero. 

Los residuos E110 y D44 de cada centro catalítico son 

los responsables de la generación de los productos 

con 2 nucleótidos 3’ protuberantes. Figura tomada de 

[Zhang et al., 2004]. 
 

 

 
 

Una cuestión desconcertante ha sido cómo esta ribonucleasa selecciona su 

sitio de corte. Los sitios de corte de los sustratos para la RNasa III bacteriana son 

determinados por elementos estructurales y de secuencia del RNA, también 

denominados “epítopos reactivos”. La longitud de la hélice es un epítopo reactivo 

primario, los sustratos de la Ec-RNasa III normalmente exhiben dos vueltas de hélice 

de dsRNA [Robertson, 1982]. El apilamiento coaxial de hélices cortas puede 

proporcionar una hélice casi continua de suficiente longitud para permitir el corte. Es lo 

que ocurre en el caso del sistema de RNAs hok/sok del plásmido R1 de E. coli [Franch 

et al., 1999] (Fig. I.9.A). La interacción del RNA Sok con el mRNA hok provoca el corte 

por la Ec-RNasa III que impide la traducción del último. Otro epítopo reactivo basado 

en estructura incluye lazos internos. Aunque la reacción estándar implica el corte de 

ambas hebras del dsRNA, la presencia de un lazo interno puede dirigir el corte de un 

único fosfodiéster [Robertson, 1982]. Este tipo de corte proporciona estructuras tallo-

lazo en el extremo 3’ que contribuyen a su estabilidad química bloqueando la acción 

de exoribonucleasas 3’-5’ [Panayotatos and Truong, 1985]. Un estudio ha mostrado 

que la asimetría y tamaño del lazo interno más que la secuencia, son los 

determinantes primarios de la especificidad del corte del sitio único [Calin-Jageman 

and Nicholson, 2003a]. Un motivo bulge-hélice-bulge puede permitir la unión de la Ec-

RNasa III pero inhibir el corte actuando como “antideterminante catalítico” [Calin-

Jageman and Nicholson, 2003b]. La secuencia de pares de bases también participa 

controlando la reactividad del sustrato y puede también dirigir la selección del sitio 

diana. Un estudio realizado con diferentes variantes del RNA R1.1 propuso que la 

RNasa III reconocía su sustrato mediante la unión a dos regiones específicas de 

apareamiento Watson-Crick denominadas caja proximal (pb) y caja distal (db) (Fig. 

I.9.B), y que la unión de la ribonucleasa era inhibida por la presencia de 
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apareamientos Watson-Crick desfavorables (antideterminantes) en dichas cajas 

[Zhang and Nicholson, 1997]. Este mecanismo de selección del sitio de corte no 

implica determinantes de reconocimiento de secuencias positivas. Sin embargo, otro 

estudio posterior llevado a cabo por el mismo grupo [Pertzev and Nicholson, 2006] 

mostró que pares de bases específicas funcionan como determinantes de 

reconocimiento positivo. Así, elementos positivos y negativos (antideterminantes) 

cooperan para identificar el sitio de corte y controlan la reactividad de la Ec-RNasa III.  
 

 

 

 
 
 
 
 

Fig. I.9.- Ejemplos de epítopos reactivos de la Ec-
RNasa III. (A) Apilamiento coaxial en la interacción del 

RNA Sok-mRNA hok. Mediante flechas se indican los 

sitios de corte. Figura adaptada de [Nicholson, 2003]. 

(B) Secuencia y estructura secundaria de una de las 

variantes del RNA R1.1 donde se indican las cajas 

proximal (pb) y distal (dp), y los sitios de corte se 

señalan mediante flechas. Figura tomada de [Pertzev 

and Nicholson, 2006].  

 

 

 

 

Varios estudios sobre la influencia de la fuerza iónica en la especificidad de 

corte de la RNasa III de E. coli han mostrado que los sitios de corte primarios son 

aquellos donde el corte se lleva a cabo in vivo y son reconocidos por la ribonucleasa 

en presencia de magnesio (Mg2+) y una relativamente alta concentración de sal 

monovalente (0’15-0’3M) in vitro. Una concentración más baja de sal monovalente y/o 

reemplazando Mg2+ por Mn2+ promueve el corte de sitios adicionales (secundarios) in 

vitro que no son reconocidos normalmente in vivo. Esta característica podría ayudar a 

determinar la probabilidad de que un corte de la RNasa III observado in vitro pueda 

ocurrir in vivo [Dunn, 1976; Gross and Dunn, 1987].   
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I.3.2.- RNasa III DICER 
 

La ribonucleasa Dicer es un miembro de la familia RNasa III de clase III. Dicer 

se ha encontrado en todos los eucariotas estudiados hasta la fecha, con la excepción 

de Sacharomyces cerevisiae. El número de genes que codifica proteínas tipo Dicer 

varía de uno a cuatro según el organismo. Gusanos y vertebrados codifican una única 

proteína Dicer; Drosophila codifica dos, Dicer-1 (implicada en el procesamiento de los 

pre-miRNAs) y Dicer-2 (implicada en el procesamiento de los dsRNAs exógenos) 

[Hammond, 2005]; y Arabidopsis thaliana codifica cuatro proteínas tipo Dicer (DCL1 a 

DCL4). En plantas, DCL1, DCL3 y DL4 se localizan en el núcleo de acuerdo con el 

papel nuclear de estas proteínas [Hiraguri et al., 2005; Xie et al., 2004]. En la levadura 

Schizosaccharomyces pombe Dcr1 se ha encontrado también en el núcleo [Emmerth 

et al., 2010]. En células de mamífero Dicer ha sido localizada en el citoplasma [Billy et 

al., 2001; Provost et al., 2002].  
 

Dicer es una enzima clave en el proceso de interferencia de RNA (RNAi). En 

humanos, Dicer es responsable del procesamiento de precursores tallo-lazo conocidos 

como pre-microRNAs a microRNAs (miRNAs) maduros [Hutvagner et al., 2001] y del 

RNA de doble cadena (dsRNA) a RNAs interferentes pequeños (siRNAs) [Elbashir et 

al., 2001]. En la figura I.10 se muestra un esquema que resume la ruta de interferencia 

de RNA en humanos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. I.10.- (A) Los siRNAs derivan 

principalmente de largas moléculas de 

dsRNA exógenas. Dicer procesa estos 

dsRNA para producir dúplex de ~21-25 

nucleótidos (siRNAs). El siRNA es 

incorporado al complejo de 

silenciamiento inducido por RNA 

(RISC), un complejo formado por una 

proteína Argonauta, Dicer y una 
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proteína de unión al dsRNA conocida como TRBP en humanos. Para simplificar, en la figura, el RISC se 

representa sólo por la proteína Argonauta AGO2. Una de las hebras del dúplex se asocia por 

complementariedad con su RNA diana produciendo su degradación. (B) Los miRNAs se transcriben a 

partir de genes endógenos como transcritos primarios (pri-miRNAs) de estructura tallo-lazo que contiene 

~65-70 nucleótidos. Este pri-miRNA es procesado en el núcleo por Drosha para producir el precursor del 

miRNA (pre-miRNA). Este pre-miRNA es exportado al citoplasma donde Dicer lo procesa para dar lugar al 

miRNA maduro. El miRNA incorporado al RISC regula la traducción de los mRNAs diana. Figura tomada 

de [Jinek and Doudna, 2009]. 

 
 

In vitro, la RNasa Dicer humana es mucho más rápida procesando sustratos 

pre-miRNA que sustratos pre-siRNA bajo condiciones de “single turnover” (en las que 

la enzima se encuentra en exceso molar) y de “multiple turnover” (en la que el sustrato 

se utiliza en exceso molar), siendo prácticamente incapaz de procesar el pre-siRNA 

frente al pre-miRNA en las mismas condiciones de “multiple turnover” [Chakravarthy et 

al., 2010]. 

 

En humanos, Dicer es una gran proteína de 220 kDa que además de dos 

dominios tipo RNasa III (RIIIa y RIIIb) y un dominio de unión a dsRNA (dsRBD) en el 

extremo C-terminal, tiene un dominio N-terminal RNA helicasa/ATPasa seguido por un 

pequeño dominio de función desconocida (DUF283) y un dominio PAZ (Fig. I.6, clase 

III). Los dos dominios ribonucleasa funcionan como un dímero intramolecular y forman 

un único centro de procesamiento de dsRNA. Cada domino contribuye a la hidrólisis 

de una hebra del dsRNA que genera productos con 2 nucleótidos 3’ protuberantes 

[Zhang et al., 2004] (Fig. I.11.A). La estructura cristalina de la ribonucleasa Dicer de 

Giardia intestinalis mostró que los 2 nucleótidos 3’ protuberantes del sustrato se 

localizan en el bolsillo hidrofóbico del domino PAZ y los 65 Å de distancia que existen 

entre el sitio activo del dominio RIIIa al bolsillo del dominio PAZ coincide con la 

longitud de 25 pares de bases de dsRNA propio de los fragmentos de RNA producidos 

por Dicer Giardia [Macrae et al., 2006] (Fig. I.11.B). En humanos, Dicer produce 

dsRNAs de 21-23 nucleótidos de longitud, por lo que esta distancia es probablemente 

más corta, sugiriendo que la ribonucleasa Dicer humana puede tener un conector de 

hélice más corto [MacRae and Doudna, 2007].  
 

 

 



Introducción 
 

19 

 
Fig. I.11.- Modelo de corte para Dicer. (A) Modelo de procesamiento del dsRNA por Dicer según Zhang 

et al. [Zhang et al., 2004]. Los dos dominios RNasa III (RIIIa y RIIIb) funcionan como un dímero 

intramolecular y forman un único centro de procesamiento del dsRNA. Cada dominio de Dicer se 

representa en un color diferente. Los cortes en el RNA se indican mediante flechas. Figura adaptada de 

[Zhang et al., 2004].  (B) Representación de Dicer Giardia con el dsRNA. Las flechas amarillas indician los 

sitios de corte en el RNA. Los iones metálicos del centro activo se representan como esferas moradas. La 

distancia entre el extremo 3’ del dsRNA unido al dominio PAZ y el sitio activo del dominio RIIIa (65 Å) 

determina la longitud del RNA producto (25 pares de bases). Figura adaptada de [MacRae and Doudna, 

2007]. 

 

 

Sin embargo, como se demuestra en el trabajo de Zhang et al. del 2002 [Zhang 

et al., 2002], Dicer es capaz también de iniciar el proceso, aunque menos efectivo, en 

sitios internos del sustrato de dsRNA.  

 

Varios estudios sugieren que una o más enzimas tipo Dicer codificadas en 

plantas son capaces de reconocer dúplex imperfectos en RNAs virales y procesarlos 

en pequeños RNAs como en el caso del Cymbidium ringspot virus (CymRSV) [Molnar 

et al., 2005] y del RNA satélite del Cucumber mosaic virus (CMV-satRNA) [Du et al., 

2007]. Virus humanos tales como Epstein-Barr virus (EBV) [Pfeffer et al., 2004], human 

cytomegalovirus (HCMV) [Pfeffer et al., 2005] o Kaposi’s sarcoma-associated 

herpesvirus (KSHV) [Cai et al., 2005; Pfeffer et al., 2005] también albergan estructuras 

secundarias tallo-lazo que representan una fuente de miRNAs. Otro estudio más 

reciente ha demostrado que el elemento TAR del HIV-1, que se pliega formando una 

estructura tallo-lazo en la región 5’ de los mRNAs de este virus, representa una fuente 

de miRNAs implicados en el proceso de silenciamiento de RNA [Ouellet et al., 2008]. 
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I.4.- RNasa P 
 

La ribonucleasa P (RNasa P) fue descubierta en extractos de Escherichia coli 

en el año 1972 [Robertson et al., 1972] y, posteriormente, en las células de los tres 

dominios de la vida (Bacteria, Archaea y Eukarya) [Walker and Engelke, 2006]. El 

principal papel biológico de esta ribonucleasa es la maduración del extremo 5’ de los 

precursores de los RNAs de transferencia (pre-tRNAs) (Fig. I.12). La RNasa P cataliza 

la hidrólisis de un puente fosfodiéster generando productos con extremos 5’-fosfato y 

3’-hidroxilo, y su actividad es dependiente de cationes divalentes [Guerrier-Takada et 

al., 1983]. 
 

Fig. I.12.- Maduración del extremo 5’ del pre-
tRNA. En presencia de cationes divalentes 

(Mg2+), la RNasa P cataliza la hidrólisis de un 

puente fosfodiéster en el pre-tRNA liberando la 

secuencia 5’-líder y generando tRNAs con 

extremos 5’ maduros. Los nuevos extremos 

generados tras el corte por la RNasa P son extremos 5’-fosfato y 3’-hidroxilo. Figura adaptada de [Vioque 

and Altman, 2001]. 

 

 

La RNasa P es una ribonucleoproteína que consiste en una única subunidad de 

RNA y una o más proteínas. Aunque el componente proteico no es necesario para el 

corte del RNA in vitro, ambos componentes son esenciales in vivo [Mann et al., 2003]. 

La composición proteica de la RNasa P difiere entre bacterias (una sola proteína), 

arqueas (4 o 5 subunidades proteicas diferentes) y eucariotas (hasta 10 componentes 

proteicos diferentes) [Hartmann and Hartmann, 2003]. 

 

El descubrimiento de que el componente RNA de la RNasa P bacteriana de E. 

coli y B. subtilis [Guerrier-Takada et al., 1983], de algunos arqueas [Pannucci et al., 

1999] y de la RNasa P eucariota de humanos y Giardia lamblia [Kikovska et al., 2007] 

presenta actividad catalítica en ausencia de proteína bajo condiciones específicas in 

vitro, ha hecho que la RNasa P sea considerada como un ribozima. Aunque 

actualmente se han encontrado algunas excepciones donde la RNasa P basada en 

RNA ha sido reemplazada por enzimas basadas en proteínas, como en cloroplastos 

de espinacas [Thomas et al., 2000], mitocondria humana [Holzmann et al., 2008] y, 

más recientemente, en la mitocondria y cloroplastos de Arabidopsis thaliana [Gobert et 

al., 2010].  
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La RNasa P puede cortar variedad de sustratos, y el pre-tRNA es un sustrato 

común entre todos los organismos. Se ha publicado recientemente un trabajo con la 

estructura cristalina de la holoenzima RNasa P de Thermotoga maritima en complejo 

con el tRNAPhe [Reiter et al., 2010] (Fig. I.13.C). Las interacciones encontradas en este 

complejo coinciden con lo descrito en estudios bioquímicos previos. La estructura del 

complejo muestra que el reconocimiento del tRNA por la RNasa P incluye los lazos D y 

TψC en el tRNA, y las regiones conservadas CR-II y CR-III en el dominio S del RNA 

de la RNasa P. Estas regiones presentan secuencias y estructuras altamente 

conservadas y sugiere un modo de reconocimiento universal en todas las RNasas P. 

Además de los lazos D y TψC, existen otras interacciones con el tallo aceptor y el 

extremo 3’ del tRNA. El reconocimiento RNA-RNA ocurre a través de 

complementariedad de formas, contactos intermoleculares e interacciones de pares de 

bases. La estructura del complejo indica además que la RNasa P presenta un 

mecanismo catalítico con al menos dos iones metálicos. 
 

 
 

 
Fig. I.13.- Estructura del tRNA y del complejo 
RNasa P-tRNA. (A y B) Modelo de “hoja de 

trébol” (A) y modelo tridimensional (B) del 

esqueleto general de un tRNA. Los tallos-lazos 

de las diferentes partes funcionales del tRNA se 

muestran en un color diferente. (C) Figura 

adaptada de [Reiter et al., 2010] que muestra la 
estructura cristalina de la holoenzima RNasa P 

de T. maritima en complejo con el tRNAPhe. Se 

muestran dos vistas de este complejo. 

 

 

 

 

 

En la actualidad, se piensa que la habilidad de la RNasa P para identificar 

diferentes sustratos se debe al reconocimiento de la estructura a través de contactos 

múltiples más que a un reconocimiento de secuencias específicas en el sustrato (con 

la excepción de la secuencia CCA 3’ terminal en bacterias). Otros sustratos para la 

RNasa P deben contener características similares que mimetizan la estructura de 

reconocimiento en los tRNAs.  
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I.4.1.- RNasa P de Synechocystis sp. 
 

En bacterias, la RNasa P está compuesta por una subunidad de RNA y una 

subunidad proteica. La subunidad de RNA es el componente catalítico y, bajo 

condiciones apropiadas in vitro, puede cortar sustratos en ausencia de proteína 

[Guerrier-Takada et al., 1983]. En este trabajo se ha utilizado la subunidad de RNA de 

la RNasa P de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 que fue caracterizada en 

el año 1992 por Vioque [Vioque, 1992]. La RNasa P es esencial en la cianobacteria 

Synechocystis. Además de su implicación en el procesamiento de los pre-tRNAs, otros 

sustratos como el RNA 4’5S y tmRNA también dependen de la RNasa P para su 

procesamiento in vivo [Tous et al., 2001]. 

 

Al contrario de lo que ocurre en otras RNasas P 

bacterianas, el ribozima de Synechocystis sp. no requiere 

la secuencia CCA en el extremo 3’ terminal del sustrato 

pre-tRNA para una actividad eficiente [Pascual and 

Vioque, 1999].  

  

Las condiciones de corte para este ribozima in 

vitro implican una clara dependencia tanto de iones 

divalentes como de iones monovalentes [Pascual and 

Vioque, 1999]. 
 

 
Fig. I.14.- Estructura secundaria propuesta para el RNA de la 
RNasa P de la cianobacteria Synechocystis sp. PPC 6803. Figura 

tomada de la base de datos para la RNasa P [Brown, 1999] en la 

dirección http://www.mbio.ncsu.edu/RNaseP/home.html 

 

 

 

I.4.2.- RNasa P HUMANA 
 

La RNasa P nuclear purificada de células HeLa tiene al menos 10 subunidades 

proteicas asociadas con una única subunidad de RNA (RNA H1) [Eder et al., 1997; 

Jarrous and Altman, 2001]. Las subunidades proteicas se denominan Rpp14, Rpp20, 

Rpp21, Rpp25, Rpp29, Rpp30, Rpp38, Rpp40, hPop1 y hPop5. Estudios de biología 
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celular han detectado el RNA H1 y las subunidades proteicas de la RNasa P humana 

en diferentes compartimentos intracelulares que incluyen el nucleoplasma, nucleolo, 

cuerpos de Cajal, compartimento perinucleolar y citoplasma (revisado en [Jarrous, 

2002; Jarrous and Reiner, 2007]). 

 

La RNasa P humana aparece como parte de un complejo con la RNasa MRP, 

una ribonucleasa localizada fundamentalmente en el nucleolo e implicada en el 

procesamiento de los pre-rRNAs, con la que comparte la mayoría de los 

componenetes proteicos [Esakova and Krasilnikov, 2010]. La RNasa P altamente 

purificada no puede llevar a cabo el corte de los pre-rRNAs [Vioque and Altman, 2001]. 

 

Además del papel que tiene en la maduración del extremo 5’ de los pre-tRNAs, 

la RNasa P nuclear humana está también involucrada en el proceso de transcripción 

del tRNA y otros RNAs no codificantes en células HeLa y extractos celulares [Reiner et 

al., 2006]. Este papel lo ejerce a través de su interacción con la RNA polimerasa III y la 

cromatina de los genes del tRNA y del rRNA 5S. También se ha demostrado el corte 

en la región 3’ de un RNA no codificante, el transcrito MALAT1 relacionado con 

cáncer, donde la RNasa P reconoce una estructura tipo tRNA [Wilusz et al., 2008]. Y, 

recientemente, se ha demostrado el corte endoribonucleolítico del mRNA de la 

proteína viperina por la RNasa MRP y/o RNasa P en células humanas [Mattijssen et 

al., 2010]. Esta es la primera evidencia del corte de estas ribonucleasas en la 

secuencia codificante de un mRNA. 
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O.- OBJETIVOS 
 
 
 

 

Trabajos previos en los que se han utilizado enzimas de la familia RNasa III y 

RNasa P han permitido encontrar varios motivos estructurales tipo tRNA y dsRNA en 

la región 5’ de varios genomas virales pertenecientes a los géneros Hepacivirus y 

Pestivirus de la familia Flaviviridae. Este trabajo ha centrado su estudio en la 

búsqueda de motivos estructurales reconocidos por las ribonucleasas anteriores en el 

West Nile virus, que pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae.  

 

 

En concreto, los objetivos de este trabajo han sido: 

 

1.- Determinar si las ribonucleasas específicas de doble cadena, RNasa III de 

Escherichia coli y RNasa III eucariota Dicer, reconocen motivos estructurales en los 

primeros 702 nucleótidos del genoma del WNV in vitro. 

 

2.- Determinar si las ribonucleasas específicas del procesamiento del tRNA, subunidad 

RNA de la RNasa P de Synechocystis sp. y RNasa P humana, reconocen motivos 

estructurales en los primeros 702 nucleótidos del genoma del WNV in vitro.  

 

3.- Realizar un estudio detallado de la estructura que reconocen las RNasas III y P en 

el genoma del WNV mediante métodos enzimáticos clásicos y ensayos de hibridación 

a microarrays de oligonucleótidos complementarios de DNA. 
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M.- MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 
 

M.1.- MATERIALES 
 
 
M.1.1.- MEDIOS DE CULTIVO 
 

M.1.1.1.- Medio líquido LB  
 

NaCl    10 g/l 

Triptona    10 g/l 

Extracto de levadura    5 g/l 

 

 

M.1.1.2.- Medio sólido LA (LB-agar) 
 

15 g de agar bacteriológico por litro de LB 

 

 

M.1.1.3.- Medio líquido para levaduras  
 

Extracto de levadura    10 g/l 

Bactopeptona    20 g/l 

Glucosa    20 g/l 
 

 

 

 

 

 

 



Materiales y Métodos 
 
 

28 

M.1.2.- TAMPONES 
 

M.1.2.1.- Tampón TSE 10X 
 

NaCl                               1 M 

EDTA                             10 mM 

Tris-HCl pH 7’5          0’5 M 

 

 

M.1.2.2.- Tampón elución T1 10X 
 

EDTA pH 7’5    10 mM 

Tris-HCl pH 7’5    100 mM 

 
 

M.1.2.3.- Tampón P 5X 
 

HEPES-KOH pH 7’5      50 mM 

Ac2Mg    50 mM 

AcNH4     500 mM 

 

 

M.1.2.4.- Tampón Dicer 5X 
 

NaCl    1500 mM 

HEPES    100 mM 

MgCl2      25 mM 

Tris-HCl pH 8    250 mM 

 

 

M.1.2.5.- Tampón cyano 5X 
 

Tris-HCl pH 7’5              250 mM 

MgCl2                                             500 mM 

KCl    5 M 
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M.1.2.6.- Solución para hidrólisis alcalina de RNA 10X 
 

Carbonato sódico    0’1 M 

Bicarbonato sódico     0’1 M 

pH 9’5 

 

 

M.1.2.7.- Tampón para la degradación con RNasa T1 en condiciones 
desnaturalizantes 2X 
 

Citrato sódico pH 4’5    20 mM 

EDTA    1 mM 

Urea    7 M 

Azul de bromofenol    0’1% (p/v) 

Xilencianol    0’1% (p/v) 

 

 

M.1.2.8.- Tampón desnaturalizante para carga en geles de poliacrilamida 
1’5X 
  

Formamida desionizada       97’5% (v/v) 

EDTA pH 7’5                        10 mM 

Azul de bromofenol              0’025% (p/v) 

Xilencianol                            0’025% (p/v) 

 

 

M.1.2.9.- Tampón no desnaturalizante para carga en geles de agarosa 6X 
 

Sacarosa    20% (p/v) 

EDTA    10 mM 

Tris-HCl pH 8    50 mM 

Azul de bromofenol    0’25% (p/v)    

Xilencianol     0’25% (p/v) 
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M.1.2.10.- Tampón de electroforesis TBE 1X 
 

Tris-Borato                     89 mM 
EDTA                             2 mM 

pH 8 

 

 

M.1.2.11.- Tampón de electroforesis TAE 1X 
 

Tris-Acetato   40 mM 

EDTA   1 mM 

pH 8 

 

 

 

M.1.3.- CEPAS BACTERIANAS 
 
 La cepa bacteriana empleada a lo largo de este trabajo ha sido DH5α que 

pertenece a la especie E. coli. 

