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Introduccién. Perspectiva histérica

La mayor parte de los virus de plantas tienen como material genético RNA (por lo
que abreviadamente se les denomina ribovirus) de simple cadena. Una manera de
contrarrestar sus efectos patogénicos seria disponer de ribonucleasas (RNasas) que
catalizaran la degradacion especifica de estos RNAs sin afectar a los de la célula
huésped donde se replican y acumulan. La evolucion ha disefiado una estrategia de
esta naturaleza, aunque en un contexto distinto. Las bacterias codifican las llamadas
enzimas de restriccion, que les permiten defenderse de la invasién por ciertos virus
(bacteriofagos, o simplemente fagos) cuyo material genético estd compuesto de DNA
bicatenario. Estas enzimas son desoxiribonucleasas (DNasas) y operan reconociendo
motivos de cuatro o més nucleétidos consecutivos presentes en el DNA del fago, que
es asi degradado selectivamente (a esto hace referencia el calificativo “de
restriccion”). Aunque las bacterias son también invadidas por fagos de RNA, por
razones que ignoramos no han desarrollado RNasas de restricciéon, enzimas que
tampoco han sido descritas en organismos eucaritticos. La evoluciéon ha dotado a
estos dltimos con estrategias alternativas: el sistema inmunitario en vertebrados
superiores (cuyos efectores especificos son proteinas) que sirve de barrera defensiva
frente a virus y otros agentes exdgenos, y el recientemente descubierto sistema
denominado “RNA de interferencia” (cuyos efectores especificos son pequefios
RNAs) que en animales, y particularmente en plantas, también desempefia un papel
defensivo frente a virus (ademas de otras funciones). Como se vera en el capitulo

siguiente, un componente clave del sistema de “RNA de interferencia” es el complejo
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RISC (de RNA-induced silencing complex) que en cierto modo actia como una
RNasa de restriccion, si bien con un mecanismo molecular muy distinto al de las
DNasas de restriccion bacterianas.

Asi pues, las RNasas de restriccion (empleando este término en sentido laxo,
puesto que no existen enzimas de esta clase en sentido estricto) vendrian a ser en
cierto modo wunas “balas magicas” porque, convenientemente manipuladas,
permitirian la degradacion selectiva de RNAs patogénicos, entre los que destacan los
RNAs de virus (y viroides). Los viroides causan enfermedades en plantas similares a
las inducidas por los virus, pero son estructural, funcional y evolutivamente
distintos. Estos patégenos estan exclusivamente compuestos por un pequefio RNA
circular y son por lo tanto posibles dianas de RNasas de restriccién, sobre todo
considerando que no codifican proteina alguna por lo que carecen de una cépsida
proteica que proteja su genoma (Diener, 2003; Tabler and Tsagris, 2004; Flores et al.
2005a; Flores et al. 2005b). Ademas, ciertos viroides convenientemente manipulados
pueden ser una fuente de RNasas de restriccion. Para comprender este altimo punto

es necesario describir cémo se replican estos RNAs.

Las ribozimas de cabeza de martillo y su papel en la replicacién de los viroides y
RNAs satélites viroidales

La replicacién de los viroides transcurre por un mecanismo de circulo rodante
(Branch and Robertson, 1984). El RNA viroidal infeccioso, al que por convenio se le
asigna la polaridad (+), es capaz de emplear una RNA polimerasa preexistente en la
célula huésped para producir cadenas de polaridad complementaria (-). Esta RNA
polimerasa, al ser circular el molde sobre el que actta, es capaz de transcribirlo
reiteradamente generando asi un multimero formado por varias unidades en
tandem. El RNA multimérico (-) puede: i) servir a su vez como molde para la sintesis
de un RNA multimérico (+) que es luego procesado a longitud unitaria mediante una
RNasa y finalmente circularizado por una RNA ligasa dando lugar a copias del
producto de partida, o ii) ser cortado a longitud unitaria y luego circularizado a
monoémeros (-), que sirven entonces de molde para la sintesis de RNAs multiméricos