 

 
 

M.1.4.- MOLDES EMPLEADOS PARA LAS REACCIONES DE 
TRANSCRIPCIÓN  
 

M.1.4.1.- Vectores construidos en este trabajo 
 

M.1.4.1.1.- pUC19+LC1-704 
 

Construcción plasmídica que contiene los primeros 702 nucleótidos del genoma 

del WNV clonados tras el promotor de la T7 RNA polimerasa en el pUC19 (NEB). Tras 

digerir con la enzima de restricción BamHI esta construcción actúa como molde para 

la síntesis del RNA WNV 1-702 (un RNA de 704 nucleótidos de longitud). Para 

construir este vector se utilizó el DNA plasmídico del clon LC1 cedido por el Dr. Juan 

Carlos Saiz que contiene los primeros 1848 nucleótidos del genoma del WNV 

(amplificados a partir del aislado WNV “cepa NY99-flamingo382-99” con número de 
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acceso al GenBank AF196835 [Lanciotti et al., 1999])  clonados en el vector 

pcDNA3.1/V5-His-TOPO.  Para realizar la construcción del pUC19+LC1-704, primero 

se aisló el fragmento de LC1 que se localiza entre BamHI y NotI, y se amplificó el 

fragmento correspondiente a los primeros 702 nucleótidos del WNV utilizando los 

oligos EcoRI-T7p-5’LC1 (5’-

CATGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGTAGTTCGCCTGTGTGAG-3’) y 

BamHI-LC1(702) (5’-AGTGGATCCATACCTGACGTAGACTGCTG-3’), donde la 

secuencia de reconocimiento de la enzima de restricción que lleva el nombre del oligo 

se indica en cursiva y la secuencia correspondiente al promotor de la T7 RNA 

polimerasa se ha subrayado. Este fragmento amplificado se subclonó en el pUC19 

(NEB) previa digestión de ambos con EcoRI y BamHI.  

 

 

M.1.4.1.2.- pUC19+251 
 

Construcción plasmídica que contiene los nucleótidos 440 al 690 del genoma 

del WNV clonados tras el promotor de la T7 RNA polimerasa en el pUC19. Tras digerir 

con la enzima de restricción BlpI, esta construcción actúa como molde para la síntesis 

del RNA WNV 440-690  (un RNA de 251 nucleótidos de longitud). Para realizar la 

construcción del pUC19+251, primero se aisló el fragmento de LC1 que se localiza 

entre BamHI y NotI, y se amplificó el fragmento que comprende los nucleótidos 440 al 

690 del WNV utilizando los oligos 5’(251) (5’-

CATGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTTGGCCTGATCGCCAGCGT-3’) y 

3’(251) (5’-AGTGGATCCAGTGCTCAGCGTAGACTGCTGACTTTGTG-3’), donde la 

secuencia de reconocimiento de EcoRI se muestra en cursiva, la de BamHI en negrita 

y la de BlpI en negrita y cursiva; y la secuencia correspondiente al promotor de la T7 

RNA polimerasa se ha subrayado . Este fragmento amplificado se subclonó en el 

pUC19 (NEB) previa digestión de ambos con EcoRI y BamHI.  

 

 

M.1.4.1.3.- pUC19+222 
 

Construcción plasmídica que contiene los nucleótidos 450 al 671 del genoma 

del WNV clonados tras el promotor de la T7 RNA polimerasa en el pUC19. Esta 

construcción actúa como molde para la síntesis del RNA WNV 450-671, un RNA de 

222 nucleótidos de longitud, tras su digestión con la enzima de restricción BlpI. Para 

realizar la construcción del pUC19+222, primero se aisló el fragmento de LC1 que se 
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localiza entre BamHI y NotI, y se amplificó el fragmento que comprende los 

nucleótidos 450 al 671 del WNV utilizando los oligos 5’(222) (5’-

CATGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGCGCCAGCGTAGGAGCAGTT-3’) y 

3’(222) (5’-AGTGGATCCAGTGCTCAGCCACCAACAGTCGATGTCTT-3’), donde la 

secuencia correspondiente a EcoRI se muestra en cursiva, la de BamHI en negrita, y 

la de BlpI en negrita y cursiva; y la secuencia del promotor de la T7 RNA polimerasa 

se ha subrayado. Este fragmento amplificado se subclonó en el pUC19 (NEB) previa 

digestión de ambos con EcoRI y BamHI.  

 

 
 

M.1.4.2.- Otros vectores utilizados en este trabajo 
 

M.1.4.2.1.- pT76803 
 

 El plásmido pT76803 [Pascual and Vioque, 1996], cedido por el Dr. Vioque, 

contiene el gen que codifica para el RNA de la RNasa P de la cianobacteria 

Synechocystis sp. PPC 6803 (Rz6803) clonado tras el promotor de la T7 RNA 

polimerasa. Tras digerir con la enzima de restricción DraI esta construcción actúa 

como molde para la síntesis del RNA Rz6803 (un RNA de 437 nucleótidos de 

longitud). 
 

 

M.1.4.2.2.- pUC19TyrT 
 

El plásmido pUC19TyrT [Guerrier-Takada et al., 1989], cedido por el Dr. 

Robertson, contiene el precursor del tRNA de la tirosina clonado tras el promotor de la 

T7 RNA polimerasa en el pUC19. Tras digerir con la enzima de restricción FokI esta 

construcción actúa como molde para la síntesis del RNA pre-Tyr (un RNA de 139 

nucleótidos de longitud). 
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M.1.4.3.- Moldes de DNA parcialmente de doble cadena 
 

● Para sintetizar el RNA R1.1 se utilizaron los oligos asT7R1.1 (5’-

AAGAAGGTCAATCATAAAGGCCACTCTTGCGAATGACCTTGAGTTTGTCCCTCTAC

CCTATAGTGAGTCGTATTA-3’) y T7PromoterPrimer (5’-

TAATACGACTCACTATAGGG-3’).  

 

● Para sintetizar el RNA pre-miR-122 se utilizaron los oligos asT7pre-miR122 (5’-

AGCTATTTAGTGTGATAATGGCGTTTGATGGTTTGGACACAAACACCATTGTCACA

CTCCACAGCCTATAGTGAGTCGTATTA-3’) y T7PromoterPrimer2G (5’-

TAATACGACTCACTATAGG-3’). 

 

 
 

M.1.5.- OLIGONUCLEÓTIDOS SINTÉTICOS UTILIZADOS EN LOS 
MICROARRAYS DE DNA 
 

Nombre Secuencia (5'  3') 
WNV-1 GCTCACACAGGCGAACTACT  
WNV-21 AAACACTACTAAGTTTGTCA 
WNV-41 TAATTGTTGTTAATCCTCAC 
WNV-61 AGAAACAGCTCGCACTGTGT 
WNV-81 ACATCGAGATCTTCGTGCTA 
WNV-101 GGGCCCTCCTGGTTTCTTAG 
WNV-121 TTGACAGCCCGGCTCTTGCC 
WNV-141 GCATTCCGCGTTTTAGCATA 
WNV-161 AATCAAGGACAACACGCGGG 
WNV-181 AACATAGCCCTCTTCAGTCC 
WNV-201 CCTTGCCGTCGATCAGGCTC 
WNV-221 CAACACAAATCGTATTGGCC 
WNV-241 CTGAAGAACGCCAAGAGAGC 
WNV-261 TCGGAGCAATTGCTGTGAAC 
WNV-281 TCGATCCAGCACTGCTCGGG 
WNV-301 TGTTTGTTCACACCTCTCCA 
WNV-321 GAAGGTGTTTCATCGCTGTT 
WNV-341 TAGTTCCTTCTTAAAACTCA 
WNV-361 ATAGCACTGGTCAAGGTCCC 
WNV-381 GTTTTGAGCTCCGCCGATTG 
WNV-401 CTTTCCTCCTCTTTTCTTTT 
WNV-421 ATCATGACTGCAATTCCGGT 
WNV-441 CTACGCTGGCGATCAGGCCA 
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WNV-461 GTTAGAGAGGGTAACTGCTC 
WNV-481 ATCATCACCTTCCCTTGGAA 
WNV-501 CGTCAGTAGCATTTACCGTC 
WNV-521 AATCGTGATGACATCTGTGA 
WNV-541 TTCTTTCCAGCAGCTGTTGG 
WNV-561 TTGCTCTGACAATGCATAGG 
WNV-581 GCACATGTATCCCACATCCA 
WNV-601 TCATAAGTGATAGTATCATC 
WNV-621 CAGCCGACAGCACTGGGCAT 
WNV-641 GATGTCTTCTGGATCATTAC 
WNV-661 GACTTTGTGCACCAACAGTC 
WNV-681 CATACCTGACGTAGACTGCT 

 

 

 
 

M.1.6.- ISÓTOPOS RADIACTIVOS 
 

Los isótopos radiactivos utilizados para el marcaje de los RNAs de esta Tesis 

Doctoral fueron [α-32P]-GTP y [5’-32P]-pCp con una actividad específica de 3000 

Ci/mmol y una concentración de 10 mCi/ml, y [γ-32P]-GTP con una actividad específica 

de 6000 Ci/mmol y una concentración de 10 mCi/ml. Todos estos isótopos fueron 

suministrados por la casa comercial Perkin Elmer.  

 
 
 

M.1.7.- PATRONES DE PESO MOLECULAR PARA ELECTROFORESIS 
 

● RNA CenturyTM Marker-Plus (Ambion). Patrón de peso molecular para RNA que 

fue preparado siguiendo el protocolo que suministra la casa comercial para dar lugar a 

7 transcritos marcados radiactivamente de 100, 200, 300, 400, 500, 750 y 1000 

nucleótidos. 

 

● DecadeTM Marker System (Ambion). Patrón de peso molecular para RNA que fue 

preparado siguiendo el protocolo que suministra la casa comercial para dar lugar a 

fragmentos de RNA marcados radiactivamente de 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 

20 y 10 nucleótidos de longitud. 
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● 2-Log DNA Ladder (NEB). Patrón de peso molecular para electroforesis en gel de 

agarosa que incluye fragmentos de DNA que van desde las 100 pares de bases hasta 

las 10 kb. 

 

 
 

M.1.8.- ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS 
 

● La predicción de la estructura secundaria del RNA se realizó con la versión 3 del 

programa informático mfold [Mathews et al., 1999] que se puede localizar en el 

servidor mfold [Zuker, 2003] en la dirección http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-

Folding-Form. 

 

● La predicción de pseudoknots en el RNA se ha realizado utilizando el algoritmo 

ProbKnot [Bellaousov and Mathews, 2010]. 

 

● La alineación de secuencias se realizó utilizando los programas informáticos 

ClustalW2 en la dirección http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/, y DIALIGN-TX en 

la dirección http://dialign-tx.gobics.de/submission?type=dna. 
 

 

 



Materiales y Métodos 
 
 

36 

M.2.- MÉTODOS 
 
 
M.2.1.- CULTIVO DE BACTERIAS 
 

Las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo se cultivaron en medio líquido o 

en medio sólido. Los cultivos en medio líquido se realizaron con LB (apartado M.1.1.1) 

suplementado con ampicilina a una concentración final de 50 µg/ml y se dejaron 

incubar a 37ºC y en agitación a 200 rpm. Los cultivos en medio sólido se realizaron en 

LB-agar (apartado M.1.1.2) y ampicilina 50 µg/ml en placa de Petri. Una vez 

sembradas las bacterias se incubaron a 37ºC. 

 

 

 

M.2.2.- CRIOCONSERVACIÓN DE BACTERIAS 
 

Las bacterias se crecieron en medio líquido toda la noche (apartado M.2.1) y el 

cultivo se congeló en crioviales de 2 ml con glicerol al 30%. Se guardó a -80ºC hasta 

su utilización. 

 

 

 

M.2.3.- TRANSFORMACIÓN DE E. coli CON PLÁSMIDOS 
RECOMBINANTES 
 

La incorporación de un plásmido recombinante en la cepa bacteriana E. coli 

(transformación bacteriana) se llevó a cabo mediante la aplicación de un pulso de 

corriente eléctrica (electroporación) para aumentar la permeabilidad de la membrana 

plasmática de las bacterias. 
 

M.2.3.1.- Preparación de células electrocompetentes 
 

En algunos casos se utilizaron las células electrocompetentes ElectroMAXTM 

DH5α-ETM Cells (Invitrogen). 
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En otros casos, las células electrocompetentes se prepararon como se detalla 

a continuación: se preinoculó una colonia de DH5α (ElectroMAXTM DH5α-ETM Cells 

(Invitrogen)) en 25 ml de medio líquido LB y se creció toda la noche en agitación (160 

rpm) a 37ºC. 15 ml de este preinóculo se inoculó en 1 litro de medio LB que se dejó 

unas 3 horas en agitación a 37ºC hasta alcanzar una OD600 de aproximadamente 0’6.  

Las células se mantuvieron en hielo unos 20 minutos y pasado este tiempo se 

repartieron en botellas de polipropileno para centrífuga (Beckman Coulter) 

previamente enfriadas en hielo. Las células se centrifugaron a 4ºC en un rotor JA-14 a 

4000 g durante 10 minutos. Se descartó el sobrenadante y las células se lavaron con 

250 ml de agua enfriada a 4ºC. El proceso de centrifugación y lavado se volvió a 

repetir. Y, tras una nueva centrifugación, esta vez las células se lavaron con 250 ml de 

agua con glicerol al 10% enfriado a 4ºC. Se volvieron a centrifugar, se descartó el 

sobrenadante y tras resuspender el precipitado en 1 ml de agua con glicerol al 10% se 

hicieron alícuotas de 40 µl que fueron guardadas a -80ºC hasta su uso.  

 

 

M.2.3.2.- Electroporación 
 

Con el fin de eliminar las sales antes de aplicar el pulso de corriente eléctrica, 

la solución con el plásmido recombinante fue dializada durante 30 minutos con unos 

discos de membrana de 0’025 µm MF-Millipore Membrana Filter (Millipore) para 

microvolúmenes. 

 

Cada transformación fue realizada de la siguiente manera: una alícuota de 40 

µl de células DH5α electrocompetentes (apartado M.2.3.1) fue descongelada y 

mezclada rápidamente con 3µl de la solución del plásmido recombinante previamente 

dializada. La mezcla se colocó en una cubeta de electroporación Gene Pulser® 

Cuvette, 0’2 cm (Bio-Rad) previamente enfriada en hielo, e inmediatamente se le 

aplicó un pulso eléctrico sencillo de una duración de 5-6 mseg a 2’5 kV y 129 ohmios 

en el BTX Electro Cell Manipulator® 600. Las células fueron recuperadas 

inmediatamente lavando la cubeta con 1ml de medio LB previamente atemperado a 

37ºC, y se incubaron a 37°C en agitación (225 rpm) durante una hora. Unos 10-50 µl  

de suspensión celular se extendieron en placa de Petri con agar (apartado M.1.1.2) y 

medio selectivo (ampicilina 50 µg/ml, X-gal 40 µg/ml e IPTG (Promega) 150 µg/ml) 

utilizando un asa de Digralsky previamente esterilizada con etanol y a la llama. Se 

incubaron a 37°C durante unas 16 horas hasta que aparecieron colonias. 
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M.2.3.3.- Selección de colonias recombinantes de E.coli 
 

Las bacterias transformadas fueron seleccionadas por la resistencia al 

antibiótico conferida por el plásmido.  

 

Las colonias recombinantes se identificaron por expresión del gen de la β-

galactosidasa. Tanto la cepa bacteriana DH5α como los plásmidos que se utilizaron en 

esta Tesis Doctoral son defectivos para el gen lacZ que codifica para la β-

galactosidasa. Cuando se asocian los dos fragmentos inactivos de la β-galactosidasa 

(el de la bacteria y el del plásmido) forman una enzima funcional, fenómeno conocido 

como complementación α. El X-gal es convertido por la β-galactosidasa en un 

compuesto insoluble azul. Así, en presencia del sustrato cromogénico X-gal y del 

inductor IPTG, las células transformadas adquieren coloración azul. El sitio de 

clonación en este tipo de plásmidos se sitúa dentro del marco abierto de lectura del 

gen lacZ, por lo que en los plásmidos recombinantes que contienen un inserto se 

altera la pauta de lectura del gen y las colonias aparecen blancas. 

 
 
 

M.2.4.- EXTRACCIÓN DE DNA PLASMÍDICO 
 

Los plásmidos utilizados en esta Tesis Doctoral fueron extraídos de la cepa 

correspondiente mediante minipreparación utilizando el kit Wizard® Plus SV Minipreps 

Purification Systems (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 
 
 

M.2.5.- EXTRACCIÓN DEL RNA GENÓMICO L-A      
 

La cepa SK’1∆ cedida por la Dra. Rosa Esteban fue crecida en medio líquido 

para levaduras (apartado M.1.1.3) en agitación a 29ºC durante 2 dias. Transcurrido 

ese tiempo el cultivo se centrifugó durante 3 minutos a 14500 rpm. Las células se 

lavaron con 1000 µl de agua y se volvió a centrifugar 3 minutos a 14500 rpm. El 

precipitado se resuspendió en una solución Tris-HCl 50 mM pH 8 y NaCl 100 mM. Se 

añadieron unas bolitas de vidrio lavadas en ácido de 425-600µm (Sigma) hasta el 

menisco y, un proceso de agitación vigorosa durante 15 segundos e incubación en 
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hielo durante 1 minuto, se repitió un total de 10 veces. Se añadió 500 µl de la solución 

Tris-HCl 50 mM pH 8 y NaCl 100 mM y se recogió el lisado. Se hizo una extracción 

con fenol saturado en agua primero y una extracción con fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico (25:24:1) después. La fase acuosa se precipitó y el RNA total se 

resuspendió en 70 µl de agua. Se cargó una alícuota en un gel de agarosa al 1’3% y 

se tiñó con bromuro de etidio para visualizar el RNA total.  

 

La separación del dsRNA L-A del RNA total se realizó utilizando columnas de 

CF11. La CF11 es un tipo de celulosa de fibra corta que tiene habilidad para separar 

RNA de simple y doble cadena. Una suspensión de CF11 se preparó añadiendo 130 g 

de CF11 (Whatman®) a 1 litro de NaOH 0’1 M, se agitó durante 30 minutos y se dejó 

reposar durante otros 30 minutos. Tras retirar el sobrenadante, a la CF11 se le 

realizaron 10 lavados con agua. Cada lavado consistió en añadir 1 litro de agua, agitar 

durante 30 minutos y dejar reposar hasta que el sobrenadante quedaba transparente. 

Por último, la CF11 se conservó en 1 litro de EDTA 2 mM pH 8 y a 4ºC. 

Se preparó una columna en la que la suspensión de CF11 se añadió para tener un 

lecho de fase estacionaria de aproximadamente 1ml empaquetado por decantación 

durante 15 minutos. La columna fue equilibrada con 5 volúmenes de TSE 1X:EtOH 

15% previamente desgasificado y se añadió un volumen final de 1000 µl del RNA total 

en TSE 1X y 15% de EtOH. La columna se lavó con 10 volúmenes de TSE 1X:EtOH 

15% y el dsRNA se eluyó con 4ml de TSE 1X. Se recogieron varias fracciones que 

fueron analizadas para estimar la pureza y calidad del RNA midiendo la absorbancia a 

260 y visualizándolas en un gel de agarosa al 1’3% teñido con bromuro de etidio. Las 

fracciones que contenían el RNA L-A, se precipitaron y se resuspendieron en agua. 

 

La imagen que se muestra a continuación contiene una 

muestra de RNA total antes de pasar por CF11 (carril 1) y otra 

muestra de RNA total después de pasar por CF11 (carril 2) en la 

que se observa una acumulación diferencial del RNA L-A tras 

pasar por CF11. 

 

 
 

M.2.6.- SECUENCIACIÓN DE DNA 
 

La secuenciación de las muestras de DNA fue realizada por el servicio de 

secuenciación del Instituto de Parasitología y Biomedicina “López-Neyra” de Granada. 
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La secuenciación de DNA se realizó mediante el procedimiento de secuenciación 

cíclica utilizando la química BigDyeTerminator v3.1 y electroforesis en sistema 

multicapilar automático. El equipo utilizado fue el secuenciador 3130XL Genetic 

Analyzer de Applied Biosystems de 16 capilares. 

 
 
 

M.2.7.- SÍNTESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 

M.2.7.1.- Síntesis química de oligonucleótidos 
 

Los oligodesoxirribonucleótidos sintéticos utilizados en este trabajo fueron 

sintetizados, por lo general, en el servicio de síntesis de oligonucleótidos del Instituto 

de Parasitología y Biomedicina “López-Neyra” de Granada. La síntesis se llevó a cabo 

en el sintetizador 3400 DNA Synthesizer (Applied Biosystems) y posteriormente fueron 

purificados por HPLC. 

 

Los oligodesoxirribonucleótidos sintéticos empleados en los microarrays de 

DNA fueron comprados a Sigma-Aldrich. 

 

 

M.2.7.2.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 

Las reacciones de amplificación de DNA mediante PCR se llevaron a cabo en 

un volumen de reacción de 50 µl. En la mezcla de reacción se incluyó 20 ng de DNA 

molde, tampón de reacción PCR Buffer II 1X (Applied Biosystems), 1’5 mM de MgCl2 

(Roche), dNTPs (NEB) 0’2 mM cada uno, 20 pmoles de cada uno de los cebadores y 

1’25 U de la polimerasa AmpliTaq® Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems). Se 

utilizó un termociclador iCycler (Bio-Rad). 

 

Los protocolos de amplificación utilizados a lo largo de este trabajo fueron 

variados. Por lo general, se utilizaron 30 ciclos de amplificación compuestos por 1 

minuto de desnaturalización a 94ºC, 1 minuto de hibridación a la temperatura 

calculada para los cebadores y 2 minutos de extensión a 72ºC. Estos 30 ciclos fueron 

precedidos por un paso de desnaturalización inicial de 10 minutos a 94ºC, y seguidos 

de una elongación final de 10 minutos a 72ºC. En el caso de las amplificaciones que 
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incorporaban el promotor de la T7 RNA polimerasa en los cebadores, antes de los 30 

ciclos, se incluyeron 4 ciclos en los que la temperatura de hibridación fue más baja que 

la calculada para los cebadores. 

 

Tras la reacción de amplificación de DNA, los productos de PCR fueron 

purificados utilizando el kit de purificación de productos de PCR de Roche siguiendo el 

protocolo que suministra el fabricante. 

 

 

M.2.7.3.- Síntesis de RNA 
 

M.2.7.3.1.- Transcripción in vitro               
 

Todos los RNAs utilizados en este trabajo fueron sintetizados mediante 

transcripción in vitro utilizando la T7 RNA polimerasa de Promega. La reacción 

estándar se llevó a cabo en un volumen final de 25 µl incluyendo el tampón 

suministrado por la casa comercial a 1X, 4 mM de DTT (Promega), 0’8 U/µl de 

RNasin® Plus RNase Inhibitor (Promega), rNTPs (Promega) 0’4 mM cada uno, 1 µg de 

DNA molde y 1’44 U/µl de la T7 RNA polimerasa (Promega). La reacción fue incubada 

1 hora a 37ºC y, finalmente, el DNA molde fue eliminado mediante digestión con RQ1 

DNasa (Promega) (apartado M.2.14.1.2).  

 

En el caso de las transcripciones del RNA R1.1 y RNA pre-miR-122, en las que 

el DNA molde es parcialmente de doble cadena, el protocolo varió un poco. Se partió 

de 2 µg del molde (asT7R1.1 y asT7pre-miR122) y se utilizaron los 

oligodesoxirribonucleótidos correspondientes (apartado M.1.4.3)  en cantidades 

equimolares. Se calentó la mezcla de oligos, por un lado, y el tampón de transcripción, 

por el otro, 2 min a 95ºC. Se mezclaron y se dejó a temperatura ambiente 15 minutos. 

Después se añadió el DTT, RNasin, rNTPs y T7 RNA polimerasa tal y como se indicó 

anteriormente para la reacción de transcripción estándar. 

 

Para algunos casos concretos en los que la cantidad necesaria de RNA fue 

elevada se utilizó el kit MEGAscript® T7 (Ambion) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 
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M.2.7.3.2.- Purificación de la transcripción 
 

A la reacción de transcripción se le añadió 975 µl de TSE 1X (apatado M.1.2.1) 

y 500 µl de fenol saturado en agua. Se agitó 1 minuto y se centrifugó 4 minutos a 

11000 rpm. Se recogió la fase acuosa, se le añadió 1 volumen de etanol frío y se 

fraccionó con una columna de CF11 para separar el RNA de simple cadena y eliminar 

sales y nucleótidos no incorporados de la mezcla de reacción. 

 

Se preparó una suspensión de CF11 (Whatman®) como se describe en el 

apartado M.2.5. Para hacer las columnas de CF11 se utilizaron jeringas de vidrio 

(NORMAX) de 1 ml fijadas en un soporte. Se añadió la suspensión de CF11 

(Whatman®) para tener un lecho de fase estacionaria de aproximadamente 250 µl 

empaquetado por decantación durante 15 minutos. La columna fue equilibrada con 1 

ml de TSE 1X, 1 ml de agua y 3 ml de TSE 1X:EtOH previamente desgasificados. Tras 

pasar la mezcla de transcripción, la columna se lavó con 3 ml de TSE1X:EtOH y 

finalmente el tránscrito se eluyó con 2 ml de agua y se precipitó. 

 

La precipitación se realizó en un tubo COREX donde a la muestra a precipitar 

se le añadió el 10% de su volumen de una mezcla de AcNa 3 M pH 5’3 y glicógeno 0’2 

µg/µl, y 2’5 volúmenes de etanol frío. Se mezcló, se incubó 1 hora a -20ºC y se 

centrifugó a 4ºC 90 minutos a 10000 rcf. 

 

Por último, el transcrito se purificó a partir de un gel de poliacrilamida como se 

detalla en apartado M.2.10.2. 

 

 

 

M.2.8.- TÉCNICAS DE MARCAJE RADIACTIVO DEL RNA 
 

M.2.8.1.- Marcaje interno 
 

El marcaje interno de un RNA con el isótopo radiactivo 32P se realizó añadiendo 

40 µCi de [α-32P]-GTP 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml (Perkin Elmer) a la mezcla de 

reacción de transcripción estándar del apartado M.2.7.3.1. 
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M.2.8.2.- Marcaje en el extremo 5’ 
 

El marcaje de un RNA en su extremo 5’ con el isótopo radiactivo 32P se realizó 

añadiendo 140 µCi de [γ-32P]-GTP 6000 Ci/mmol, 10 mCi/ml (Perkin Elmer) a la 

mezcla de reacción de transcripción estándar del apartado M.2.7.3.1 en la que, 

además, se disminuyó la concentración de rGTP no radiactivo a 0’1 mM.  

 

 

M.2.8.3.- Marcaje en el extremo 3’ 
 

La reacción de marcaje de un RNA en su extremo 3’ se realizó con [5’-32P]-pCp 

utilizando la enzima T4 RNA ligasa (Promega) en un volumen final de reacción de 20 

µl. En la mezcla de reacción se incluyó 1 µg del transcrito a marcar junto con el 

tampón de reacción suministrado por la casa comercial a 1X, 0’01% de BSA, 1% de 

PEG, 1 U/µl de RNasin (Promega), 20 µCi de [5’-32P]-pCp 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml 

(Perkin Elmer) y la enzima T4 RNA ligasa a 0’5 U/µl. La reacción fue incubada a 4ºC 

durante aproximadamente 60 horas. Tras este tiempo, el marcaje fue tratado con 

proteinasa K (apartado M.2.13.1), precipitado y purificado utilizando una columna de 

CF11 (apartado M.2.7.3.2). 

 

 

 

M.2.9.- ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 

M.2.9.1.- En geles de agarosa 
 

Los geles de agarosa se prepararon, dependiendo del tamaño del fragmento en 

estudio, en un rango de 0’8-2% (p/v) de agarosa en TAE 1X (apartado M.1.2.11). Las 

muestras se prepararon en tampón de carga no desnaturalizante 1X (apartado 

M.1.2.9) y la electroforesis se desarrolló en tampón TAE 1X a 100 V. Tras la 

electroforesis, el gel fue teñido con una solución de bromuro de etidio en agua a una 

concentración de 0’5 µg/ml y fue visualizado por transiluminación con luz ultravioleta a 

312nm. 
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M.2.9.2.- En geles desnaturalizantes de poliacrilamida 
 

Los geles de poliacrilamida se prepararon, según el tamaño del fragmento en 

estudio, al 4-10% (p/v) de acrilamida:bis-acrilamida (19:1) en TBE 1X (apartado 

M.1.2.10) y 7 M de urea. Como catalizadores de la reacción de polimerización de la 

acrilamida se utilizaron persulfato de amonio al 0’08% (p/v) y TEMED al 0’08% (v/v). 

Las muestras se prepararon en tampón de carga desnaturalizante 1X (apartado 

M.1.2.8) y se desnaturalizaron a 90ºC durante 1 minuto antes de ser cargadas en el 

gel. La electroforesis se desarrolló en tampón TBE 1X a 25 mA y durante un tiempo 

variable dependiendo del tamaño del fragmento en estudio y de la capacidad 

resolutiva del gel.  

 

En la mayoría de los casos, los geles se expusieron con una película de doble 

emulsión Super RX (FUJIFILM) en un cassette BioMax de KODAK con una pantalla 

intensificadora BioMax MS y se mantuvieron a -80ºC el tiempo necesario para su 

posterior visualización.  Para visualizar el resultado se utilizó la máquina reveladora 

Curix 60 (Agfa). En los casos en que fue necesaria una cuantificación posterior del 

resultado, el gel fue secado a 80ºC en condiciones de vacío, se expuso en un cassette 

Storage Phosphor Screen (GE Healthcare) y se visualizó en el escáner Typhoon 9400 

(Amersham Biosciences). 

 

 
 

M.2.10.- PURIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS DE GEL 
 

M.2.10.1.- Purificación de DNA a partir de geles de agarosa 
 

El fragmento de interés fue separado del resto en base a su tamaño por 

electroforesis en gel de agarosa (apartado M.2.9.1). El gel fue teñido con una solución 

de bromuro de etidio y, una vez localizado el fragmento de interés por transiluminación 

con luz ultravioleta a 312 nm, la sección de gel correspondiente fue recortado con 

ayuda de una cuchilla. El DNA fue recuperado utilizando el kit de purificación de 

productos de PCR de Roche siguiendo el protocolo que suministra la casa comercial 

para purificación del DNA a partir de geles de agarosa. 
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M.2.10.2.- Purificación de RNA a partir de geles de poliacrilamida 
 

El fragmento de interés fue separado del resto en base a su tamaño por 

electroforesis en gel de poliacrilamida (apartado M.2.9.2). La mayoría de fragmentos 

de RNA purificados en este trabajo estaban marcados radiactivamente y, para los que 

no lo estaban, se utilizó como marcador el mismo fragmento marcado radiactivamente. 

El gel se expuso con una película de doble emulsión Super RX (FUJIFILM) el tiempo 

necesario para su posterior visualización y la película fue revelada utilizando la 

máquina reveladora Curix 60 (Agfa). La sección del gel con el fragmento de RNA de 

interés fue recortado con ayuda de una cuchilla, se le añadió 2 ml de tampón de 

elución T1 1X (apartado M.1.2.2) y se incubó en agitación toda la noche a 37ºC. El 

RNA fue recuperado a partir del tampón de elución mediante precipitación con etanol 

(según el protocolo de precipitación del apartado M.2.7.3.2).  
 

 

 

M.2.11.- CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 

M.2.11.1.- Cuantificación mediante espectrofotometría 
 

La concentración de los ácidos nucleicos en solución fue determinada 

utilizando el NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Nucliber).  
 

 

M.2.11.2.- Cuantificación de un RNA marcado con radiactividad en 
solución 
 

 El cálculo de la cantidad obtenida por transcripción de un RNA marcado 

internamente con [α-32P]-GTP en solución se hizo a partir de la medida de las cpm 

(cuentas por minuto) de la muestra en el “Bioscan QC-2000”. Para calcular los µg del 

transcrito se aplicó la siguiente fórmula: 

transcritocpm
transcritog

GTPPl
l

cpm
rNTPsg µ

αµ
µ

µ
=

−× 32
 

 

 

µg rNTPs: µg de ribonucleótidos no radiactivos 

incorporados en la reacción de transcripción 

cpm/µl: valor en cpm/µl de la dilución 1:100 del [α-
32P]-GTP incorporado en la transcripción 

µl: µl de [α-32P]-GTP incorporados a la reacción de 

transcripción 

µg transcrito: µg del transcrito que se quiere calcular 

cpm transcrito: valor en cpm obtenidas para el 

transcrito
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Donde la primera parte de la ecuación pertenece a las cantidades incorporadas a la 

reacción de transcripción y la segunda parte corresponde a los datos del transcrito. 

 

 

M.2.11.3.- Cuantificación de un RNA marcado con radiactividad 
inmovilizado en geles de poliacrilamida 
 

El gel de poliacrilamida se expuso con una pantalla Storage Phosphor Screen 

(GE Healthcare) que fue posteriormente escaneada en el equipo Typhoon 9400 

(Amersham Biosciences). La cuantificación se realizó utilizando el programa 

ImageQuant 5.2. 

 

 
 

M.2.12.- ENSAYOS DE ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS 
 

M.2.12.1.- Reacciones con la RNasa III de E. coli 
 

Las reacciones con la RNasa III de E. coli (Ec-RNasa III) se llevaron a cabo en 

un volumen final de 10 µl. Por un lado se desnaturalizó el RNA sustrato, a 0’6 nM final, 

en agua durante 1 minuto a 90ºC y por otro lado se calentó el tampón P 1X (apartado 

M.1.2.3) también 1 minuto a 90ºC. Se mezclaron y se dejó renaturalizar 20 minutos a 

temperatura ambiente. Tras este tiempo se añadió 2 µg de tRNA de levadura 

(Ambion), 2 U/µl de RNasin (Promega) y la Ec-RNasa III (Ambion) cuya concentración 

final en la reacción fue diferente en cada caso. La reacción fue incubada 1 hora a 37ºC 

y se detuvo por enfriamiento en hielo y con tampón de carga para geles de 

poliacrilamida desnaturalizante (apartado M.1.2.8). Los productos de reacción se 

resolvieron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (apartado M.2.9.2), se 

expusieron con una película de doble emulsión Super RX (FUJIFILM) y fueron 

visualizados utilizando la máquina reveladora Curix 60 (Agfa). 
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M.2.12.2.- Reacciones con la RNasa III eucariota Dicer 
 

Las reacciones con la enzima Dicer se llevaron a cabo utilizando el kit de la 

enzima recombinante humana Dicer de Genlantis con algunas modificaciones tanto en 

el protocolo como en los reactivos que suministra el fabricante. Las reacciones se 

llevaron a cabo en un volumen final de 10 µl en un tampón de reacción 1X que 

contenía 300 mM de NaCl, 20 mM HEPES, 5 mM MgCl2 y 50 mM Tris-HCl pH 8. Se 

añadió el RNA sustrato a una concentración final de 0’6 nM, 1 mM de ATP, 2 U/µl de 

RNasin (Promega) y 0’5 U de Dicer (Genlantis). La reacción fue incubada 2 horas a 

37ºC y se detuvo por enfriamiento en hielo. Tras la incubación, la reacción fue tratada 

con proteinasa K (apartado M.2.13.1). Los productos de reacción se resolvieron 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 4% (apartado 

M.2.9.2), se expusieron con una película de doble emulsión Super RX (FUJIFILM) y se 

visualizaron utilizando la máquina reveladora Curix 60 (Agfa). 

 

 

M.2.12.3.- Reacciones con la subunidad RNA de la RNasa P de la 
cianobacteria Synechocystis sp. PPC 6803 (Rz6803) 
 

El RNA de la RNasa P de la cianobacteria Synechocystis sp. PPC 6803 

(Rz6803) se obtuvo como se describe en el apartado M.1.4.2.1 y se utilizó en las 

reacciones a una concentración final de 67’5 nM. Las reacciones se llevaron a cabo en 

un volumen final de 10 µl. El Rz6803 fue incubado 15 minutos a 37ºC en presencia del 

tampón de reacción cyano 1X (apartado M.1.2.5), RNasin (Promega) 2 U/µl y un 4% 

de PEG. Tras esta incubación de 15 minutos, se añadió a la mezcla de reacción el 

RNA sustrato a una concentración final de 1’8 nM. La reacción fue incubada 1 hora a 

37ºC y se detuvo en hielo y con tampón de carga para geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes (apartado M.1.2.8). Antes de cargar las muestras en el gel de 

poliacrilamida, se les añadió 2 µg de tRNA de levadura (Ambion). Los productos de 

reacción se resolvieron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes, se expusieron con una película de doble emulsión Super RX 

(FUJIFILM) y se visualizaron utilizando la máquina reveladora Curix 60 (Agfa). 
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M.2.12.4.- Reacciones con la RNasa P humana 
 

La RNasa P humana fue purificada a partir de 30 g de células HeLa según 
Bartkiewicz et al. [Bartkiewicz et al., 1989] con algunas modificaciones. La reacción en 

la que se utilizó este extracto con actividad RNasa P se llevó a cabo en un volumen 

final de 10 µl. El RNA sustrato a una concentración final de 0’9 nM y el tampón P 1X 

(apartado M.1.2.3) fueron calentados 1 minuto a 90ºC, ambos por separado, y se 

mezclaron. Tras dejar la mezcla 20 minutos a temperatura ambiente, se añadió 4% de 

PEG, 2 U/µl de RNasin (Promega) y 0’5 µl del extracto con actividad RNasa P. La 

reacción fue incubada 30 minutos a 30ºC. Tras la incubación, la reacción fue tratada 

con proteinasa K (apartado M.2.13.1). Los productos de reacción se resolvieron 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 4% (apartado 

M.2.9.2), se expusieron con una película de doble emulsión Super RX (FUJIFILM) y se 

visualizaron utilizando la máquina reveladora Curix 60 (Agfa). 

 

 

 

En todas las reacciones anteriores en las que se utilizó un RNA competidor del 

corte, éste se añadió a la mezcla de reacción justo antes de la enzima. El gel fue 

secado a 80ºC en condiciones de vacío, se expuso con una pantalla Storage Phosphor 

Screen (GE Healthcare) y se escaneó utilizando el equipo Typhoon 9400 (Amersham 

Biosciences). El corte se cuantificó utilizando el programa ImageQuant 5.2. 

 

 

 

M.2.13.- OTRAS REACCIONES 
 

M.2.13.1.- Proteinasa K 
 

Por cada 10 µl de reacción a tratar con proteinasa K se añadió 5 µg de tRNA 

de levadura (Ambion), 0’7 µl de SDS al 10%, 0’7 µl de EDTA 100 mM  y 0’6 µg de 

proteinasa K (Ambion) previamente activada. Esta mezcla de reacción se incubó 12 

minutos a 63ºC.  

La activación de la proteinasa K (Ambion) se llevó a cabo calentando 5 minutos a 63ºC 

20 µg de proteinasa K (Ambion) en un volumen final de 20 µl con agua. 
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M.2.13.2.- Circularización de fragmentos de RNA con extremos 5’-fostato y 
3’-hidroxilo 
 

La reacción para la circularización de moléculas de RNA con extremos 5’-

fosfato y 3’-hidroxilo se llevó a cabo en un volumen final de 10 µl utilizando la enzima 

T4 RNA ligasa de Promega. Una fracción del RNA disponible se incubó con el tampón 

de la casa comercial a 1X,  0’01% de BSA, 1% de PEG, 2 U/µl de RNasin (Promega) y 

1 U/µl de T4 RNA ligasa (Promega). La reacción se incubó aproximadamente 60 horas 

a 4ºC. Tras este tiempo, las reacciones fueron tratadas con proteinasa K (apartado 

M.2.13.1). 

 

 

M.2.13.3.- Desfosforilación y fosforilación de un RNA 
 

 Las reacciones de desfosforilación se llevaron a cabo en un volumen final de 

10 µl y utilizando la enzima fosfatasa alcalina de gamba (USB). La mezcla de reacción 

incluyó una fracción del RNA disponible, el tampón de reacción suministrado por la 

casa comercial a 1X y la enzima a 0’1 U/µl. La reacción fue incubada 30 minutos a 

37ºC y la enzima se inactivó 15 minutos a 65ºC. La reacción fue precipitada y 

resuspendida en 10 µl de agua antes de realizar la fosforilación del RNA. 

 

 La reacción de fosforilación también se realizó en un volumen final de 10 µl. En 

este caso se utilizó la enzima T4 polinucleótido kinasa (T4 PNK) de NEB en una 

mezcla de reacción que contenía 5 µl de la reacción de desfosforilación anterior, el 

tampón suministrado por la casa comercial a 1X, 10 µCi de [γ-32P]-ATP 6000 Ci/mmol, 

10 mCi/ml (Perkin Elmer) y 1 U/µl de la T4 PNK (NEB). La reacción fue incubada 7 

minutos a 37ºC y precipitada.  

 

 

M.2.13.4.- Reacciones de retrotranscripción 
 

La reacción de transcripción inversa o retrotranscripción (RT) se llevó a cabo 

en un volumen final de 20 µl utilizando la enzima transcriptasa inversa de Roche. Una 

fracción del RNA disponible fue desnaturalizada junto con el oligodesoxirribonucleótido 

correspondiente a 1 µM durante 1 minuto a 90ºC. Se le añadió el tampón suministrado 

por la casa comercial (Roche) a 1X y, tras 15 minutos a temperatura ambiente, se le 
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añadió 1 U/µl de RNasin (Promega), dNTPs (NEB) 1 mM cada uno, 10 ng/µl de RNA 

MS2 (Roche) y 0’5 U/µl de la enzima RT (Roche). La reacción fue incubada 30 minutos 

a 55ºC y finalmente se inactivó la enzima calentando 5 minutos a 85ºC. 

 

 

M.2.13.5.- 5’ Rapid Amplification of cDNA Ends (5’ RACE)          
 

1º Síntesis de la hebra de cDNA 
 

La síntesis de la hebra de cDNA se llevó a cabo tal y como se describe en el 

apartado M.12.13.4. 

 

 

2º Purificación 
 

La purificación de la hebra de cDNA resultante del paso anterior se llevó a cabo 

con el kit de purificación para productos de PCR (Roche) con algunas modificaciones 

en el protocolo que suministra el fabricante y que se detallan a continuación. A los 20 

µl de la reacción de RT se le añadieron 100 µl del tampón de unión. Se mezcló bien y 

se introdujo en el reservorio de la columna del kit. Se centrifugó 30 segundos a 8000 x 

g y se descartó el líquido recogido. Se añadieron 500 µl del tampón de lavado al 

reservorio y se centrifugó 30 segundos a 8000 x g. Se descartó el líquido recogido y el 

reservorio se volvió a lavar con 200 µl del tampón de lavado. Se centrifugó 2 minutos a 

13000 x g y se descartó el líquido recogido. El reservorio se introdujo en un nuevo tubo 

de 1’5 ml y se añadió 50 µl de tampón de elución. Se centrifugó 30 segundos a 8000 x 

g y se recogió la hebra de cDNA eluída. 

 

 

3º Adición de la cola poli(A) 
 

La adición de la cola poli(A) a la hebra de cDNA se realizó utilizando la enzima 

recombinante terminal transferasa de Roche en un volumen final de 30 µl. Para ello, 

19 µl de la hebra de cDNA purificada fueron mezclados con el tampón 1X y 2 mM de 

CoCl2 suministrados por la casa comercial, 0’16 mM de dATP (Roche) y 8 U/µl de la 

Terminal Transferasa. La reacción  fue incubada 25 minutos a 37ºC y la enzima fue 

inactivada 10 minutos a 70ºC. 
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4º PCR 
 

La reacción de amplificación de DNA mediante PCR fue llevada a cabo según 

el protocolo descrito en el apartado M.2.7.2 utilizando los cebadores adecuados. 

 

 

 

M.2.14.- DIGESTIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 

M.2.14.1.- Digestión del DNA 
 

M.2.14.1.1.- Enzimas de restricción 
 

Los DNAs plasmídicos se linearizaron utilizando las enzimas de restricción 

correspondientes y según las condiciones especificadas por el fabricante en cuanto a 

tampón de reacción y temperatura. Por lo general se utilizaron 10 unidades de enzima 

por cada µg de DNA. El tiempo de incubación varió entre 2 horas y toda la noche 

hasta que no se detectaron moléculas sin digerir. La digestión del DNA mediante 

enzimas de restricción se comprobó visualizando una alícuota de reacción en un gel 

de agarosa teñido con bromuro de etidio (apartado M.2.9.1).    

Las digestiones en las que era necesario utilizar dos enzimas de restricción se 

realizaron simultáneamente en todos los casos ya que las condiciones de reacción de 

ambas enzimas lo permitieron. 

 

 

M.2.14.1.2.- RQ1 DNasa 
 

La RQ1 DNasa (Promega) se utilizó para eliminar el DNA molde empleado en 

las reacciones de transcripción in vitro. Una vez finalizada la síntesis del RNA, se 

añadió a la reacción de transcripción 1 U de RQ1DNasa (Promega) por µg de DNA 

molde y la reacción se incubó 15 minutos a 37ºC. 
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M.2.14.2.- Digestión del RNA 
 

En esta memoria se han empleado una serie de nucleasas con distinta 

especificidad para regiones de simple y doble cadena del RNA: 

 

● RNasa T1: La RNasa T1 fue utilizada para determinar regiones de simple cadena en 

el RNA. 

La RNasa T1 es una endoribonucleasa específica de guanina (G). Cataliza la hidrólisis 

de puentes fosfodiéster en el RNA de simple cadena en 3’ de residuos de G 

produciendo extremos 3’-fosfato [Eun, 1996]. 