(+) siguiendo la ruta descrita inmediatamente antes. En las dos variantes de este
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mecanismo, denominadas asimétrica y simétrica respectivamente, son requeridas
tres actividades cataliticas del tipo RNA polimerasa, RNasa y RNA ligasa.
Inicialmente se presumi6é que las tres residian en proteinas celulares, puesto que los
viroides carecen de actividad de mRNAs. A partir de resultados obtenidos
fundamentalmente con inhibidores, se comprobé que la sintesis de las cadenas del
viroide del tubérculo fusiforme de la patata (PSTVd) y otros miembros de la familia
Pospiviroidae (que se replican en el ntcleo siguiendo la variante asimétrica), era
bloqueada por las bajas concentraciones de a-amanitina que tipicamente inhiben a la
RNA polimerasa II nuclear que cataliza la transcripcion de los precursores de los
mRNAs (Miihlbach and Sanger, 1979; Flores and Semancik, 1982; Schindler and
Miihlbach, 1992). Experimentos similares empleando tagetitoxina (Navarro and
Flores, 2000; Navarro et al. 2000) sugieren que una RNA polimerasa cloropléstica
especifica media la replicacién del viroide del manchado solar del aguacate (ASBVd),
la especie tipo de la familia Avsunviroidae (cuyos miembros se replican en el
cloroplasto siguiendo la variante simétrica). Estas RNA polimerasas nucleares y
cloroplasticas transcriben en condiciones normales moldes de DNA, por lo que hay
que admitir que los viroides son capaces de “manipularlas” para que acepten un
molde extrafio de RNA. En cuanto a la tercera actividad enzimética, la RNA ligasa
(dejemos momentaneamente la segunda), se sabe relativamente poco sobre la
biologia molecular de estas enzimas (el gen de la primera RNA ligasa de plantas ha
sido clonado recientemente). En todo caso parece que RNA ligasas de localizacion
nuclear y cloroplastica deberian actuar en la replicacion de los miembros de las
tamilias Pospiviroidae y Avsunviroidae, respectivamente.

Volvamos ahora a la segunda etapa de ciclo replicativo, el corte de los
intermediarios multiméricos a RNAs de longitud unitaria catalizado en principio por
una RNasa. En los viroides de la segunda familia la actividad RNasa no es una
enzima convencional (es decir una proteina) sino una ribozima (una enzima
compuesta de RNA), de la clase denominada cabeza de martillo, que reside en las
propias cadenas viroidales. Este es un descubrimiento clave, con hondas
implicaciones funcionales y evolutivas en lo que respecta a los viroides, y con otras

que los trascienden y que afectan al objeto fundamental de este capitulo (como se
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vera un poco mds adelante). No es este el lugar para una exposiciéon detallada de la
estructura y mecanismo de accioén de las ribozimas, pero si conviene resefiar que de
las varias clases que se conocen, las de cabeza de martillo descubiertas en los viroides
(y en ciertos RNAs satélites, estructuralmente parecidos a los viroides pero
funcionalmente dependientes de un virus auxiliar) (Prody et al. 1986; Hutchins et al.
1986; Forster and Symons, 1987), son las mas sencillas y las que han sido sometidas a
un estudio més pormenorizado desde todos los puntos de vista. La ribozima de
cabeza de martillo es un pequenio motivo de RNA que a temperatura ambiente, pH
en torno a neutralidad y en presencia de un catién divalente (generalmente Mg?+), se
autocorta en un enlace fosfodiéster especifico por un mecanismo de
transesterificacion generando extremos 2',3" fosfodiéster ciclico y 5" hidroxilo (Fig. 1).
La denominacion de cabeza de martillo proviene de su representacion inicial en dos
dimensiones, que recuerda a la forma de esta herramienta (Fig. 2A), denominaciéon
que se sigue usando a pesar de que la conformacién tridimensional es bien distinta

(ver mas abajo).
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Figura 1. Mecanismo de autocorte de una ribozima de cabeza de martillo. Mediante una
reaccion de transesterificacion y utilizando un catién divalente (generalmente el Mg2*) como
cofactor se produce un ataque nucleofilico de un grupo 2" hidroxilo al fésforo del enlace
fosfodiéster adyacente. Dicho &dtomo de fésforo queda pentacoordinado en un estado de
transicion de bipiramide trigonal en el que los enlaces (2'-oxigeno)-fésforo-(5-oxigeno)
quedan alineados. Los productos resultantes tienen extremos 5" hidroxilo y 2’-3" fosfodiéster
ciclico.
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Ribozimas de cabeza de martillo: formatos cis y trans