 

● RNasa V1: La RNasa V1 se utilizó para determinar las regiones del RNA que se 

encuentran apareadas en la estructura. La RNasa V1 procesa hélices de RNA en 

doble cadena (con un mínimo aproximado de unas 4-5 pares de bases) sin preferencia 

de secuencia. Esta ribonucleasa puede reconocer también regiones helicoidales de 

una estructura pseudoknot [Knapp, 1989]. 

 

● RNasa A: La RNasa A fue utilizada para determinar regiones de simple cadena en el 

RNA. La RNasa A es una endoribonucleasa específica de bases pirimidínicas (C y U). 

La enzima corta puentes fosfodiéster del RNA en 3’ de residuos C y U produciendo 

extremos 3’-fosfato y 5’-hidroxilo [Eun, 1996]. 

 

 

Las condiciones de reacción para cada una de estas nucleasas se detallan a 

continuación: 

 

M.2.14.2.1.- RNasa T1 
 

Las reacciones de degradación parcial para la determinación de la estructura 

secundaria del RNA con la RNasa T1 en condiciones nativas se llevaron a cabo en un 

volumen final de 10 µl. Unas 150 cpm de RNA sustrato y el tampón P 1X (apartado 

M.1.2.3) se calentaron por separado 1 minuto a 90ºC y se mezclaron. Tras 15 minutos 

a temperatura ambiente se añadió 2’5 µg de tRNA de levadura (Ambion) y la RNasa 

T1 (Calbiochem). La enzima fue calibrada para cada sustrato y se utilizó a 0’001 µg/µl 

en el caso del RNA WNV 440-690, y a 0’0005 ng/µl en el caso del RNA WNV 1-702. 
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La mezcla de reacción se incubó 20 minutos a 37ºC y se paró inmediatamente en un 

baño de nieve carbónica en etanol.  

 

Las reacciones de degradación parcial con la RNasa T1 en condiciones 

desnaturalizantes  se llevaron a cabo en un volumen final de 10 µl. Unas 300 cpm de 

RNA sustrato se mezcló con 1’5 µg de tRNA de levadura (Ambion), 6 µl de tampón 

para la degradación con RNasa T1 en condiciones desnaturalizantes (apartado 

M.1.2.7) y la RNasa T1 (Calbiochem). La enzima fue calibrada para cada sustrato y se 

utilizó a 0’005 µg/µl para cada uno de ellos. La reacción fue incubada 5 minutos a 55ºC 

y fue parada inmediatamente en un baño de nieve carbónica en etanol. 

 

 

M.2.14.2.2.- RNasa V1 
 

Las reacciones de degradación parcial para la determinación de la estructura 

secundaria del RNA con la RNasa V1 en condiciones nativas se llevaron a cabo en un 

volumen final de 10 µl. Unas 150 cpm de RNA sustrato y el tampón P 1X (apartado 

M.1.2.3)  fueron calentados por separado 1 minuto a 90ºC, se mezclaron y tras 15 

minutos a temperatura ambiente se añadió a la mezcla 2’5 µg de tRNA de levadura 

(Ambion) y la RNasa V1 (Ambion). La enzima fue calibrada para cada sustrato y se 

utilizó a  0’001 U/µl para cada uno de ellos. La mezcla de reacción se incubó 30 

minutos a 37ºC y se paró inmediatamente en un baño de nieve carbónica en etanol. 

 

 

M.2.14.2.3.- RNasa A  
 

Las reacciones de degradación parcial para la determinación de la estructura 

secundaria del RNA con la RNasa A en condiciones nativas se llevaron a cabo en un 

volumen final de 5 µl. Unas 150 cpm de RNA sustrato y el tampón P 1X (apartado 

M.1.2.3) se calentaron por separado 1 minuto a 90ºC y se mezclaron. Tras 15 minutos 

a temperatura ambiente se añadió 1’5 µg de tRNA de levadura (Ambion) y la RNasa A 

(Ambion). La enzima fue calibrada para cada sustrato y se utilizó a 0’001 ng/µl para 

cada uno de ellos. La mezcla de reacción se incubó 2 minutos a 37ºC y se paró 

inmediatamente en un baño de nieve carbónica en etanol. 
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M.2.14.2.4.- Hidrólisis alcalina del RNA 
 

La hidrólisis alcalina del RNA se realizó con una solución de carbonato-

bicarbonato sódico 0’1 M a pH 9’5 (apartado M.1.2.6). Unas 300 cpm de RNA sustrato 

se trataron con 0’5 µl de esta solución alcalina en un volumen final de reacción de 10 

µl en la que también se añadió 1 µg de tRNA de levadura (Ambion). La mezcla de 

reacción se incubó 60 segundos a 95ºC y se paró inmediatamente en un baño de 

nieve carbónica en etanol. 

 

 

 

M.2.15.- MICROARRAYS 
 

Oligonucleótidos 
 

Para la construcción de los microarrays se diseñaron 35 oligonucleótidos de 

DNA complementarios a la región que comprende los primeros 700 nucleótidos del 

genoma del WNV. Todos los oligonucleótidos se diseñaron con 20 nucleótidos 

complementarios a la secuencia del WNV, se sintetizaron (Sigma-Aldrich) con un 

grupo amino NH2(CH2)6 en su extremo 5’ seguido por un espaciador (dT)15, y fueron 

purificados por HPLC. La identificación numérica de cada oligo indica el número de 

nucleótido en la posición 5’ de la secuencia original del WNV (apartado M.1.5). Como 

controles negativos de la señal de hibridación se incluyeron dos oligonucleótidos sin 

homología de secuencia al WNV: uno complementario al extremo 5’ del HCV 

denominado 1b-24 (5’-(T)15GGGAGTGATCTATGGTGGAG-3’) y otro a la región RT 

del gen pol del HIV-1 denominado S69R70 (5’-(T)15ACAGTTCTAGATGGA-3’). 

 

Los oligonucleótidos se imprimieron en un soporte de vidrio modificado con 

grupos epoxi (SuperEpoxy 2 substrate slides, Telechem-Arrayit) utilizando un GMS 

417 Arrayer (Genetic MicroSystems Affymetrix). Los oligos se diluyeron a dos 

concentraciones diferentes (5 y 20 µM) en la solución para el punteado de Telechem-

Arrayit Micro Spotting Solution para mejorar la unión del DNA al soporte. Cada 

concentración de oligo se imprimió por triplicado en puntos de 150 µm de diámetro, 

con una distancia de 150 µm entre los replicados y 300 µm entre cada triplicado. 
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Marcaje del RNA 
 

Para cada reacción, 1 µg de RNA WNV 1-702, obtenido mediante transcripción 

in vitro, fue incubado en el tampón de marcaje del kit ULYSIS Alexa Fluor 647 

(Invitrogen) en un volumen final de 30 µl durante 15 minutos a 4ºC. Posteriormente 

fueron añadidos 2 µl del reactivo fluorescente Ulysis Alexa 647 y se incubó 10 minutos 

a 90ºC. La reacción se detuvo en hielo durante aproximadamente 10 minutos. La 

purificación del RNA marcado se llevó a cabo utilizando las columnas de purificación 

Microcon (Millipore).  

 

 

 
Hibridación 
 

Un paso previo a la hibridación del RNA marcado consistió en tratar las placas 

de microarrays para eliminar las moléculas de DNA no unidas a la superficie y el 

exceso de sales de la solución para el punteado (Micro Spotting Solution). Los 

soportes impresos fueron lavados en SSC 2X, 0’1% de N-Lauroylsarcosina (Sigma-

Aldrich) durante 2 minutos a temperatura ambiente, seguido por un lavado adicional en 

SSC 2X. Posteriormente, los oligos impresos fueron desnaturalizados con agua a 

100ºC durante 2 minutos, enfriados 10 segundos a temperatura ambiente y fijados 

inmediatamente con etanol al 100% durante 2 minutos a 4ºC. 

 

Los microarrays fueron prehibridados en SSC 6X, SDS 0’5% y 10 µg/µl de BSA 

durante 45 minutos a 42ºC. Y, posteriormente, lavados con agua durante 5 minutos. 

La hibridación del RNA marcado se llevó a cabo en condiciones no desnaturalizantes. 

Se hibridaron 300 ng de RNA marcado en un tampón no desnaturalizante (100 mM 

HEPES pH 7’5, 6mM MgCl2, 100 mM NaCl) durante 2 horas a 37ºC en la cámara de 

hibridación (Genetix). Tras la incubación, los microarrays fueron lavados a temperatura 

ambiente, primero en el tampón de lavado (20 mM HEPES pH 7’5, 6 mM MgCl2, 50 

mM NaCl) en presencia de SDS 0’2% durante 15 minutos y, posteriormente, en 

solución de lavado sin SDS otros 15 minutos. Los soportes fueron secados por 

centrifugación 1 minuto a 500 g e inmediatamente escaneados utilizando el escáner 

Genepix 4100. Los datos fueron tratados utilizando el programa Genepix pro 6.0. 
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Se cuantificó la señal de hibridación para tres experimentos independientes. En 

todos los casos, la señal de fluorescencia fue corregida eliminando la señal de fondo y 

fue normalizada respecto a la señal del oligonucleótido 101. 
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R.-RESULTADOS 
 
 
 
R.1.- RNasa III 
 

 
R.1.1.- RNasa III de Escherichia coli 

 

R.1.1.1.- Ensayo de actividad sobre el RNA WNV 1-702 
 

Se probó la actividad de la RNasa III de E. coli (Ec-RNasa III) sobre un 

fragmento de RNA que contiene los primeros 702 nucleótidos del genoma del WNV 

(RNA WNV 1-702, apartado M.1.4.1.1) in vitro. Para ello, el RNA WNV 1-702, marcado 

a lo largo de toda la cadena con [α-32P]-GTP (RNA WNV 1-702α32P-GTP) y a una 

concentración final de 0’6 nM, fue incubado en presencia de la Ec-RNasa III tal y como 

se detalla en el apartado M.2.12.1. Se utilizó un rango de concentraciones finales para 

la Ec-RNasa III que iba de 0’00005 U/µl a 0’005 U/µl. Como control positivo de la 

reacción de corte con la Ec-RNasa III se utilizó un RNA marcado a lo largo de toda la 

cadena con [α-32P]-GTP que contenía los primeros 570 nucleótidos del genoma del 

virus de la hepatitis C (RNA HCV 1-570α32P-GTP) y cuyo patrón de corte con Ec-RNasa 

III a una concentración final de 0’0005 U/µl ya ha sido caracterizado previamente 

[Beguiristain et al., 2005].  
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Fig. R.1.- Actividad de la Ec-RNasa III sobre el RNA WNV 
1-702. Autoradiografía de un gel de poliacrilamida 

desnaturalizante al 4% que muestra la actividad de la Ec-

RNasa III sobre el RNA WNV 1-702α32P-GTP. Carril 1 (M), 

patrón de peso molecular de RNA en número de bases. Carril 

2 (C), control positivo de corte para la Ec-RNasa III sobre el 

RNA HCV 1-570α32P-GTP a una concentración de Ec-RNasa III 

de 0’0005 U/µl. Carriles 3 y 4, RNA WNV 1-702α32P-GTP 

incubado en hielo y en tampón de reacción respectivamente. 

Carriles 5-9, RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en presencia 

de concentraciones crecientes de Ec-RNasa III (0’00005, 

0’0001, 0’0005, 0’001 y 0’005 U/µl consecutivamente). O, 

indica el origen de la migración electroforética. Los productos 

de digestión P1RNasaIII a P4RNasaIII se indican en el margen del 

gel. 

 
 

 

La incubación del RNA WNV 1-702α32P-GTP con diferentes concentraciones de 

Ec-RNasa III da lugar a una serie de productos de corte que se muestran en la figura 

R.1. A las concentraciones más bajas de Ec-RNasa III utilizadas (0’00005 U/µl y 

0’0001 U/µl, carriles 5 y 6), el RNA WNV 1-702α32P-GTP es procesado para dar lugar a 

cuatro bandas producto que hemos designado e indicado en la figura como bandas 

producto P1RNasaIII, P2RNasaIII, P3RNasaIII y P4RNasaIII. Estos cuatro productos de reacción 

serán motivo de estudio en esta memoria de Tesis Doctoral. Al ir aumentando la 

concentración de enzima (carriles 7 a 9), la Ec-RNasa III  reconoce otros sitios que no 

han sido caracterizados en este trabajo. 
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R.1.1.2.- Localización de los productos de corte en relación a los 
extremos 5’ y 3’ del RNA WNV 1-702 
 

Para localizar la posición de los productos de corte en relación a los extremos 

del RNA WNV 1-702, se identificó qué productos conservan el extremo 5’ y 3’ del RNA 

tras el corte por la Ec-RNasa III. Para ello se marcó el RNA WNV 1-702 en su extremo 

5’ con [γ-32P]-GTP (RNA WNV 1-702γ32P-GTP), a lo largo de toda su cadena con [α-32P]-

GTP (RNA WNV 1-702α32P-GTP), y en su extremo 3’ con [5’-32P]-pCp (RNA WNV 1-

70232P-pCp). Los marcajes del RNA se realizaron como se describe en el apartado 

M.2.8. Aproximadamente 500 cpm de cada uno de los RNAs anteriores fueron 

incubados con dos concentraciones de Ec-RNasa III (0’0001 U/µl y 0’0005 U/µl) tal y 

como se detalla en el apartado M.2.12.1.  

 

 

Como se muestra en la figura R.2, la 

digestión del RNA WNV 1-702α32P-GTP con la 

Ec-RNasa III dio lugar a las cuatro bandas 

producto P1RNasaIII, P2RNasaIII, P3RNasaIII y 

P4RNasaIII; la digestión del RNA WNV 1-

702γ32P-GTP con la  Ec-RNasa III dio lugar a 

las bandas producto P1RNasaIII y P2RNasaIII; y la 

digestión del RNA WNV 1-70232P-pCp con la 

Ec-RNasa III dio lugar a las bandas producto 

P3RNasaIII y P4RNasaIII. Estos resultados indican 

que las bandas producto P1RNasaIII y P2RNasaIII 

conservan el extremo 5’ del RNA WNV 1-

702, mientras que las bandas producto 

P3RNasaIII y P4RNasaIII conservan el extremo 3’ 

del RNA WNV 1-702. 

 
 

 
Fig. R.2.- Localización de los productos de corte en relación a los extremos 5’ y 3’ del RNA WNV 1-
702. Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 4% que muestra el patrón de corte de 

la Ec-RNasa III en el RNA WNV 1-702γ32P-GTP, RNA WNV 1-702α32P-GTP y RNA WNV 1-70232P-pCp. Carriles 

1, 5, 8 y 9: muestran el RNA WNV 1-702γ32P-GTP incubado en hielo, en tampón de reacción, con 0’0001 

U/µl y con 0’0005 U/µl de Ec-RNasa III respectivamente. Carriles 2, 6, 10 y 11: muestran el RNA WNV 1-

702α32P-GTP incubado en hielo, en tampón de reacción, con 0’0001 U/µl y con 0’0005 U/µl de Ec-RNasa III 
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respectivamente. Carriles 3, 7, 12 y 13: muestran el RNA WNV 1-70232P-pCp incubado en hielo, en tampón 

de reacción, con 0’0001 U/µl y con 0’0005 U/µl de Ec-RNasa III respectivamente. Carril 4 (M), patrón de 

peso molecular de RNA en número de bases. O, indica el origen de la migración electroforética. Los 

productos de digestión P1RNasaIII a P4RNasaIII se indican en el margen del gel. 

 

 
 

R.1.1.3.- Caracterización de la especificidad del corte 
 

Para garantizar que los productos de corte observados tras la incubación del 

RNA WNV 1-702 con la Ec-RNasa III son producidos por esta RNasa, y no por alguna 

actividad RNasa no deseada de la enzima recombinante o por una contaminación en 

el extracto comercial, se utilizaron dos estrategias. Una de ellas consistió en una serie 

de ensayos de competición enzimática con sustratos específicos de la Ec-RNasa III. 

La otra estrategia consistió en el estudio de la naturaleza química de los nuevos 

extremos generados tras el corte y que son característicos para la Ec-RNasa III.  

  

 
 
R.1.1.3.1.- Competiciones enzimáticas 
 
 

La Ec-RNasa III es una endoribonucleasa específica de RNA doble cadena 

(dsRNA). Por ello, las competiciones enzimáticas se llevaron a cabo con una serie de 

sustratos de dsRNA que son reconocidos específicamente por esta ribonucleasa. Los 

sustratos de dsRNA que se utilizaron en este estudio fueron el RNA sintético 

poli(I).poli(C), y los sustratos naturales RNA R1.1 del fago T7 y el RNA del virus L-A.  

 

 

Se llevaron a cabo dos tipos de inhibiciones competitivas: 

 

R.1.1.3.1.1.- Inhibición competitiva directa 

 

En este tipo de experimentos se incubó una cantidad constante del RNA WNV 

1-702, marcado internamente con [α-32P]-GTP, con una concentración de Ec-RNasa III 

que fue calibrada previamente para trabajar en condiciones de reacción no saturantes, 

y con cantidades crecientes de RNA poli(I).poli(C) o dsRNA L-A sin marcaje radiactivo. 
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 El RNA sintético de doble cadena poli(I).poli(C) (Sigma-Aldrich) se comercializa 

como una mezcla de RNAs de diferente longitud y peso molecular, por lo que las 

reacciones de competición con este RNA se realizaron en relación de peso. Una 

cantidad constante de 1’4 ng (el equivalente a 0’6 nM) de RNA WNV 1-702α32P-GTP fue 

incubada con una concentración final de Ec-RNasa III de 0’0001 U/µl y con cantidades 

crecientes (0’14, 0’28, 1’4, 2’8 y 14 ng) de RNA poli(I).poli(C). La inspección visual del 

resultado, que se muestra en la figura R.3.A, revela que la intensidad de todas las 

bandas producto decrece de forma similar al incubar el RNA WNV 1-702 con el 

competidor. El corte se redujo aproximadamente a la mitad cuando la incubación se 

realizó con 2’8 ng de RNA poli(I).poli(C) (carril 8). 

 

 El virus L-A es un RNA de doble cadena de 4’6 Kb comúnmente encontrado en la 

levadura Saccharomyces cerevisiae [Wickner, 2007]. Este RNA se obtuvo como se 

detalla en el apartado M.2.5. El RNA WNV 1-702α32P-GTP a una cantidad constante de 

1’4 ng fue incubado con 0’0001U/µl de Ec-RNasa III y cantidades crecientes del RNA 

L-A (1’4, 14, 140 y 275 ng). La inspección visual del resultado (Fig. R.3.B) revela que 

la intensidad de todas las bandas producto decrece de forma similar al incubar el RNA 

WNV 1-702 con el competidor. El corte se redujo a más de la mitad cuando el RNA 

WNV 1-702 fue incubado con la misma cantidad en peso del RNA L-A (carril 5). 

 

 

R.1.1.3.1.2.- Inhibición competitiva reversa 

 

En este tipo de ensayos se probó la habilidad del RNA WNV 1-702 para 

competir la actividad de la Ec-RNasa III sobre el transcrito R1.1 del fago T7 (apartado 

I.3.1, Fig. I.7.B). Las reacciones de competición se llevaron a cabo con el RNA R1.1 

(apartado M.1.4.3), marcado internamente con [α-32P]-GTP y a una concentración 

constante de 0’6 nM final, incubado con 0’0002 U/µl de Ec-RNasa III (calibrada 

previamente para trabajar en condiciones de reacción no saturantes) y 

concentraciones crecientes (4’3, 43, 215, 400 y 1100 nM) de RNA WNV 1-702 sin 

marcaje radiactivo. El resultado (Fig. R.3.C) muestra que el RNA WNV 1-702 compite 

el corte del RNA R1.1 por la Ec-RNasa III. El corte queda inhibido casi completamente 

a un ratio de concentración 1:70 de RNA R1.1:WNV 1-702 (carril 5). La acumulación 

de material radiactivo en los pocillos del gel de los carriles 5-8 se debe probablemente 

a la generación de complejos a altas concentraciones de RNA.  
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Fig. R.3.- Ensayos de competición. (A y B) El dsRNA compite e inhibe el corte del RNA WNV 1-702α32P-

GTP por la Ec-RNasa III. Los productos de digestión P1RNasaIII a P4RNasaIII se indican en el margen de cada 

gel. (A) Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 4% que muestra la competición 

con el RNA poli(I).poli(C). Carril 1 (M), patrón de peso molecular de RNA en número de bases. Carriles 2, 

3 y 4; RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en hielo, en tampón de reacción, y con 0’0001 U/µl de Ec-RNasa 

III respectivamente. Carriles 5-9, reacciones de competición en las que 1’4 ng de RNA WNV 1-702α32P-GTP 

fueron incubados con 0’0001 U/µl de Ec-RNasa III y cantidades crecientes de poli(I).poli(C) (0’14, 0’28, 

1’4, 2’8 y 14ng consecutivamente). (B) Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 4% 

que muestra la competición con el RNA L-A. Carril 1 (M), patrón de peso molecular de RNA en número de 

bases. Carriles 2, 3 y 4; RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en hielo, en tampón de reacción, y con 0’0001 

U/µl de Ec-RNasa III respectivamente. Carriles 5-8, reacciones de competición en las que 1’4 ng de RNA 

WNV 1-702α32P-GTP fueron incubados con 0’0001 U/µl de Ec-RNasa III y cantidades crecientes de RNA L-A 

(1’4, 14, 140 y 275ng consecutivamente). (C) El RNA WNV 1-702 compite e inhibe el corte del RNA 

R1.1α32P-GTP por la Ec-RNasa III. Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10%. 

Carriles 1, 2 y 3; R1.1α32P-GTP incubado en hielo, en tampón de reacción, y con 0’0002 U/µl de Ec-RNasa 

III respectivamente. Carriles 4-8, reacciones de competición en las que el R1.1α32P-GTP a 0’6 nM fue 

incubado con 0’0002 U/µl de Ec-RNasa III y concentraciones crecientes de RNA WNV 1-702 (4’3, 43, 215, 

400, 1100 nM consecutivamente). O, indica el origen de la migración electroforética en los tres geles.  
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R.1.1.3.2.- Determinación de los grupos químicos de los nuevos extremos 

generados tras el corte 
  

Una de las propiedades que distingue a la Ec-RNasa III de la mayoría de 

RNasas no específicas de estructura es que, tras procesar un RNA, los nuevos 

extremos generados son 5’-fosfato y 3’-hidroxilo [Robertson and Dunn, 1975] mientras 

que la mayoría de las RNasas contaminantes dejan extremos 5’-hidroxilo y 3’-fosfato, 

previo paso por un producto intermedio 2’,3’-fosfato cíclico [Eun, 1996]. Utilizando esta 

propiedad, se llevaron a cabo una serie de experimentos para garantizar que los 

productos de corte observados tras la incubación del RNA WNV 1-702 con la Ec-

RNasa III son específicos de esta ribonucleasa. Para ello se utilizaron las enzimas T4 

RNA ligasa y T4 polinucleótido quinasa que reconocen específicamente los extremos 

del RNA. La enzima T4 RNA ligasa puede añadir [5’-32P]-pCp al extremo 3’-hidroxilo 

de un RNA [England and Uhlenbeck, 1978] y también puede circularizar fragmentos de 

RNA con extremos 5’-fosfato y 3’-hidroxilo [Silber et al., 1972]. La enzima T4 

polinucleótido quinasa (T4 PNK) cataliza la transferencia de un grupo 32PO4 desde la 

posición γ del ATP al extremo 5’ de un RNA sólo si ese extremo es 5’-hidroxilo o ha 

sido desfosforilado previamente con un tratamiento con fosfatasa.  

 

Como se vio en el apartado R.1.1.2, las bandas producto P1RNasaIII y P2RNasaIII 

conservan el extremo 5’ del RNA WNV 1-702, mientras que las bandas producto 

P3RNasaIII y P4RNasaIII conservan el extremo 3’ del RNA WNV 1-702. Teniendo ésto en 

cuenta, la enzima T4 polinucleótido quinasa fue utilizada para caracterizar los grupos 

químicos del nuevo extremo 5’ de las bandas producto P3RNasaIII y P4RNasaIII. Y la 

enzima T4 RNA ligasa fue utilizada para caracterizar los grupos químicos del nuevo 

extremo 3’ de las bandas producto P1RNasaIII y P2RNasaIII mediante la adición de [5’-32P]-

pCp, y del nuevo extremo 5’ de las bandas producto P3RNasaIII y P4RNasaIII  por 

circularización. 

 

La cantidad necesaria de cada banda producto para la realización de este 

estudio enzimático se obtuvo escalando diez veces una reacción de corte estándar 

(apartado M.2.12.1) en la que el RNA WNV 1-702 marcado a lo largo de toda su 

cadena con [α-32P]-GTP fue incubado con la Ec-RNasa III, los productos de reacción 

se resolvieron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 

4%, y las bandas producto P1RNasaIII, P2RNasaIII, P3RNasaIII y P4RNasaIII fueron recortadas 

del gel y eluídas (apartado M.2.10.2). 
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 Las bandas producto P1RNasaIII y P2RNasaIII fueron incubadas con la enzima T4 RNA 

ligasa (Promega) y [5’-32P]-pCp como se detalla en el apartado M.2.8.3. Como control 

se utilizó la misma cantidad de producto y las mismas condiciones de reacción pero 

sin incubar con la enzima. El resultado de este experimento se muestra en la figura 

R.4.A donde se puede observar que se produce una intensificación de las bandas 

producto que han sido tratadas con la enzima (carriles 2 y 4) con respecto al control 

sin tratar. Esto indica que se ha producido la adición de [5’-32P]-pCp al extremo 3’ de la 

banda producto y que, por tanto, el nuevo extremo generado tras el corte se trata de 

un extremo 3’-hidroxilo para las bandas P1RNasaIII y P2RNasaIII. 

 Las bandas producto P3RNasaIII y P4RNasaIII fueron desfosforiladas con fosfatasa 

alcalina de gamba (USB) y, posteriormente, tratadas con la enzima T4 polinucleótido 

quinasa (NEB) y [γ-32P]-GTP como se indica en el apartado M.2.13.3. Como control se 

utilizó la misma cantidad de producto y las mismas condiciones de reacción pero sin 

una desfosforilación previa. El resultado (Fig. R.4.B) muestra la intensificación de las 

bandas producto P3RNasaIII y P4RNasaIII que han sido desfosforiladas previamente 

(carriles 3 y 5). Este resultado indica que se ha producido la incorporación de un grupo 
32PO4 desde la posición γ del GTP al extremo 5’ de la banda producto y, por tanto, que 

el nuevo extremo generado tras el corte para las bandas producto P3RNasaIII y P4RNasaIII 

se trata de un extremo 5’-fosfato. También se comprobó dicho extremo utilizando la 

enzima T4 RNA ligasa (Promega).  Como se dijo antes, la T4 RNA ligasa produce la 

circularización de fragmentos de RNA con extremos 5’-fosfato y 3’-hidroxilo. Tras 

incubar las bandas producto P3RNasaIII y P4RNasaIII con dicha enzima (apartado 

M.2.13.2), el resultado (Fig. R.4.C) muestra una migración electroforética más lenta del 

producto tratado con la T4 RNA ligasa (carriles 2 y 4), propia de una conformación 

circular en el RNA.  
 



Resultados 
 

65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. R.4.- Caracterización enzimática de los nuevos extremos generados tras la digestión del RNA 
WNV 1-702 por la Ec-RNasa III. Las bandas producto P1RNasaIII, P2RNasaIII, P3RNasaIII y P4RNasaIII fueron 

sometidas a diferentes reacciones enzimáticas para determinar los grupos químicos del (A) extremo 3’. 

Carriles 1 y 2; P1RNasaIII incubada con [5’-32P]-pCp, sin T4 RNA ligasa (carril 1) o con T4 RNA ligasa (carril 

2). Carriles 3 y 4; P2RNasaIII incubada con [5’-32P]-pCp, sin T4 RNA ligasa (carril 3) o con T4 RNA ligasa 

(carril 4). (B) extremo 5’. Carril 1 (M), patrón de peso molecular de RNA en número de bases. Carriles 2 y 

3; P3RNasaIII tratada con T4 polinucleótido quinasa y [γ-32P]-GTP, sin tratamiento previo con fosfatasa (carril 

2) o con tratamiento previo con fosfatasa (carril 3). Carriles 4 y 5; P4RNasaIII tratada con T4 polinucleótido 

quinasa y [γ-32P]-GTP, sin tratamiento previo con fosfatasa (carril 4) o con tratamiento previo con 

fosfatasa (carril 5). (C) extremo 3’ y 5’ de las bandas producto P3RNasaIII y P4RNasaIII. Carriles 1 y 2, P4RNasaIII 

incubada en tampón de reacción (carril 1) y con T4 RNA ligasa (carril 2). Carriles 3 y 4, P3RNasaIII incubada 

con tampón de reacción (carril 3) y con T4 RNA ligasa (carril 4). Carril 5 (M), patrón de peso molecular de 

RNA en número de bases. O, indica el origen de la migración electroforética en los tres geles. La 

migración electroforética correspondiente a las bandas producto P1RNasaIII, P2RNasaIII, P3RNasaIII y P4RNasaIII 

se indica mediante flechas en cada gel. 
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R.1.1.4.- Cinética de corte 
 

El patrón de corte generado por la Ec-RNasa III sobre el RNA WNV 1-702 fue 

estudiado a diferentes tiempos de reacción. Para ello, el RNA WNV 1-702, marcado 

internamente con [α-32P]-GTP y a una concentración final de 0’6 nM, fue incubado con 

la Ec-RNasa III a una concentración final de 0’00025 U/µl. La reacción se llevó a cabo 

tal y como se indica en el apartado M.2.12.1, pero fue escalada a un volumen más 

grande. La mezcla de reacción fue incubada durante 60 minutos y se fueron sacando 

alícuotas a 0, 1, 5, 10, 15, 30 y 60 minutos (la alícuota t=0 se tomó justo antes de 

añadir la Ec-RNasa III). En la figura R.5 se puede 

observar cómo ya desde el minuto 1 de reacción 

(carril 4) aparecen las cuatro bandas producto 

P1RNasaIII, P2RNasaIII, P3RNasaIII y P4RNasaIII, y que estos 

productos de reacción aumentan proporcionalmente 

en el tiempo. Este resultado sugiere que los cortes 

que dan lugar a estas bandas producto se producen 

al mismo tiempo en el RNA sustrato. 
 
 
 
Fig. R.5.- Cinética del corte del RNA WNV 1-702 por la Ec-
RNasa III. Autoradiografía de un gel de poliacrilamida 

desnaturalizante al 4% en el que se muestra una cinética de 

reacción para el corte del RNA WNV 1-702α32P-GTP por la Ec-

RNasa III. Carril 1 (M), patrón de peso molecular de RNA en 

número de bases. Carril 2, RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en 

hielo. Carriles 3-9, muestran consecutivamente 0, 1, 5, 10, 15, 30 

y 60 minutos de incubación del RNA WNV 1-702α32P-GTP  con la 

Ec-RNasa III a 0’00025 U/µl. O, indica el origen de la migración 

electroforética. Los productos de digestión P1RNasaIII a P4RNasaIII se 

indican en el margen del gel. 
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R.1.1.5.- Análisis del patrón de procesamiento del RNA WNV 1-702 por la 
Ec-RNasa III 
 

El patrón de corte observado tras el procesamiento del RNA WNV 1-702 

marcado a lo largo de toda su cadena con [α-32P]-GTP (RNA WNV 1-702α32P-GTP) por la 

Ec-RNasa III para dar lugar a las cuatro bandas producto P1RNasaIII, P2RNasaIII, P3RNasaIII y 

P4RNasaIII (Fig. R.1, carriles 5 y 6) es probablemente consecuencia de dos cortes en el 

RNA sustrato. Se puede plantear que las parejas de bandas producto P1RNasaIII (~500 

nts) y P4RNasaIII (~200 nts), por una parte, y P2RNasaIII (~470 nts) y P3RNasaIII (~230 nts), 

por otra, suman la longitud completa del RNA WNV 1-702. Sin embargo, se puede 

observar que la banda producto P1RNasaIII aparece en menor proporción que la banda 

producto P4RNasaIII aun cuando P1RNasaIII es un fragmento de mayor longitud, indicando 

que la equimolaridad de los dos productos no se conserva. Además, la banda producto 

P1RNasaIII también aparece en menor proporción que la banda producto P2RNasaIII que 

migra justo por debajo. Las dos hipótesis que podrían explicar este fenómeno y que se 

muestran en la figura R.6 son: 

Hipótesis 1.- En algunas moléculas del RNA WNV 1-702 se produce un corte para 

producir P1RNasaIII y P4RNasaIII; y, en otras, un corte para producir P2RNasaIII y P3RNasaIII. Sin 

embargo, parte de las moléculas correspondientes a P1RNasaIII, debido probablemente a 

un cambio conformacional, son también reconocidas y procesadas para dar lugar a la 

banda producto P2RNasaIII.  

Hipótesis 2.- En algunas moléculas del RNA WNV 1-702 ocurre un solo corte para dar 

lugar a los productos P1RNasaIII y P4RNasaIII; en otras moléculas, un solo corte para dar 

lugar a los productos P2RNasaIII y P3RNasaIII; y en otras moléculas se producen ambos 

cortes, por lo que desaparecería así la banda producto P1RNasaIII. 

Ambas hipótesis implicarían un nuevo producto de digestión (indicado en la figura R.6 

como PNRNasaIII) que no se aprecia en el gel debido probablemente a que su tamaño es 

inferior a 40 nucleótidos. 

 

Para comprobar ó descartar la hipótesis 1, se analizó la actividad de la Ec-

RNasa III sobre el sustrato de longitud completa RNA WNV 1-702 y sobre la banda 

producto P1RNasaIII. La cantidad necesaria de banda producto P1RNasaIII se obtuvo 

escalando diez veces una reacción de corte estándar (apartado M.2.12.1) en la que se 

incubó el RNA WNV 1-702 marcado a lo largo de toda su cadena con [α-32P]-GTP con 

la Ec-RNasa III, los productos de reacción se resolvieron mediante electroforesis en un 

gel de poliacrilamida desnaturalizante al 4%, y la banda fue purificada del gel 

(apartado M.2.10.2). Tanto el RNA WNV 1-702 como la banda producto P1RNasaIII, 
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marcados internamente con [α-32P]-GTP y a una concentración final de 0’6 nM, fueron 

sometidos a una digestión con concentraciones crecientes (de 0’00005 a 0’005 U/µl) 

de Ec-RNasa III. En la figura R.7 se puede observar que la incubación de la banda 

producto P1RNasaIII con la Ec-RNasa III no da lugar a la banda producto P2RNasaIII. Este 

resultado descarta la primera hipótesis y, por tanto, la formación de una estructura en 

la banda producto P1RNasaIII reconocida y procesada por la Ec-RNasa III para dar lugar 

a la banda producto P2RNasaIII. Una vez descartada la hipótesis 1, se puede concluir 

que el patrón de corte observado en el RNA WNV 1-702 por la Ec-RNasa III se debe a 

que se puede producir un solo corte o dos cortes ligados al mismo motivo estructural. 
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Fig. R.6.- Hipótesis propuestas para el patrón de procesamiento del RNA WNV 1-702 por la Ec-
RNasa III. Cada hipótesis se representa esquemáticamente y muestra los cortes que se producirían en el 

motivo estructural del RNA WNV 1-702 reconocido por la Ec-RNasa III para dar lugar a los diferentes 

productos de reacción. Cada producto se representa con un color diferente: azul para P1RNasaIII, rosa para 

P2RNasaIII, verde para P3RNasaIII, marrón para P4RNasaIII y gris para PNRNasaIII. Según la primera hipótesis, 

parte de las moléculas producto P1RNasaIII sufren un cambio conformacional que es reconocido y 

procesado para dar lugar al producto P2RNasaIII. Según la segunda hipótesis, en algunas moléculas del 

RNA WNV 1-702 los dos cortes producidos por la Ec-RNasa III están ligados al mismo motivo estructural.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig. R.7.-  Actividad de la Ec-RNasa III sobre el RNA WNV 1-
702  y la banda producto P1RNasaIII.  Autoradiografía de un gel de 

poliacrilamida desnaturalizante al 4% que muestra la actividad de 

la Ec-RNasa III sobre el RNA WNV 1-702α32P-GTP y su banda 

producto P1RNasaIII. Carril 1 (M), patrón de peso molecular de RNA 

en número de bases. Carriles 2 y 3, RNA WNV 1-702α32P-GTP 

incubado en hielo y en tampón de reacción respectivamente. 

Carriles 4-8, RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado con 

concentraciones crecientes de Ec-RNasa III (0’00005, 0’0001, 

0’0005, 0’001 y 0’005 U/µl consecutivamente). Carriles 10 y 11, 

P1RNasaIII incubado en hielo y en tampón de reacción 

respectivamente. Carriles 12-15, P1RNasaIII incubado con 

concentraciones crecientes de Ec-RNasa III (0’00005, 0’0001, 

0’0005, 0’001 y 0’005 U/µl consecutivamente). O, indica el origen 

de la migración electroforética. 
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R.1.1.6.- Condiciones de corte primario y secundario 
 

Todos los experimentos realizados hasta ahora con la Ec-RNasa III se han 

llevado a cabo bajo condiciones de corte secundario, es decir, a una concentración de 

iones monovalentes por debajo de 130 mM. Se quiso comprobar qué ocurría en el 

patrón de corte del RNA WNV 1-702 por la Ec-RNasa III cuando las condiciones se 

acercaban al modelo de corte primario. El corte primario se produce a altas 

concentraciones de iones monovalentes (150-300 mM) in vitro [Gross and Dunn, 

1987], por lo que se prepararon nuevos tampones de reacción para la Ec-RNasa III 

con una concentración de 100, 130, 150 y 170 mM de acetato de amonio. Las 

reacciones se llevaron a cabo incubando el RNA WNV 1-702, marcado internamente 

con [α-32P]-GTP y a 0’6 nM final, con 0’0001 U/µl de Ec-RNasa III y en tampón de 

reacción con concentraciones crecientes de iones monovalentes.  El resultado de la 

figura R.8 muestra que el patrón de corte de la Ec-RNasa III en el RNA WNV 1-702 es 

idéntico tanto para bajas concentraciones (carril 7) como para altas concentraciones 

(carril 10) de acetato de amonio. Este resultado permite caracterizar bioquímicamente 

los cortes en el RNA WNV 1-702 como primarios.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. R.8.- Condiciones de corte primario y secundario. 

Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 

4% que muestra el patrón de corte de la Ec-RNasa III sobre el 

RNA WNV 1-702α32P-GTP en condiciones de corte primario y 

secundario. Carril 1 (M), patrón de peso molecular de RNA en 

número de bases. Carril 2, RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en 

hielo. Carriles 3-6, RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en tampón 

de reacción con 100, 130, 150 y 170 mM de acetato de amonio 

consecutivamente. Carriles 7-10, RNA WNV 1-702α32P-GTP 

incubado con 0’0001 U/µl de Ec-RNasa III y con concentraciones 

crecientes de acetato de amonio (100, 130, 150 y 170 mM 

consecutivamente). O, indica el origen de la migración 

electroforética. Los productos de digestión P1RNasaIII a P4RNasaIII 

se indican en el margen del gel. 
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R.1.1.7.- Determinación de la posición del corte en la secuencia del RNA 
WNV 1-702 
 

Para determinar el punto exacto del corte de la Ec-RNasa III en la secuencia 

del RNA WNV 1-702, se empleó la metodología que se detalla a continuación. Las 

bandas producto P3RNasaIII y P4RNasaIII fueron circularizadas con la enzima T4 RNA 

ligasa tal y como se hizo en el apartado R.1.1.3.2. Tras la circularización, se generó 

una hebra de cDNA mediante reacción de transcripción inversa (apartado M.2.13.4) 

con el oligo LC1-704-628as (5’-CTGGGCATTCATAAGTGATAG-3’) y se realizó una 

PCR con los oligos LC1-704-628as y B3-4-LC1-704-down (5’-

TCCAGAAGACATCGACTGTTG-3’) para amplificar la región flanqueante a la zona de 

unión de los extremos 5’ y 3’. Los productos de PCR fueron clonados en E. coli 

utilizando el plásmido pGEM®-T Easy (Promega) (apartado M.2.3) y secuenciados 

(apartado M.2.4 y M.2.6). Los datos obtenidos muestran dos posiciones de corte para 

la Ec-RNasa III en el RNA WNV 1-702: entre los nucleótidos C471 y C472 para dar 

lugar a la banda producto P3RNasaIII y entre los nucleótidos G505 y U506 para dar lugar 

a la banda producto P4RNasaIII (Fig. R.9). 
 

  
 
 

Fig. R.9.- Posiciones de corte de la Ec-RNasa III. En la figura se indican los 

cortes producidos por la Ec-RNasa III en la secuencia del RNA WNV 1-702. Se ha 

representado la estructura secundaria predicha por el programa mfold para la 

secuencia reconocida por la Ec-RNasa III. El enlace fosfodiéster donde se 

producen los cortes (entre los nucleótidos C471-C472 y G505-U506) se indica 

mediante flechas y los nucleótidos que forman parte del enlace se muestran en 

rojo. 
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R.1.2.- RNasa III EUCARIOTA DICER 
 

R.1.2.1.- Ensayo de actividad sobre el RNA WNV 1-702 
 

La actividad de la RNasa Dicer fue probada sobre el fragmento de RNA que 

contiene los primeros 702 nucleótidos del genoma del WNV (RNA WNV 1-702) in vitro. 

Para ello, el  RNA WNV 1-702 marcado con [α-32P]-GTP a lo largo de toda la cadena 

(RNA WNV 1-702α32P-GTP) fue incubado con la enzima Dicer (Genlantis) en las 

condiciones de reacción que se detallan en el apartado M.2.12.2. La concentración de 

RNA sustrato WNV 1-702 utilizada fue de 0’6 nM final y la concentración de Dicer, 

elegida tras calibrar la enzima en un rango que iba de  0’1 a 3U, fue de 0’5U.  

 

El resultado de la actividad Dicer sobre el RNA WNV 1-702α32P-

GTP queda recogido en la figura R.10. Se puede observar que 

la incubación de este RNA con la enzima Dicer genera una 

serie de productos que se indican en la figura como P1Dicer, 

P2Dicer, P3Dicer, P4Dicer, P5Dicer, P6Dicer, P7Dicer, P8Dicer, P9Dicer y 

P10Dicer.  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. R.10.- Actividad de la enzima Dicer sobre el RNA WNV 1-702. 

Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 4% que 

muestra la actividad de la enzima Dicer sobre el RNA WNV 1-702α32P-GTP. 

Carril 1 (M), patrón de peso molecular de RNA en número de bases. Carriles 

2 y 3, RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en hielo y en tampón de reacción 

respectivamente. Carril 4, RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado con 0’5 U de 

enzima Dicer. O, indica el origen de la migración electroforética. Los 

productos P1Dicer a P10Dicer se indican en el margen del gel. 
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R.1.2.2.- Caracterización de la especificidad de corte 
 

Con el fin de garantizar que los productos observados tras la incubación del 

RNA WNV 1-702 con Dicer son producidos por esta RNasa y descartar que se deban 

a alguna actividad no deseada de la enzima recombinante o a una contaminación en el 

extracto comercial, se llevaron a cabo las dos estrategias empleadas también en el 

estudio realizado con la RNasa III de E. coli. En una de ellas se realizó un ensayo de 

competición enzimática con un sustrato específico para Dicer. Y, en la otra, se quiso 

comprobar la naturaleza química de los nuevos extremos generados tras el corte y que 

son característicos de Dicer.  

 

 

R.1.2.2.1.- Competiciones enzimáticas 
 

Dicer es una endoribonucleasa específica de RNA doble cadena (dsRNA). 

Como se describe en la introducción, Dicer procesa dsRNA largos y pre-miRNAs en 

fragmentos de dsRNA cortos (siRNAs y miRNAs) de unos ~21-25 nucleótidos de 

longitud [Bernstein et al., 2001]. Por ello, para competir el corte de la enzima Dicer en 

el RNA WNV 1-702, se utilizó un pre-miRNA. 

 

Como pre-miRNA se eligió el precursor del miR-122, un RNA de unos 66 

nucleótidos de longitud cuya secuencia se tomó de [Chang et al., 2003] y el molde de 

DNA se diseñó según [Leuschner and Martinez, 2007]. Para comprobar que este pre-

miRNA era reconocido y procesado por la enzima Dicer in vitro, 150 cpm del pre-miR-

122 marcado internamente con [α-32P]-ATP (pre-miR-122α32P-ATP) fueron incubadas con 

la enzima Dicer como se detalla en el apartado M.2.12.2. Como se muestra en la 

figura R.11.A, el pre-miR-122 es reconocido y procesado por la enzima Dicer in vitro 

apareciendo unas bandas, mayoritariamente en torno a 25 nucleótidos de longitud, 

propias de los miRNAs y que se señalan en la figura con una flecha.  

 

El pre-miR-122 fue utilizado como competidor del corte del RNA WNV 1-702 en 

una relación molar. El RNA WNV 1-702, marcado internamente con [α-32P]-GTP y a 

una concentración constante de 0’6 nM final, fue incubado con 0’5 U de la enzima 

Dicer y con concentraciones crecientes del pre-miR-122 (6, 60, 160, y 320 nM) 

también marcado internamente. La inspección visual del resultado, que se muestra en 

la figura R.11.B, revela que sólo la aparición de las bandas producto P3Dicer y P9Dicer se 

ven afectadas por el competidor y que, por tanto, dichos productos son los únicos 
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específicos de la actividad Dicer. Los productos P3Dicer (~500 nts) y P9Dicer (~200 nts) 

parecen sumar la longitud completa del RNA WNV 1-702, sugiriendo que proceden de 

un mismo corte. Este trabajo se ha centrado en la caracterización de la banda 

producto P9Dicer. Dicho producto se redujo a la mitad cuando el RNA WNV 1-702α32P-GTP 

fue incubado con una concentración de competidor 100 veces mayor, es decir, con 60 

nM de pre-miR-122 (carril 6).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. R.11.- Competición con el pre-miR-122. (A) Autoradiografía de un gel de poliacrilamida 

desnaturalizante al 10% en el que se muestra la actividad de la enzima Dicer sobre el pre-miR-122α32P-ATP. 

Carril 1 (M), patrón de peso molecular de RNA en número de bases. Carriles 2 y 3, pre-miR-122α32P-ATP 

incubado en hielo y en tampón de reacción respectivamente. Carril 4, pre-miR-122α32P-ATP incubado en 

presencia de 0’5U de enzima Dicer. El producto mayoritario propio de los miRNAs se indica con una 

flecha. (B) Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 4% que muestra la competición 

del corte del RNA WNV 1-702α32P-GTP por el pre-miR-122α32P-GTP. Carril 1 (M), patrón de peso molecular de 

RNA en número de bases. Carriles 2 y 3, RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en hielo y en tampón de 

reacción respectivamente. Carril 4, patrón de corte del RNA WNV 1-702α32P-GTP  con 0’5 U de enzima 

Dicer. Carriles 5-8, reacciones de competición en las que el RNA WNV 1-702α32P-GTP a 0’6 nM final fue 

incubado con 0’5U de Dicer y concentraciones crecientes del pre-miR-122α32P-GTP (6, 60, 160 y 320nM 

consecutivamente). La migración electroforética del pre-miR-122 y de los productos de digestión P3Dicer y 

P9Dicer se indica al margen del gel. O, indica el origen de la migración electroforética en ambos geles.  
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R.1.2.2.2.- Determinación de los grupos químicos de los nuevos extremos 
generados tras el corte  
 

La enzima Dicer es un miembro de la familia RNasa III y, como tal, tras el corte 

los nuevos extremos generados en el RNA son 5’-fosfato y 3’-hidroxilo [MacRae et al., 

2007]. La digestión con la enzima Dicer de aproximadamente 250 cpm del RNA WNV 

1-702 marcado internamente con [α-32P]-GTP (RNA WNV 1-702α32P-GTP), en su extremo 

5’ con [γ-32P]-GTP (RNA WNV 1-702γ32P-GTP) y en su extremo 3’ con [5’-32P]-pCp (RNA 

WNV 1-70232P-pCp) mostró que el producto de digestión P9Dicer conserva el extremo 3’ 

del RNA WNV 1-702 (Fig. R.12).  
 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. R.12.- Localización de los productos de corte en 
relación a los extremos 5’ y 3’ del RNA WNV 1-702. 

Autoradiografía de un gel de poliacrilamida 

desnaturalizante al 4% que muestra el patrón de corte 

de la enzima Dicer en el RNA WNV 1-702γ32P-GTP, WNV 

1-702α32P-GTP y WNV 1-70232P-pCp. Carril 1 (M),  patrón 

de peso molecular de RNA en número de bases. 

Carriles 2, 5 y 8: muestran el RNA WNV 1-702γ32P-GTP 

incubado en hielo, en tampón de reacción y con 0’5 U 

de enzima Dicer respectivamente. Carriles 3, 6 y 9: 

muestran el RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en hielo, 

en tampón de reacción y con 0’5 U de enzima Dicer 

respectivamente. Carriles 4, 7 y 10: muestran el RNA 

WNV 1-70232P-pCp incubado en hielo, tampón de 

reacción y con 0’5 U de enzima Dicer respectivamente. 

O, indica el origen de la migración electroforética. El 

producto de digestión P9Dicer se indica en el margen del 

gel. 
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La identificación del grupo químico presente en el extremo 5’ de P9Dicer se 

realizó utilizando la enzima T4 RNA ligasa. Esta enzima puede circularizar fragmentos 

de RNA con extremos 5’-fosfato y 3’-hidroxilo [Silber et al., 1972]. La cantidad 

necesaria de banda producto P9Dicer se obtuvo escalando diez veces una reacción de 

corte estándar del RNA WNV 1-702 con Dicer, los productos de reacción se 

resolvieron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante y la 

banda producto P9Dicer fue purificada del gel de poliacrilamida según el apartado 

M.2.10.2. La cantidad del producto recuperado tras la elución de la banda se dividió en 

dos partes, una de las cuales fue tratada con la enzima T4 RNA ligasa tal y como se 

detalla en el apartado M.2.13.2, y la otra mitad fue utilizada como control sin tratar con 

la enzima. El resultado de este estudio se muestra en la figura R.13 y se puede 

observar que la banda producto P9Dicer incubada con la enzima T4 RNA ligasa (carril 3) 

presenta una migración electroforética más lenta que el control sin tratar con la 

enzima. Esta movilidad es característica de una conformación circular del RNA 

producida por una ligación de sus extremos que deben de ser, por tanto, 5’-fosfato y 

3’-hidroxilo. 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. R.13.- Caracterización enzimática del nuevo extremo 
generado en la banda producto P9Dicer. Autoradiografía de un 

gel de poliacrilamida desnaturalizante al 4% que muestra la 

caracterización del extremo 5’ de la banda producto P9Dicer. Carril 

1 (P), patrón de corte de la enzima Dicer sobre el RNA WNV 1-

702α32P-GTP. Carriles 2 y 3, P9Dicer incubada en tampón de reacción 

(carril 2) y con T4 RNA ligasa (carril 3). Carril 4 (M), patrón de 

peso molecular de RNA en número de bases. La migración 

electroforética de la conformación circular (C) y lineal (L) de la 

banda producto P9Dicer se indica al margen del gel. O, indica el 

origen de la migración electroforética. 
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R.1.2.3.- Determinación de la posición del corte en la secuencia del RNA 
WNV 1-702 
 

La determinación del punto exacto del corte de la RNasa Dicer en la secuencia 

del RNA WNV 1-702 se llevó a cabo utilizando dos metodologías diferentes. Una de 

ellas fue el método del clonaje, descrito en el apartado R.1.1.7 para el caso de la Ec-

RNasa III, en el que la banda producto P9Dicer se circularizó, clonó y secuenció 

utilizando los mismos oligos que en dicho apartado. La otra metodología empleada fue 

la 5’ Rapid Amplification of cDNA Ends (5’ RACE). Esta metodología se emplea para 

amplificar la secuencia desconocida en el extremo 5’ de un RNA del que sí que se 

conoce su secuencia 3’. La descripción detallada de esta metodología se puede 

consultar en el apartado M.2.13.5. Este protocolo se llevó a cabo con la banda 

producto P9Dicer y utilizando el oligo LC1-704-628as tanto para la síntesis de la hebra 

de cDNA como para la posterior PCR junto con el oligo PSTdTDOWN (5’-

CTGCAG(T)18-3’). Para ambas metodologías empleadas, los datos de secuenciación 

obtenidos muestran que el punto de corte de la enzima Dicer en el RNA WNV 1-702 se 

encuentra entre los nucleótidos G505 y U506 (Fig. R.14).  
 

 
 

 
 
 
 

 
 
Fig. R.14.- Posición de corte para Dicer. En la figura se indica el corte producido por 

Dicer en la secuencia del RNA WNV 1-702. Se ha representado la estructura secundaria 

predicha por el programa mfold para la secuencia reconocida por Dicer. El enlace 

fosfodiéster donde se produce el corte (entre los nucleótidos G505-U506) se indica con 

una flecha y los nucleótidos que forman parte del enlace se muestran en rojo. 
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R.2.- RNasa P 
 
 
R.2.1.- SUBUNIDAD RNA DE LA RNasa P DE Synechocystis sp. PPC 6803 

 
R.2.1.1.- Ensayo de actividad sobre el RNA WNV 1-702 
 

Se ensayó la actividad de la subunidad de RNA de la RNasa P de la 

cianobacteria Synechocystis sp. PPC 6803 (denominada a partir de ahora Rz6803) en 

los primeros 702 nucleótidos del genoma del WNV (RNA WNV 1-702). El RNA WNV 1-

702, marcado a lo largo de toda la cadena con [α-32P]-GTP y a una concentración final 

de 1’8 nM, fue incubado con el Rz6803 (apartado M.1.4.2.1) a una concentración final 

de 67’5 nM (concentración elegida tras calibrar el Rz6803 con este sustrato) en las 

condiciones de reacción que se detallan en el apartado M.2.12.3. Como control 

positivo de la reacción de corte se utilizó el precursor del tRNA de la tirosina (pre-Tyr). 

Este RNA pre-Tyr (apartado M.1.4.2.2) fue también marcado radiactivamente a lo largo 

de toda la cadena y fue incubado con el Rz6803 en las mismas condiciones de 

reacción. El resultado obtenido se muestra en la figura 

R.15. La incubación del Rz6803 con el RNA WNV 1-702 

produjo una serie de bandas producto (carril 7) de las 

cuales se indican en la figura las que se seleccionaron 

para continuar este estudio: P1Rz, P2Rz, P3Rz, P4Rz, P5Rz, 

P6Rz, P7Rz, P8Rz, P9Rz y P10Rz. 
 

 

 

 
Fig. R.15.- Actividad del Rz6803 sobre el RNA WNV 1-702. 

Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 4% 

que muestra la actividad del Rz6803 sobre el RNA WNV 1-702α32P-

GTP. Carril 1 (M), patrón de peso molecular de RNA en número de 

bases. Carriles 2, 3 y 4; RNA pre-Tyrα32P-GTP incubado en hielo, en 

tampón de reacción, y con el Rz6803 respectivamente. Carriles 5, 6 

y 7; RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en hielo, en tampón de 

reacción y en presencia del Rz6803 respectivamente. O, indica el 

origen de la migración electroforética. Los productos de digestión 

P1Rz a P10Rz se indican en el margen del gel. 
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R.2.1.2.- Localización de los productos de corte en relación a los 
extremos 5’ y 3’ del RNA WNV 1-702 
 

Para localizar la posición de los productos de corte en relación a los extremos 

del RNA WNV 1-702, se identificó qué productos conservan el extremo 5’ y 3’ del RNA 

tras el corte por el Rz6803. Para ello se procedió a marcar el RNA en su extremo 5’ 

con [γ-32P]-GTP (RNA WNV 1-702γ32P-GTP), a lo largo de toda su cadena con [α-32P]-

GTP (RNA WNV 1-702α32P-GTP), y en su extremo 3’ con [5’-32P]-pCp (RNA WNV 1-

70232P-pCp). Los marcajes del RNA se realizaron como se describe en el apartado 

M.2.8. El RNA WNV 1-702α32P-GTP a una concentración final de 1’8 nM y 

aproximadamente 333 cpm de los RNAs WNV 1-702γ32P-GTP y WNV 1-70232P-pCp fueron 

incubados con el Rz6803 en las condiciones de reacción estándar que se especifican 

en el apartado M.2.12.3. 
Como muestra el resultado de la figura R.16, la 

digestión del RNA WNV 1-702α32P-GTP con el 

Rz6803 dio lugar a las bandas producto P1Rz a 

P10Rz; la digestión del RNA WNV 1-702γ32P-GTP con 

el Rz6803 dio lugar a las bandas P1Rz a P7Rz; y la 

digestión del RNA WNV 1-70232P-pCp con el 

Rz6803 dio lugar a las bandas P8Rz, P9Rz y P10Rz. 

Estos resultados indican que las bandas producto 

P1Rz a P7Rz conservan el extremo 5’ del RNA 

WNV 1-702, mientras que las bandas producto 

P8Rz, P9Rz y P10Rz conservan el extremo 3’ del 

RNA WNV 1-702. 
 

 
Fig. R.16.- Localización de los productos de corte en 
relación a los extremos 5’ y 3’ del RNA WNV 1-702. 

Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante 

al 4% que muestra el patrón de corte del Rz6803 en el RNA 

WNV 1-702γ32P-GTP, WNV 1-702α32P-GTP y WNV 1-70232P-pCp. 

Carriles 1, 4 y 7: muestran el RNA WNV 1-702γ32P-GTP 

incubado en hielo, en tampón de reacción y con el Rz6803 

respectivamente. Carriles 2, 5 y 8: muestran el RNA WNV 1-

702α32P-GTP incubado en hielo, en tampón de reacción y con el Rz6803 respectivamente. Carriles 3, 6 y 9: 

muestran el RNA WNV 1-70232P-pCp incubado en hielo, en tampón de reacción y con el Rz6803 

respectivamente. Carril 10 (M), patrón de peso molecular de RNA en número de bases. O, indica el origen 

de la migración electroforética. Los productos de digestión P1Rz a P10Rz se indican en el margen del gel. 



Resultados 
 
 

80 

R.2.1.3.- Caracterización de la especificidad de corte 

 
El estudio de especificidad del corte para garantizar que los productos de 

digestión observados tras la incubación del RNA WNV 1-702 con el Rz6803 son 

producidos por dicho ribozima se llevó a cabo utilizando dos estrategias. Como se 

comentó en la Introducción, el Rz6803 necesita tanto iones divalentes como 

monovalentes para el corte in vitro, por este motivo se comprobó la dependencia de 

iones potasio y magnesio en la reacción. También se determinó la naturaleza química 

de los nuevos extremos generados en el RNA tras el corte. 

 
 

R.2.1.3.1- Dependencia de iones  
 

R.2.1.3.1.1.- Dependencia de iones magnesio 

 

La dependencia de iones divalentes en el procesamiento del RNA WNV 1-702 

por el Rz6803 se comprobó eliminando el magnesio de la reacción. Una reacción 

estándar del RNA WNV 1-702 con el Rz6803 (apartado M.2.12.3) fue utilizada como 

patrón control del corte. Otra reacción fue realizada en ausencia de magnesio. Para 

eliminar el magnesio, tanto el Rz6803 como el RNA WNV 1-702 fueron preincubados 

con EDTA pH 7’5 2 mM y Tris-HCl pH 7’5 50 mM durante 2 horas o toda la noche a 

37ºC, y el tampón que se utilizó en la reacción se preparó también sin magnesio. Una 

réplica de la reacción en ausencia de magnesio fue suplementada a posteriori con la 

cantidad de magnesio necesaria para igualar la de la reacción estándar. 

 

El resultado de este estudio se muestra en la figura R.17. La aparición de los 

productos de corte es dependiente de magnesio ya que cuando se elimina el 

magnesio en la reacción no se produce ningún patrón de corte en el RNA WNV 1-702 

(carriles 6 y 11); sin embargo, cuando esta misma reacción es suplementada con 

magnesio (carriles 8 y 13) se recupera el patrón de corte característico (carril 3). 

 

 

R.2.1.3.1.2.- Dependencia de potasio 

 

La dependencia de iones monovalentes en el procesamiento del RNA WNV 1-

702 por el Rz6803 se comprobó disminuyendo la concentración de KCl utilizada en la 
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reacción. El rango de concentraciones de KCl que se utilizó fue de 1 M hasta 0’005 M 

final. Se realizó una reacción estándar (apartado M.2.12.3) en la que el RNA WNV 1-

702 marcado con [α-32P]-GTP (RNA WNV 1-702α32P-GTP) se incubó con el Rz6803 pero 

con las diferentes concentraciones de KCl. 

 

El resultado obtenido para este estudio se recoge en la figura R.18. Se puede 

observar que al disminuir la concentración de KCl disminuye la eficiencia de corte 

producido por el Rz6803 (carriles 8-13). 

 
Fig. R.17.- Dependencia de iones magnesio. Autoradiografía de un gel de poliacrilamida 

desnaturalizante al 4% (A) y al 10% (B), que muestra la dependencia de magnesio para el corte del 

Rz6803. Los carriles 1, 2 y 3 muestran las incubaciones estándar del RNA WNV 1-702α32P-GTP en hielo, en 

tampón de reacción y en presencia del Rz6803 respectivamente. Para el resto de carriles se utilizó un 

tampón de reacción sin magnesio utilizando tanto el RNA WNV 1-702α32P-GTP como el Rz6803 

preincubados con EDTA 2 mM durante 2 horas (carriles 4-8) o toda la noche (carriles 9-13). El RNA WNV 

1-702α32P-GTP fue incubado en hielo (carriles 4 y 9), en tampón de reacción (5 y 10) y en presencia del 

Rz6803 (carriles 6 y 11). Las incubaciones en tampón de reacción y en presencia del Rz6803 fueron 

suplementadas con magnesio  en los carriles 7, 8, 12 y 13. M, patrón de peso molecular de RNA en 

número de bases. O, indica el origen de la migración electroforética en ambos geles. La migración 

electroforética correspondiente a los productos de digestión P1Rz - P10Rz se indican en el margen de cada 

gel. 
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Fig. R.18.- Dependencia de iones potasio. Autoradiografía de un gel de poliacrilamida desnaturalizante 

al 4% (A) y al 10% (B), que muestra la dependencia de potasio para el corte del Rz6803. Carril 1, RNA 

WNV 1-702α32P-GTP incubado en hielo. Carriles 2-7, RNA WNV 1-702α32P-GTP incubado en tampón de 

reacción con 0’005, 0’01, 0’05, 0’1, 0’5 y 1M de KCl consecutivamente. Carriles 8-13,  RNA WNV 1-

702α32P-GTP incubado con el Rz6803 y 0’005, 0’01, 0’05, 0’1, 0’5 y 1M de KCl consecutivamente.  Carril 14 

(M), patrón de peso molecular de RNA en número de bases. O, indica el origen de la migración 

electroforética en ambos geles. La migración electroforética correspondiente a los productos de digestión 

P1Rz - P10Rz se indican en el margen de cada gel. 
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R.2.1.3.2- Determinación de los grupos químicos de los nuevos extremos 

generados tras el corte 
 

Los nuevos extremos generados en un RNA tras ser procesado por el Rz6803 

son 5’-fosfato y 3’-hidroxilo. Las enzimas T4 RNA ligasa y T4 polinucleótido quinasa 

(T4 PNK) fueron utilizadas para comprobar que los nuevos extremos generados tras el 

corte del RNA WNV 1-702 por el Rz6803 tenían dichos grupos químicos. Estas 

enzimas reconocen específicamente los extremos del RNA (consultar sección de 

resultados R.1.1.3.2). 

 

Los resultados obtenidos en el apartado R.2.1.2 muestran que las bandas 

producto P1Rz a P7Rz conservan el extremo 5’ del RNA WNV 1-702, mientras que las 

bandas producto P8Rz, P9Rz y P10Rz conservan el extremo 3’. Teniendo ésto en cuenta, 

la enzima T4 polinucleótido quinasa fue utilizada para caracterizar los grupos químicos 

del nuevo extremo 5’ de las bandas producto P8Rz, P9Rz y P10Rz por adición de [γ-32P]-

ATP. La enzima T4 RNA ligasa fue utilizada para caracterizar los grupos químicos del 

nuevo extremo 3’ de las bandas producto P1Rz a P7Rz mediante la adición de [5’-32P]-

pCp; y del nuevo extremo 5’ de las bandas producto P8Rz, P9Rz y P10Rz mediante su 

circularización. 
 

La cantidad necesaria de cada banda producto para la realización de este 

estudio enzimático se obtuvo escalando diez veces una reacción de corte estándar 

(apartado M.2.12.3) en la que el RNA WNV 1-702 marcado a lo largo de toda su 

cadena con [α-32P]-GTP fue incubado con el Rz6803, los productos de reacción se 

resolvieron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 4%, 

y las bandas producto fueron purificadas del gel de poliacrilamida (apartado M.2.10.2). 

 

 Las bandas producto P1Rz a P7Rz fueron incubadas con la enzima T4 RNA ligasa 

(Promega) y [5’-32P]-pCp como se detalla en el apartado M.2.8.3. Como control se 

utilizó la misma cantidad de producto y las mismas condiciones de reacción pero sin 

incubar con la enzima. El resultado de este experimento se muestra en las figuras 

R.19.A y R.19.B. Se puede observar que se produce la intensificación de cada una de 

las bandas producto que han sido tratadas con la enzima (carriles 3 y 5 de la Fig. 

R.19.A y carriles 3, 5, 7, 9 y 11 de la Fig. R.19.B) con respecto al control sin tratar. 

Esto indica que se ha producido la adición de [5’-32P]-pCp al extremo 3’ de la banda 

producto y que, por tanto, el nuevo extremo generado tras el corte contiene un 

extremo 3’-hidroxilo para las bandas P1Rz a P7Rz.  
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 Las bandas producto P8Rz, P9Rz y P10Rz fueron desfosforiladas con fosfatasa 

alcalina de gamba (USB) y, posteriormente, tratadas con la enzima T4 polinucleótido 

quinasa (NEB) y [γ-32P]-ATP (apartado M.2.13.3). Como control se utilizó la misma 

cantidad de producto y las mismas condiciones de reacción pero sin una 

desfosforilación previa. El resultado (Fig. R.19.C) muestra la intensificación de las 

bandas producto P8Rz, P9Rz y P10Rz que han sido desfosforiladas previamente (carriles 

3, 5 y 7). Este resultado indica que se ha producido la incorporación de un grupo 32PO4 

desde la posición γ del ATP al extremo 5’ de la banda producto y, por tanto, que el 

nuevo extremo generado tras el corte para las bandas producto P8Rz, P9Rz y P10Rz 

contiene un extremo 5’-fosfato. También se comprobó dicho extremo utilizando la 

enzima T4 RNA ligasa (Promega).  La T4 RNA ligasa produce la circularización de 

fragmentos de RNA con extremos 5’-fosfato y 3’-hidroxilo. Tras incubar las bandas 

producto P8Rz, P9Rz y P10Rz con dicha enzima según las condiciones de reacción que 

se especifican en el apartado M.2.13.2, el resultado (Fig. R.19.D) muestra una 

migración electroforética más lenta, propia de una conformación circular en el RNA, 

para la banda producto P8Rz (carril 2). En la banda producto P9Rz se produce un ligero 

cambio en la movilidad electroforética (carril 4) aunque no se ha podido determinar si 

corresponde a una conformación circular. Para la banda producto P10Rz no se aprecia 

ningún cambio en la migración (carril 6). Esto puede ser debido a que el tamaño del 

producto de reacción P10Rz, menor de 100 nucleótidos, imposibilite la ligación de los 

extremos del RNA probablemente por cuestiones geométricas.  
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Fig. R.19.- Caracterización enzimática de los nuevos extremos generados tras el corte del RNA 
WNV 1-702 por el Rz6803. Las bandas producto P1Rz a P10Rz fueron sometidas a diferentes reacciones 

enzimáticas para determinar los grupos químicos de los extremos. (A, B) Extremo 3’. (A) Carril 1 (C), 

patrón de bandas producto. Carriles 2 y 4; muestran respectivamente las bandas P1Rz y P2Rz, que han 

sido incubadas con [5’-32P]-pCp sin T4 RNA ligasa. Carriles 3 y 5; muestran respectivamente las bandas 

P1Rz y P2Rz, que han sido incubadas con [5’-32P]-pCp y T4 RNA ligasa. (B) Carril 1 (C), patrón de bandas 

producto. Carriles 2, 4, 6, 8 y 10; muestran respectivamente las bandas P3Rz, P4Rz, P5Rz, P6Rz y P7Rz que 

han sido incubadas con [5’-32P]-pCp sin T4 RNA ligasa. Carriles 3, 5, 7, 9 y 11; muestran respectivamente 

las bandas P3Rz, P4Rz, P5Rz, P6Rz y P7Rz que han sido incubadas con [5’-32P]-pCp y T4 RNA ligasa. (C) 

Extremo 5’. Carril 1 (C), patrón de bandas producto. Carriles 2, 4 y 6; muestran respectivamente las 

bandas P8Rz, P9Rz y P10Rz que han sido incubadas con T4 polinucleótido quinasa y [γ-32P]-ATP, sin 

tratamiento previo con fosfatasa. Carriles 3, 5 y 7; muestran respectivamente las bandas P8Rz, P9Rz y 

P10Rz que han sido incubadas con T4 polinucleótido quinasa y [γ-32P]-ATP previo tratamiento con 

fosfatasa. (D) Extremos 5’ y 3’. Carriles 1, 3 y 5; muestran respectivamente las bandas P8Rz, P9Rz y P10Rz 

incubadas en tampón de reacción. Carriles 2, 4 y 6; muestran respectivamente las bandas P8Rz, P9Rz y 

P10Rz incubadas con T4 RNA ligasa. Carril 7 (C), patrón de bandas producto. O, indica el origen de la 

migración electroforética en todos los geles. En el margen de cada gel se indica la migración 

electroforética según el patrón de bandas producto para P1Rz - P10Rz.  

 
 

 
 
 



Resultados 
 
 

86 

R.2.1.4.- Determinación de la posición del corte en la secuencia del RNA 
WNV 1-702 

 

Los cortes producidos por el Rz6803 en los primeros 702 nucleótidos del 

genoma del WNV son varios. La determinación de los puntos de corte en la secuencia 

del RNA WNV 1-702 que dan lugar a las bandas producto P8Rz, P9Rz y P10Rz se llevó a 

cabo utilizando dos metodologías diferentes. Mediante una metodología de 

secuenciación directa del RNA (Fig. R.20.A) se ha determinado un corte entre los 

nucleótidos A610 y U611 (correspondiente al corte que produce la banda producto 

P9Rz) y otro entre los nucleótidos U645 y G646 (correspondiente al corte que produce 

la banda producto P10Rz). Mediante el método del clonaje, utilizando la misma 

metodología y oligos del apartado R.1.1.7,  para la banda producto P8Rz se obtuvieron 

dos posibles puntos de corte: entre los nucleótidos G517-A518 y entre los nucleótidos 

U521-C522. En la figura R.20.B se indican las posiciones de corte del Rz6803 en la 

secuencia del RNA WNV 1-702. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. R.20.- Posiciones de corte del Rz6803. (A) Autoradiografía de un gel de poliacrilamida 

desnaturalizante al 10% que muestra la posición del corte que da lugar a las bandas producto P9Rz y 

P10Rz. Carril 1 (Rz), RNA WNV 1-70232P-pCp incubado con el Rz6803 en condiciones de reacción estándar 

(apartado M.2.12.3). Carril 2 (OH), hidrólisis alcalina del RNA WNV 1-70232P-pCp (apartado M.2.14.2.4) que 
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produce un marcador con todos los nucleótidos de la secuencia. Carril 3 (T1L), digestión del RNA WNV 1-

70232P-pCp con RNasa T1 en condiciones desnaturalizantes (apartado M.2.14.2.1) que produce un 

marcador con todas las guaninas de la secuencia que se señalan en el margen del gel. O, indica el origen 

de la migración electroforética. (B)  Estructura secundaria predicha por el programa mfold para la 

secuencia reconocida por el Rz6803 en el RNA WNV 1-702. El enlace fosfodiéster donde se producen los 

cortes del Rz6803 se indica mediante flechas y los nucleótidos que forman parte del enlace se muestran 

en rojo. 

 

 

 

R.2.2.- RNasa P HUMANA 
 

R.2.2.1.- Ensayo de actividad sobre el RNA WNV 1-702 
 

Se probó la actividad de un extracto con actividad RNasa P procedente de 

células HeLa (RNasa P humana) sobre el fragmento de RNA WNV 1-702. Las 

reacciones con la RNasa P humana se llevaron a cabo en las condiciones que se 

indican en el apartado M.2.12.4. Para el ensayo de actividad se utilizó el RNA WNV 1-

702 marcado radiactivamente en su extremo 3’ con [5’-32P]-pCp (RNA WNV 1-70232P-

pCp) y a lo largo de toda la cadena con [α-32P]-GTP (RNA WNV 1-702α32P-GTP) a una 

concentración final de 0’9 nM. La  incubación del RNA WNV 1-702 con la RNasa P 

humana dio lugar a una serie de bandas productos que se pueden observar en los 

carriles 3 y 6 de la figura R.21. En la figura sólo se indican las bandas producto que 

conservan el extremo 3’ del RNA y que se han denominado P1P, P2P, P3P, P4P, P5P, 

P6P y P7P.  

 

Para comprobar que el patrón de corte observado es producido 

específicamente por la RNasa P humana y no por alguna contaminación del extracto 

utilizado, se realizó una competición del corte con el precursor del tRNA de la tirosina 

de E. coli (pre-Tyr). El pre-Tyr fue utilizado a concentraciones crecientes (0’9, 9 y 45 

nM) en la reacción del RNA WNV 1-702α32P-GTP con la RNasa P humana. El resultado 

obtenido (Fig. R.21, carriles 7, 8 y 9) muestra que la intensidad de las bandas producto 

decrece al aumentar la concentración de competidor, reduciéndose el corte a más de 

la mitad con un exceso de 10 veces de pre-Tyr (carril 8). 
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Fig. R.21.- Actividad de la RNasa P humana sobre el RNA 
WNV 1-702. Autoradiografía de un gel de poliacrilamida 

desnaturalizante al 4% que muestra la actividad de la RNasa P 

humana sobre los RNAs WNV 1-702α32P-GTP y WNV 1-70232P-

pCp. Carriles 1, 2 y 3; RNA WNV 1-70232P-pCp incubado en hielo, 

en tampón de reacción, y con la RNasa P humana 

respectivamente. Carriles 4, 5 y 6; RNA  WNV 1-702α32P-GTP 

incubado en hielo, en tampón de reacción, y con la RNasa P 

humana respectivamente. Carriles 7, 8 y 9; competición del 

corte del RNA  WNV 1-702α32P-GTP por la RNasa P humana 

utilizando las concentraciones crecientes del RNA pre-Tyr de 

0’9 nM (carril 7), 9 nM (carril 8) y 45 nM (carril 9). Carril 10 (M), 

patrón de peso molecular de RNA en número de bases. O, 

indica el origen de la migración electroforética. Los productos 

P1P a P7P se indican en el margen del gel. 
 

 

 

 

 

 

 

Las posiciones de corte aproximadas para la RNasa P humana han sido 

estimadas a partir de la movilidad electroforética de las bandas producto en el gel de la 

Fig. R.21 alrededor de las posiciones  300, 400, 510, 550, 580 y 600 de la secuencia 

del RNA WNV 1-702. Estas posiciones de corte aproximadas se indican en la figura 

R.22. 
 

Fig. R.22.- Posiciones de corte de 
la RNasa P humana. En la figura se 

indican los cortes aproximados 

producidos por la RNasa P humana 

en el RNA WNV 1-702. Se ha 

representado la estructura 

secundaria predicha por el programa 

mfold para la secuencia reconocida 

por la RNasa P humana y las 

posiciones de corte aproximado en 

dicha secuencia se indican mediante 

llaves.  
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R.3.- ESTUDIO ESTRUCTURAL 
 
 
R.3.1.- ESTUDIO ESTRUCTURAL DEL RNA WNV 1-702 MEDIANTE 
ENSAYOS DE HIBRIDACIÓN A MICROARRAYS DE DNA 
 

La estructura del RNA WNV 1-702 fue analizada mediante ensayos de 

hibridación a microarrays de oligonucleótidos complementarios de DNA. Esta técnica 

proporciona información sobre la accesibilidad de ciertas regiones del RNA ya que la 

formación del dúplex entre los oligonucleótidos complementarios y el ácido nucleico no 

solo está determinado por la complementariedad de secuencia, sino por la estructura 

secundaria y terciaria del ácido nucleico [Martell et al., 2004]. Esta técnica ha sido 

utilizada para el estudio estructural de la región 5’ del HCV [Martell et al., 2004], HIV-1 

[Ooms et al., 2004] y FMDV [Fernandez et al., 2011].  

 

La metodología empleada para la realización de esta técnica se explica 

detalladamente en el apartado M.2.15. Para la construcción de los microarrays de 

DNA, se diseñaron 35 oligonucleótidos de DNA complementarios a la región que 

comprende los primeros 700 nucleótidos del genoma del WNV. Todos los 

oligonucleótidos se diseñaron con 20 nucleótidos complementarios a la secuencia del 

WNV y su identificación numérica indica el número de nucleótido en la posición 5’ de la 

secuencia original del WNV. Como controles negativos de la señal de hibridación se 

incluyeron dos oligonucleótidos sin homología de secuencia al WNV: 1b-24 

(complementario al extremo 5’ del HCV) y S69R70 (complementario a la región RT del 

gen pol del HIV-1). Dos concentraciones (5 y 20 µM) de cada oligonucleótido fueron 

imprimidas por triplicado en un soporte de vidrio utilizando un GMS 417 Arrayer 

(Genetic MicroSystems Affymetrix). El RNA WNV 1-702 fue marcado con el reactivo 

fluorescente Ulysis Alexa 647 (Invitrogen) y su hibridación al microarray de DNA se 

llevó a cabo en condiciones no desnaturalizantes. El resultado fue escaneado 

utilizando el escáner Genepix 4100 (Fig. R.23.A), y los datos fueron tratados utilizando 

el programa Genepix pro 6.0. 

 

Se cuantificó la señal de hibridación para tres experimentos independientes. En 

todos los casos, la señal de fluorescencia fue corregida eliminando la señal de fondo y 

fue normalizada respecto a la señal del oligonucleótido 101. El resultado obtenido para 
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la señal producida a la concentración de 20 µM se muestra en la figura R.23.B como la 

media de los tres experimentos independientes.  

 

El resultado muestra diferentes valores de accesibilidad para la hibridación del 

RNA WNV 1-702 a los diferentes oligonucleótidos del microarray. La región 5’ del RNA 

WNV 1-702 comprendida por los oligos WNV-1 al WNV-181 presenta regiones de 

accesibilidad alta-media.  La región comprendida por los oligos WNV-201 y WNV-261 

presenta un valor de accesibilidad muy bajo, con una señal próxima a la señal de 

fondo (<0’25). A partir del oligo WNV-281 los valores de accesibilidad son altos, 

coincidiendo con las regiones que reconocen las RNasas III y P. 
 

 

 
Fig. R.23.- Análisis de la estructura del RNA WNV 1-702 mediante ensayos de hibridación a 
microarrays de DNA. (A) Señal producida por la hibridación del RNA WNV 1-702, marcado 

fluorescentemente, con los oligonucleótidos de DNA del microarray. El microarray contiene 35 

oligonucleótidos complementarios a la región que comprende los primeros 700 nucleótidos del WNV y su 

identificación numérica indica el número de nucleótido en la posición 5’ de la secuencia original del WNV. 

La última fila contiene controles negativos de hibridación que incluyen agua y dos oligonucleótidos 

complementarios a diferentes regiones del HCV y HIV-1. En el microarray aparecen dos concentraciones 

de cada oligonucleótido por triplicado, 5 µM a la izquierda y 20 µM a la derecha. (B) Representación 

gráfica de la señal de fluorescencia (accesibilidad) para cada oligonucleótido a la concentración de 20 µM. 

Para cada oligonucleótido se representa la señal normalizada con respecto al oligo WNV-101 para tres 

experimentos diferentes. Las diferencias en la accesibilidad se muestran en tres colores: verde (mayor de 

0’4), naranja (rango entre 0’4-0’25) y rojo (menor de 0’25). 
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R.3.2.- DETERMINACIÓN DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA MEDIANTE 
MÉTODOS ENZIMÁTICOS 
 

La estructura de los últimos ~250 nucleótidos del RNA WNV 1-702 se estudió 

utilizando una colección de RNasas específicas de simple y doble cadena. En esta 

región se alternan zonas de accesibilidad alta y media, y es la zona donde se 

acumulan la mayoría de los cortes de las RNasas III y P. 

 

El RNA motivo de estudio fue sometido a una digestión limitada con las 

nucleasas T1, V1 y A (apartado M.2.14.2). El requerimiento más importante para la 

realización de estos experimentos es utilizar un RNA marcado únicamente en uno de 

sus extremos. Debido a limitaciones experimentales para acceder a la información de 

toda la longitud desde el extremo 3’ o 5’ del RNA WNV 1-702, otros dos RNAs fueron 

utilizados para este estudio. El RNA WNV 440-690 (apartado M.1.4.1.2) y el RNA 

WNV 450-671 (apartado M.1.4.1.3) comprenden los nucleótidos 440 al 690 y 450 al 

671 del genoma del WNV respectivamente. Antes de ser utilizados en este estudio, se 

comprobó que estos RNAs tenían la misma predicción estructural utilizando el 

programa mfold, y que eran reconocidos y procesados por la RNasa III y RNasa P en 

la misma posición que en el RNA de longitud completa (RNA WNV 1-702). Ya que los 

resultados obtenidos tanto para el RNA WNV 440-690 como para el RNA WNV 450-

671 fueron similares, en esta memoria de Tesis Doctoral sólo se mostrarán los 

resultados obtenidos para el RNA WNV 440-690 y el RNA WNV 1-702. 

 

El RNA WNV 1-702 marcado en su extremo 3’ con [5’-32P]-pCp (RNA WNV 1-

70232P-pCp) y el RNA WNV 440-690 marcado tanto en su extremo 5’ con [γ-32P]-GTP 

(RNA WNV 440-690γ32P-GTP) como en su extremo 3’ con [5’-32P]-pCp (RNA WNV 440-

69032P-pCp) fueron sometidos a una digestión parcial con las RNasas T1, V1 y A en las 

condiciones de reacción que se detallan en el apartado M.2.14.2 para cada una de 

ellas. Los productos de reacción se resolvieron mediante electroforesis en un gel de 

poliacrilamida desnaturalizante al 10% o 6% dependiendo de la de la región del RNA 

que se quiso resolver. Los RNAs fueron sometidos también a una hidrólisis alcalina 

limitada (apartado M.2.14.2.4) y a una digestión con RNasa T1 en condiciones 

desnaturalizantes (apartado M.2.14.2.1) para producir un marcador con todos los 

nucleótidos o todas las guaninas de la secuencia del RNA respectivamente. Los 

resultados obtenidos para las digestiones de cada RNA se muestran en la figura R.24. 

Estos resultados se acomodan con la predicción realizada por el programa mfold 

(apartado M.1.8) para la región estudiada del RNA WNV 1-702, y en la figura R.25 se 
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superponen los resultados obtenidos para ambos métodos de determinación de 

estructura secundaria. 
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Fig. R.24.- Estudio estructural con RNasas dependientes de simple y doble cadena. En la figura se 

muestra la digestión de cada RNA con las RNasas T1, V1 y A. Los productos de reacción se resolvieron 

en geles desnaturalizantes al 6% o 10% dependiendo de la región del RNA que se quiso resolver.  (A) 

RNA WNV 440-690γ32P-GTP en gel al 10% (autorradiografía de la izquierda) y dos geles al 6% 

(autorradiografías del centro y derecha) (B) RNA WNV 440-69032P-pCp en gel al 10% (autorradiografía de 

la izquierda) y al 6% (autorradiografía de la derecha) (C) RNA WNV 1-70232P-pCp en dos geles al 10%. Los 

carriles de todos los geles muestran una digestión del RNA en condiciones nativas con las RNasas T1 

(carril 3), V1 (carril 4) y A (carril 5); una digestión del RNA en condiciones desnaturalizantes con la RNasa 

T1 (carril 2); y una hidrólisis alcalina del RNA (carril 1). O, indica el origen de la migración electroforética 

en todos los geles. En el margen de cada gel se indica la posición de las guaninas en la secuencia del 

RNA. Los cortes con las diferentes RNasas se resumen en la Fig. R.25. 
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Fig. R.25.- Resumen de los diferentes cortes realizados por las RNasas T1, V1 y A. (A) Predicción de 

la estructura secundaria del RNA WNV 1-702 por el programa mfold. La región que se ha estudiado con 

las diferentes RNasas se enmarca en un rectángulo. (B) Los resultados de la Fig. R.24 se resumen sobre 

la estructura secundaria predicha por el programa mfold para la región que comprende los nucleótidos 

450 al 671 del RNA WNV 1-702. Se ha reducido la región representada para obviar pequeñas diferencias 

debidas al plegamiento en la estructura que adquieren los extremos en los diferentes RNAs empleados en 

el estudio. Los cortes realizados por la RNasa T1 se representan mediante triángulos, los cortes 

realizados por la RNasa V1 se representan mediante cuadrados, y los cortes realizados por la RNasa A 

se representan mediante círculos.  

 

 

 De los resultados obtenidos (Fig. R.25) se deduce que el motivo estructural 

reconocido por las RNasas III consiste en un tallo largo con un lazo interno, que a 

partir de ahora denominaremos M(458-517). La estructura secundaria reconocida por 

las RNasas P en la región 3’ del RNA WNV 1-702 es más compleja y está formada por 

dos lazos internos y tres tallos-lazos [M(520-663)]. 
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R.3.3.- ANÁLISIS DE LA PRESENCIA DE POSIBLES PSEUDOKNOTS EN 
LOS MOTIVOS ESTRUCTURALES RECONOCIDOS POR LAS RNasas P  
 
 Las estructuras tipo tRNA, reconocidas por las enzimas RNasa P, de varios 

RNAs virales están localizadas en la proximidad de pseudoknots que crea 

organizaciones estructurales complejas [Mans et al., 1990]. Esto nos llevó a buscar 

posibles pseudoknots en los primeros 702 nucleótidos del genoma del WNV. Los 

pseudoknots se producen por un apareamiento de los lazos encerrados en tallos del 

RNA con regiones complementarias, también desapareadas, en otra parte de la 

cadena del RNA [Pleij and Bosch, 1989]. Específicamente, un pseudoknot es definido 

por al menos dos pares de bases, i-j e i’-j’, de tal manera que el nucleótido i aparece 

antes que i’, i’ antes que j, y j antes que j’ en la secuencia del RNA [Bellaousov and 

Mathews, 2010]. Para este estudio se ha utilizado un programa informático que utiliza 

un algoritmo capaz de predecir pseudoknots (ProbKnot) [Bellaousov and Mathews, 

2010]. Este algoritmo ha permitido encontrar una posible estructura pseudoknot que 

implica la interacción de los nucleótidos presentes en el lazo interno del motivo 

estructural M(458-517) y uno de los lazos internos del motivo M(520-663). Los 

nucleótidos implicados en esta interacción están formados por las parejas G493 con 

C536, U494 con A535, G495 con C534, A496 con U533, U497 con A532, G498 con 

C531 y A499 con U530. La figura R.26 muestra las interacciones implicadas en esta 

posible estructura pseudoknot. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. R.26.- Posible pseudoknot en el RNA WNV 1-
702. Las interacciones implicadas en el pseudoknot, 

según el algoritmo ProbKnot [Bellaousov and 

Mathews, 2010], se representan con una línea 

discontinua de color rojo.  
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D.- DISCUSIÓN 
 
 
 

Los resultados obtenidos del trabajo realizado en esta memoria de Tesis 

Doctoral han confirmado la existencia de diferentes motivos estructurales presentes en 

los primeros 702 nucleótidos del genoma del WNV que son reconocidos y procesados 

por enzimas miembros de las familias RNasa III y RNasa P. A lo largo de este capítulo 

se discutirán los resultados obtenidos para cada una de las RNasas utilizadas, la 

estructura y conservación de los motivos reconocidos y su relación con los de otros 

virus de la familia Flaviviridae. 

 

 
 

D.1.- MOTIVOS ESTRUCTURALES RECONOCIDOS 

POR LA RNasa III 
 

RNasa III de Escherichia coli 
 

La incubación del RNA WNV 1-702 con la Ec-RNasa III dio lugar a un patrón de 

corte con cuatro bandas producto que denominamos P1RNasaIII, P2RNasaIII, P3RNasaIII y 

P4RNasaIII (Fig. R.1). Estos productos de reacción son específicos del corte de la Ec-

RNasa III como se pudo comprobar mediante ensayos de competición con sustratos 

de dsRNA específicos para dicha ribonucleasa y el estudio de los grupos químicos de 

los extremos del RNA que quedan tras el corte (5’-fosfato y 3’-hidroxilo) (apartado 

R.1.1.3).  

 

El patrón de corte observado tras el procesamiento del RNA WNV 1-702 por la 

Ec-RNasa III se produce como consecuencia de un solo corte o dos cortes ligados al 

mismo motivo estructural del RNA WNV 1-702 (apartado R.1.1.5). La estructura 

secundaria de este motivo que hemos denominado M(458-517) se ha estudiado más 

detalladamente utilizando una colección de RNasas específicas de simple y doble 

cadena. Este estudio ha revelado una disposición estructural que consiste en un tallo 
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largo con un lazo interno (Fig. R.25). En este tallo, la Ec-RNasa III produce un corte 

entre los nucleótidos C471-C472 y otro corte entre los nucleótidos G505-U506 

(apartado R.1.1.7). Este motivo es compatible con la estructura característica de los 

sustratos para la RNasa III como el caso del precursor temprano del mRNA 

policistrónico del bacteriófago T7 (Fig. I.7.B).  

 
 

RNasa III eucariota Dicer 
  

La incubación del RNA WNV 1-702 con la RNasa eucariota Dicer generó varios 

productos de reacción in vitro (Fig. R.10). El estudio de la especificidad de dichos 

productos mostró que sólo las bandas producto P3Dicer y P9Dicer desaparecían al 

incorporar en la reacción un competidor específico para esta ribonucleasa (apartado 

R.1.2.2.1). Los productos P3Dicer y P9Dicer parecen ser los fragmentos resultantes del 

único corte de Dicer, ya que la migración electroforética de cada uno de dichos 

productos suma la longitud completa del RNA WNV 1-702. El estudio de los grupos 

químicos de los nuevos extremos generados para la banda producto P9Dicer (5’-fosfato 

y 3’-hidroxilo) confirmaron la especificidad del corte. El resto de productos observados 

en la reacción pueden deberse a alguna actividad no deseada de la enzima 

recombinante o a una contaminación en el extracto comercial. El punto de corte exacto 

que daba lugar a la banda producto P9Dicer se localizó entre los nucleótidos G505-U506 

(apartado R.1.2.3) que coincidió con uno de los cortes producidos también por la Ec-

RNasa III en el mismo motivo estructural (Fig. D.1).  
 

 

 

 

 
Fig. D.1.- Posiciones de corte de la Ec-RNasa III y Dicer. En la figura se 

indican los cortes producidos por la Ec-RNasa III y Dicer en el motivo estructural 

tipo tallo de la secuencia del RNA WNV 1-702. El enlace fosfodiéster donde se 

produce el corte se indica con una flecha y los nucleótidos que forman parte del 

enlace se muestran en rojo. El corte se produce entre los nucleótidos C471-C472 

y G505-U506 para la Ec-RNasa III y entre los nucleótidos G505-U506 para Dicer.  
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El hecho de que ambas RNasas produzcan un corte en la misma posición del 

RNA WNV 1-702 no es extraño ya que, aunque difieren en la complejidad de dominios, 

comparten los dominios más simples que son el dsRBD y el dominio catalítico. Un 

experimento realizado en el transcurso de esta Tesis descartó además que existiera 

contaminación cruzada entre ellas. La incubación de 50 ng del RNA L-A, un RNA de 

doble cadena largo [Wickner, 2007], con 0’5 U de enzima Dicer o con 0’0001, 0’0005 y 

0’001 U/µl de Ec-RNasa III en las condiciones de reacción estándar utilizadas en este 

trabajo para cada una de ellas, mostró que dicho RNA es procesado por la Ec-RNasa 

III pero no por la enzima Dicer (Fig. D.2).  
 

 
 
Fig. D.2.- Gel de agarosa al 1’3% que muestra la actividad de 

la enzima Dicer (carriles 1-3) y la Ec-RNasa III (carriles 5-9) 

sobre 50 ng de RNA L-A. El RNA L-A fue incubado en hielo 

(carriles 3 y 5), en tampón de reacción (carriles 2 y 6) y en 

presencia de Dicer a 0’5 U (carril 1) o de Ec-RNasa III a una 

concentración final de 0’0001, 0’0005 y 0’001 U/µl (carriles 7, 

8 y 9 respectivamente). Carril 4 (M), patrón de peso molecular 2-Log DNA Ladder (NEB). La migración 

electroforética del RNA L-A se indica en el margen del gel. 

 

 

Que la RNasa III eucariota Dicer reconozca y procese el RNA WNV 1-702 in 

vitro plantea la pregunta de si también existirá este reconocimiento in vivo. Si fuese 

así, este tallo estaría implicado en el proceso de interferencia del RNA (RNAi). Un 

estudio relativamente reciente ha demostrado que la infección de células Drosophila 

melanogaster por WNV induce una respuesta de RNAi mediada por siRNA que inhibe 

la infección [Chotkowski et al., 2008]. Aunque en este trabajo se utilizaron sondas que 

hibridaban con la región de la proteína NS1, para detectar pequeños RNAs de ~25 

nucleótidos de longitud homólogos al WNV, no habría que descartar que una posible 

fuente de siRNA fuera el tallo estudiado en este trabajo. Sin embargo, en células de 

mosquito Aedes albopictus infectadas con WNV no se detectaron estos pequeños 

RNAs [Chotkowski et al., 2008]. El WNV probablemente ha evolucionado para evadir 

la vía de RNAi en su hospedador natural, el mosquito. Y, aunque el WNV también 

podría expresar un inhibidor de la vía de RNAi, éste todavía no se ha encontrado y 

parece que se debe más a evasión que a supresión de la vía RNAi.  
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D.2.- MOTIVOS ESTRUCTURALES RECONOCIDOS 

POR LA RNasa P 
 

Subunidad RNA de la RNasa P de Synechocystis sp. 
 

La incubación del RNA WNV 1-702 con el Rz6803 dio lugar a varios productos 

de reacción in vitro (Fig. R.15). Los productos estudiados en este trabajo eran 

producidos específicamente por el Rz6803 (apartado R.2.1.3) comprobándose 

mediante el estudio de los grupos químicos de los nuevos extremos del RNA que 

quedan tras el corte (5’-fosfato y 3’-hidroxilo) y un estudio de dependencia de iones 

monovalentes (K+) y divalentes (Mg2+) necesarios para el corte del Rz6803. Las 

posiciones de corte en la secuencia del RNA WNV 1-702 se encontraron entre los 

nucleótidos A610-U611, U645-G646, G517-A518 y U521-C522. El motivo estructural 

M(520-663) donde se producen estos cortes se ha estudiado mediante métodos 

enzimáticos utilizando una colección de RNasas específicas de simple y doble cadena. 

Este estudio reveló que el dominio reconocido por el Rz6803 presenta una estructura 

compleja formada por dos lazos internos y tres tallos-lazos (Fig. R.25).  

 
 

RNasa P humana 
 

El estudio llevado a cabo con la RNasa P humana también dio lugar a una serie 

de bandas producto específicas para esta RNasa (Fig. R.21). El corte de la RNasa P 

humana para dar lugar a las bandas producto P4P (~510), P5P (~550), P6P (~580) y 

P7P (~600) se produce en el mismo motivo reconocido por el Rz6803 [M(520-663)], y 

la banda producto P4P parece coincidir con la banda producto P8Rz del Rz6803. Sin 

embargo, el corte que produce la RNasa P humana para dar las bandas producto P1P, 

P2P (~300) y P3P (~400) se encuentra en otro motivo estructural corriente arriba que 

hemos denominado M(274-393). Esta diferencia en cuanto al reconocimiento de 

motivos por parte de la RNasa P humana y del Rz6803 podría explicarse en base a 

dos posibilidades. Una de ellas es que se han utilizado dos miembros de la familia 

RNasa P alejados evolutivamente y con una composición diferente. La RNasa P 

humana consiste en un RNA y diez subunidades proteicas, mientras que el Rz6803 

sólo tiene la subunidad de RNA. Aunque el papel de los componentes proteicos de la 

RNasa P eucariota no está claro, en el caso de la RNasa P bacteriana el componente 
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proteico de la ribonucleasa modifica la especificidad de sustrato y aumenta la 

eficiencia catalítica [Altman and Kirsebom, 1999; Niranjanakumari et al., 1998]. 

Teniendo esto en cuenta, las subunidades proteicas de la RNasa P humana podrían 

ser la causa del reconocimiento de este otro motivo estructural. Otra posibilidad a 

tener en cuenta son las condiciones de reacción empleadas. La concentración de 

sales (K+ y Mg2+) presente en la reacción, que es diferente tanto para el Rz6803 como 

para la RNasa P humana,  pueden afectar a la estructura del RNA sustrato. 

  

Los motivos estructurales M(274-393) y M(520-663) mimetizan los 

requerimientos necesarios para el reconocimiento por la RNasa P y podrían sugerirse 

como motivos tipo tRNA. Estos motivos se localizan en la proximidad de pseudoknots 

de varios RNAs virales  [Mans et al., 1990]. En el caso del RNA WNV 1-702, el 

algoritmo del programa informático ProbKnot [Bellaousov and Mathews, 2010] ha 

permitido encontrar una posible estructura pseudoknot en la que interviene el motivo 

M(520-663) (Fig. R.26). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. D.3.- Motivos estructurales reconocidos por la RNasa P. Los recuadros con líneas discontinuas 

encierran la estructura secundaria de los motivos M(274-393) y M(520-663) reconocidos por la RNasa P 

humana y Rz6803 en el RNA WNV 1-702. Los cortes aproximados para cada una de ellas se indican 

mediante flechas: color verde para la RNasa P humana; color rosa para el Rz6803; color negro para 

ambas. Las líneas rojas muestran un posible pseudoknot que implica la interacción de varios nucleótidos 

del motivo estructural M(520-663) y M(458-517). 
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D.3.- ANÁLISIS DE COVARIACIÓN 
 

La secuencia del RNA WNV 1-702 correspondiente a los motivos estructurales 

M(458-517) y M(520-663) se comparó con la correspondiente a otros miembros del 

linaje 1 y 2 del WNV con el fin de identificar posiciones covariantes. Estas posiciones 

son un fuerte indicativo de interacciones Watson-Crick y se utilizan para reforzar los 

datos de estructura obtenidos por el programa mfold y las diferentes RNasas. La tabla 

D.1 recoge las características de los representantes elegidos para cada linaje del WNV 

y en la figura D.4 se muestra el alineamiento de secuencia entre los nucleótidos 421 al 

702 realizado con el programa informático Clustal W2 (apartado M.1.8) para todos 

ellos. Se eligió esta región por ser la zona estudiada con las RNasas dependientes de 

estructura. Este alineamiento revela una serie de diferencias en la secuencia de 

nucleótidos con respecto a la del RNA WNV 1-702 y, como era de esperar, la mayor 

variabilidad se produce para los miembros del linaje 2. Entre el linaje 1 las mayores 

diferencias se establecen con el representante del WNV extendido por Australia 

conocido como virus Kunjin.  
 
 

Tabla D.1 
Lista de virus  utilizada para el análisis de covariación  

 Linaje Virus Nº de acceso al GenBank 

P 1 RNA WNV 1-702 (strain NY99)  

Q 1 WNV France strain PaAN001 AY268132 

R 1 Kunjin virus  AY274505 

S 2 WNV Uganda strain B956 AY532665 

W 2 WNV goshawk-Hungary/04 DQ116961 
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Fig. D.4.- Alineamiento de la secuencia de nucleótidos de los motivos estructurales M(458-517) y 
M(520-663) en miembros del linaje 1 y 2 del WNV. La secuencia del RNA WNV 1-702 (P) se ha 

alineado con otros miembros del linaje 1 (Q y R) y otros miembros del linaje 2 (S y W) cuyas 

características se muestran en la Tabla D.1. El alineamiento de secuencias se ha realizado utilizando el 

programa informático ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Los asteriscos indican los 

nucleótidos conservados en todos los virus.  

 

 

 

La figura D.5.A muestra la estructura secundaria de la región estudiada en la 

que se indican exclusivamente los cambios que se producen en las regiones 

apareadas por ser estos cambios los que pueden alterar dicha estructura. Mediante un 

código de colores se indica si la sustitución que se produce es compensatoria (rosa), 

no compensatoria (azul) o si se produce una covariación (rojo). Todos los casos en los 

que aparecen dos recuadros para la misma pareja de nucleótidos se tratan de 

sustituciones compensatorias en el caso del linaje 1 y sustituciones no compensatorias 

en el caso del linaje 2. La mayoría de los casos con sustituciones no compensatorias 

se producen para el linaje 2.   
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En el motivo estructural M(458-517), y para el caso del linaje 1, se producen 

una serie de sustituciones que tienden a mantener la estructura de dicho motivo. Para 

el linaje 2 se producen una serie de sustituciones no compensatorias que disminuyen 

la estabilidad de este motivo. La pareja de nucleótidos en las posiciones 468 y 507 

parece ser importante ya que tanto para el linaje 1 como para el linaje 2 se produce 

una covariación. Esta posición se encuentra a un nucleótido de distancia del corte 

producido por la RNasa III (corte producido entre los nucleótidos 505 y 506). Resulta 

llamativo que los cambios que se producen en este motivo estructural afectan siempre 

la tercera posición del codón de la proteína prM (incluso para los cambios que se 

producen en la zona desapareada de la estructura secundaria y que no se muestra en 

la figura) sugiriendo que la secuencia de la proteína correspondiente a este fragmento 

debe ser esencial.  

 

El motivo estructural M(520-663) también presenta una pareja de nucleótidos, 

en las posiciones 564 y 585, en la que se produce una covariación y que pudiera ser 

importante. Para este motivo estructural también se producen numerosas sustituciones 

no compensatorias en el caso del linaje 2 que no disminuyen especialmente la 

estabilidad y parece no alterar gravemente la estructura de dicho elemento.  

 

El programa mfold ofrece otro posible plegamiento alternativo de menor 

estabilidad para el RNA WNV 1-702 (Fig. D.5.B) y se examinó la coherencia de las 

sustituciones en esta estructura (Fig. D.5.C). Comprobamos que, exceptuando pocos 

casos, se sigue manteniendo este patrón de sustituciones no compensatorias en la 

estructura secundaria. Además, los resultados obtenidos en el apartado R.3.2 para la 

protección con las RNasas T1, V1 y A no concuerdan especialmente con esta otra 

estructura.  
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Fig. D.5.- Análisis de covariación para los motivos estructurales M(458-517) y M(520-663) del RNA 
WNV 1-702 en relación a otros miembros del linaje 1 y 2. (A) Motivos estructurales M(458-517) y 

M(520-663) descritos a lo largo de este trabajo. (B) Predicción realizada por el programa mfold de otro 

posible plegamiento de la estructura secundaria del RNA WNV 1-702. (C) Estructura correspondiente a la 

región que comprenden los motivos M(458-517) y M(520-663) en el nuevo plegamiento (B). En la figura 

se indican las variaciones de nucleótidos que tienen lugar en regiones apareadas de la estructura 

secundaria mediante recuadros de color azul para las sustituciones no compensatorias; rosa, para las 

sustituciones compensatorias; y rojo, para los casos de covariación. 

A 

B 
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D.4.- ACCESIBILIDAD DE LAS REGIONES DEL RNA 

WNV 1-702 
 

El resultado obtenido mediante ensayos de hibridación del RNA WNV 1-702 a 

microarrays de oligonucleótidos complementarios de DNA muestra diferentes regiones 

de accesibilidad en el RNA WNV 1-702 (Fig. R.23 del apartado R.3.1). Dependiendo 

del grado de accesibilidad del RNA, se pueden distinguir regiones de mayor o menor 

estabilidad. Las regiones comprendidas entre los oligos WNV-281 y WNV-381, y los 

oligos WNV-521 y WNV-661 presentan una señal de hibridación alta. Estas regiones 

coinciden con los dos motivos estructurales M(274-393) y M(520-663) reconocidos por 

las RNasas P. La región comprendida entre los oligos WNV-461 y WNV-501, región 

que coincide con el motivo estructural M(458-517) reconocido por la RNasa III, 

también presenta una accesibilidad alta.  

 

Aunque los primeros 300 nucleótidos del genoma del WNV no han sido motivo 

de estudio de esta memoria de Tesis Doctoral, a continuación se comentan también 

los resultados obtenidos con los microarrays. El conocimiento que se tiene de la 

estructura que forman los primeros 200 nucleótidos del WNV [Dong et al., 2008] (Fig. 

I.3) muestra una región bastante estructurada formada por varios tallos-lazos. El 

resultado que se obtiene del estudio con microarrays para esta zona es el de una 

región de accesibilidad alta-media. Las regiones 5’UAR, 5’DARI y 5’DARII, implicadas 

en interacciones a larga distancia con regiones presentes en el extremo 3’ del WNV 

(apartado I.1.2.4, Fig. I.3), se encuentran en la zona que abarcan los oligos WNV-81 y 

WNV-101 que presenta una accesibilidad alta. Sin embargo, la región 5’CS implicada 

también en una interacción a larga distancia con otra región del extremo 3’ se 

encuentra en una zona poco accesible que comprenden los oligos WNV-121 y WNV-

141. El hecho de que el oligo WNV-121 sea complementario tan solo en 6 nucleótidos 

a esta región y el oligo WNV-141 a los otros 6, puede que no sea suficiente para 

determinar su accesibilidad.  La región del RNA WNV 1-702 comprendida por los 

oligos WNV-201 y WNV-261 presenta un valor de accesibilidad bastante bajo (<0’25). 

La estructura que se obtiene del plegamiento de esta región con el programa mfold 

(Fig. R.25.A) muestra la existencia de un tallo-lazo bastante estable (-41’40 Kcal/mol), 

lo que explicaría la baja señal de hibridación con los oligonucleótidos. 
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D.5.- MOTIVOS ESTRUCTURALES RECONOCIDOS 

POR LAS RNasas III Y P EN LA REGIÓN 5’ DE LA 
FAMILIA Flaviviridae 
 

La familia Flaviviridae está formada por los géneros Flavivirus, Pestivirus y 

Hepacivirus (Tabla I.1). Los miembros de estos géneros presentan diferencias tanto a 

nivel de secuencia como de organización genómica. El género Flavivirus (género al 

que pertenece el WNV) presenta una región 5’ no traducible corta y su traducción es 

dependiente de una estructura cap tipo 1. Los géneros Hepacivirus (al que pertenece 

el HCV) y Pestivirus (género al que pertenecen CSFV y BVDV) controlan la traducción 

mediante un sitio de entrada interna al ribosoma (IRES) en la región 5’ no traducible. 

Las estructuras IRES del HCV y pestivirus muestran una estructura parecida a pesar 

de no ser comparables a nivel de secuencia. También existen diferencias en cuanto a 

las proteínas para las que codifican tras el codón de inicio AUG: cápsida en el caso de 

flavivirus y hepacivirus, y la proteína Npro en el caso de los pestivirus (Fig. D.7.B). Los 

resultados obtenidos en este trabajo han permitido encontrar varios motivos 

estructurales reconocidos por miembros de la familia RNasa III y P en la región 5’ del 

RNA genómico del WNV. Otros estudios también han demostrado que estas 

ribonucleasas reconocen varios motivos estructurales en la región 5’ de los otros dos 

géneros de la familia Flaviviridae. La relación entre los resultados obtenidos en este 

trabajo para el WNV y en otros estudios para el HCV, BVDV y CSFV se comentan a 

continuación. 

 

La Ec-RNasa III y Dicer reconocen un tallo largo con un lazo interno en el WNV 

[M(458-517)]. Este tallo es procesado en las posiciones C471-C472 por la Ec-RNasa 

III, y G505-U506 por la Ec-RNasa III y Dicer. Los primeros 570 nucleótidos del HCV, 

que incluyen el IRES, también son reconocidos y procesados por la Ec-RNasa III: en la 

conformación cerrada del IRES de HCV se produce un corte que implica las 

posiciones C27 y U33, de la región situada entre el dominio I y II, y la posición G439 

del dominio VI [Beguiristain et al., 2005]; en su conformación abierta, el tallo-lazo VI 

(localizado entre las posiciones 428 y 508) es procesado por la Ec-RNasa III entre los 

nucleótidos G489-G490 [Diaz-Toledano et al., 2009] (Fig. D.6). 
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Además, otro estudio ha revelado que el dominio VI de HCV también puede ser 

reconocido y procesado en pequeños RNAs por la ribonucleasa humana Dicer in vitro 

[Ouellet et al., 2009]. Llama la atención que tanto el motivo M(458-517) del WNV como 

el dominio VI del HCV, dos estructuras tipo tallo parecidas y localizadas 

aproximadamente en las mismas posiciones de dos RNAs virales diferentes, sean 

reconocidos in vitro por las mismas ribonucleasas.  

 

Otros resultados no publicados, obtenidos en el laboratorio, muestran que 

algunos miembros del género Pestivirus también presentan estructuras reconocidas 

por la Ec-RNasa III in vitro. Estos motivos estructurales son procesados 

aproximadamente entre las posiciones 20 y 40, y las posiciones 370 y 400 en el 

BVDV; y alrededor de las posiciones 30, 360 y entre las posiciones 500 y 600 en el 

caso del CSFV. 

 

La RNasa P ha permitido encontrar una estructura tipo tRNA en el IRES del 

HCV [Nadal et al., 2002; Sabariegos et al., 2004] y en los IRES de CSFV y BVDV 

[Lyons and Robertson, 2003], localizada aproximadamente entre las posiciones 300 y 

400. En el caso del WNV, los motivos estructurales M(274-393) y M(520-663) son 

reconocidos y procesados por la RNasa P. Y, al igual que para la estructura tipo tRNA 

del HCV, CSFV y BVDV [Lyons and Robertson, 2003], el motivo M(520-663) también 

contiene una estructura pseudoknot. 

 

En la figura D.7 se muestra un esquema que resume el reconocimiento de las 

RNasas III y P en la organización estructural (Fig. D.7.A) y en la organización 

genómica (Fig. D.7.B) del WNV, HCV, BVDV y CSFV. 
 

Fig. D.6.- Cortes producidos por la Ec-
RNasa III en los primeros 570 
nucleótidos del HCV. Mediante flechas se 

indican los cortes producidos por la Ec-

RNasa III para los casos en los que el IRES 

se presenta en su conformación cerrada (A) 
o en su conformación abierta (B).  
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Fig. D.7.- Esquema que resume los motivos estructurales y posiciones reconocidas por las RNasas 
III y P en el WNV, HCV, BVDV y CSFV. (A) Se representa la organización estructural del extremo 5’ para 

cada uno de estos virus y se indican mediante flechas los motivos estructurales reconocidos por las 

RNasas. Las interacciones implicadas en las estructuras pseudoknots se representan con una línea de 

color rojo. (B) Se representa la organización genómica del extremo 5’ de cada uno de estos virus. Se 

indica el codón de inicio de la traducción AUG y las posiciones nucleotídicas aproximadas que 

corresponden a cada proteína codificada por esta región. Mediante flechas se señala la posición 

aproximada que reconocen las ribonucleasas. En ambas figuras las RNasas III y P se representan dentro 

de un círculo. 

 

 

 

Tal y como se ha comentado anteriormente, los motivos estructurales del WNV 

reconocidos por las RNasas III y P se localizan en regiones de accesibilidad alta (Fig. 

D.8.A). Otros ensayos de hibridación a microarrays de DNA realizados para el HCV (C. 

Briones, resultados sin publicar) han mostrado que los motivos estructurales 

reconocidos por estas ribonucleasas están localizados también en regiones accesibles 

(Fig. D.8.B). Para el BVDV, los microarrays de DNA (J. Gómez, resultados sin 

publicar) han mostrado que la región de reconocimiento para la RNasa III entre los 

nucleótidos 20 y 40 es poco accesible, pero la reconocida entre las posiciones 370 y 

400, situada en posiciones cercanas a las del WNV y HCV, es más accesible como en 

los otros virus. La región reconocida por la RNasa P en el BVDV también presenta una 

accesibilidad alta. 
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Fig. D.8.- Accesibilidad de las regiones reconocidas por las RNasas III y P en el extremo 5’ del 
genoma del (A) WNV, (B) HCV y (C) BVDV. Se muestra la representación gráfica de la accesibilidad 

para cada oligonucleótido obtenida de los ensayos de hibridación a microarrays de DNA. Las regiones 

reconocidas por la RNasa III se muestran en color rosa y las regiones reconocidas por la RNasa P se 

muestran en color azul. (B) C. Briones, resultados sin publicar. (C) J. Gómez, resultados sin publicar. 
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El hecho de que los motivos estructurales reconocidos por las RNasas III y P 

en los virus anteriores se localicen en regiones con una accesibilidad alta y a una 

distancia similar desde el extremo 5’ del genoma, pero que a la vez no compartan 

homología de secuencia, indica que aunque probablemente estos motivos tienen un 

origen distinto, no se encuentran ahí por accidente. Aunque en este trabajo no se han 

llevado a cabo estudios destinados a averiguar si los motivos reconocidos en el WNV 

ejercen alguna función, es previsible pensar que la tengan y que la compartan con los 

motivos relacionados en los otros virus. Estos dominios podrían reclutar ciertas 

proteínas implicadas en los diferentes procesos del ciclo viral con dominios de unión a 

dsRNA (proteína PKR, RNA helicasa, etc) para el caso del motivo estructural M(458-

517), o de reconocimiento de estructuras tipo tRNA (proteínas transportadoras del 

tRNA, factores de elongación, etc) en el caso de los motivos M(274-393) y M(520-

663). En el trabajo publicado por Lyons y Robertson en el 2003 [Lyons and Robertson, 

2003] se sugiere que los dominios tipo tRNA próximos al codón de inicio AUG pueden 

ser una característica general de los IRES. En el WNV, la presencia de estos motivos 

en una posición similar a la del HCV y pestivirus podría ser indicativo de la presencia 

de un antiguo IRES que se perdió en la evolución del genoma viral. 
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C.- CONCLUSIONES 
 
 
 

1.- Se ha identificado un motivo estructural entre las posiciones 458 y 517 de 

los primeros 702 nucleótidos del genoma del WNV (RNA WNV 1-702) que es 

reconocido y procesado específicamente in vitro por la RNasa III de Escherichia coli 

(Ec-RNasa III) y la RNasa III eucariota Dicer. Este motivo estructural consiste en un 

tallo largo con un lazo interno donde la Ec-RNasa III produce dos cortes que se 

localizan entre las posiciones C471-C472 y G505-U506, y Dicer un corte entre G505-

U506.  

 

2.- El RNA de la RNasa P de la cianobacteria Synechocystis sp. (Rz6803) y la 

RNasa P purificada de células HeLa (RNasa P humana) reconocen y procesan 

específicamente in vitro un motivo estructural situado entre las posiciones 520 y 663 

del RNA WNV 1-702. Este motivo presenta una estructura compleja formada por dos 

lazos internos y tres tallos-lazo. En este motivo se han determinado varios cortes para 

el Rz6803 entre las posiciones A610-U611, U645-G646, G517-A518, y U521-C522. 

Además, la RNasa P humana produce otros cortes entre las posiciones 274 y 393. 

 

3.- El análisis realizado mediante ensayos de hibridación a microarrays de 

oligonucleótidos complementarios de DNA muestra diferentes regiones de 

accesibilidad en el RNA WNV 1-702. Los motivos estructurales reconocidos por las 

RNasas III y P se localizan en las regiones de mayor accesibilidad identificadas.  

 

4.- Los motivos estructurales encontrados en el WNV, reconocidos y 

procesados por los miembros de la familia RNasa III y RNasa P, que se localizan entre 

las posiciones 400-500 y 300-400 respectivamente, se sitúan en posiciones 

coincidentes a las identificadas en otros virus de la misma familia en relación al primer 

nucleótido. 
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