En la Fig. 2A se muestra una estructura de cabeza de martillo consenso derivada
del examen comparado de las estructuras de cabeza de martillo naturales (ver para
una revision Flores et al. 2001). Estas ribozimas contienen un bucle central de
nucleétidos estrictamente conservados flanqueado por tres dobles hélices (I, II y III)
con minimas restricciones de secuencia excepto en las posiciones 15.1 y 16.1, que
forman un par A-U, y 152y 16.2, y 10.1 y 11.1, que usualmente forman pares C-G y

G-C, respectivamente.
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Figura 2. Estructura de la ribozima de cabeza de martillo. (A) Representacion esquemética de
la secuencia consenso de esta ribozima propuesta originalmente con su correspondiente
numeracion. (B) Representacion esquemaética de la misma secuencia consenso de acuerdo a
los datos de cristalografia de rayos X obtenidos para una ribozima artificial. Los nucleétidos
estricta o altamente conservados en las ribozimas de cabeza de martillo naturales se
muestran sobre un fondo negro. El sitio de autocorte se sefiala con una flecha. N representa
cualquier nucleétido y H cualquier nucleétido excepto G. Las lineas continuas y punteadas
indican pares de Watson-Crick e interacciones no canénicas, respectivamente.

El analisis por mutagénesis dirigida de una estructura de cabeza de martillo
artificial explica la conservacién de los nucleétidos del bucle central, ya que su
substituciéon conlleva una caida de la constante catalitica de corte (Ruffner et al.
1990), y estudios de cristalografia de rayos X con otras estructuras de cabeza de
martillo artificiales (Pley et al. 1994; Scott et al. 1995) han revelado una compleja

distribucién de interacciones entre los nucleé6tidos del bucle central (que por tanto no
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estin desapareados), y mds especificamente de tres pares de bases no candnicos
(entre A9y G12, G8 y A13, y U7 y Al4, que extienden la hélice II), y un motivo “giro
de uridina” constituido por el tetranucle6tido CUGA (posiciones 3-6) que forma el
bolsillo catalitico que rodea al sitio de corte (Fig. 2B). Globalmente, la estructura
espacial de la ribozima de cabeza de martillo se asemeja a una Y deformada cuya
base la constituiria la hélice III y sus dos brazos superiores las hélices I y II (siendo
esta tltima casi colineal con la hélice III) (Fig. 2B).

Es importante sefalar que en la replicacion de los viroides las ribozimas de cabeza
de martillo acttan en cis, es decir sobre la propia molécula de RNA que las contiene
(lo que en términos cinéticos se denomina un mecanismo de recambio simple). Sin
embargo, un experimento sencillo y al mismo tiempo con profundas repercusiones,
puso de manifiesto que una ribozima de esta clase podia manipularse en el
laboratorio para que actuara en trans, descomponiéndola en la ribozima propiamente
dicha y el sustrato (Fig. 3), para lo que s6lo era necesario abrir el bucle 1 que en
principio parecia prescindible (Uhlenbeck, 1987). De esta idea se derivaron dos
importantes predicciones: i) debia ser posible disefiar ribozimas capaces de degradar
especificamente un RNA determinado (RNasas de restriccion), para lo que sélo era
necesario identificar en el RNA diana una secuencia GUX (este triplete precede al
sitio de corte en la mayoria de las ribozimas de cabeza de martillo naturales, donde X
es cualquiera de las cuatro bases excepto G) (ver para una revision Flores et al. 2001),
y sintetizar la ribozima de manera que sus brazos formaran las hélices I y III con las
secuencias del sustrato que flanquean el sitio de corte (Fig. 3), y ii) una molécula de
ribozima podria asi actuar sobre varias moléculas de sustrato (lo que en términos
cinéticos se denomina un mecanismo de recambio mdultiple), aumentando la
eficiencia del proceso. Ambas predicciones fueron rdpidamente comprobadas de
forma experimental (Haseloff and Gerlach, 1988), abriéndose el camino a una nueva
herramienta biotecnolégica a la que muy descriptivamente se le denominé “tijeras
genéticas”. En el fondo se trata de una metodologia de la clase “RNA antisentido”,
pues los brazos de la ribozima son complementarios al sustrato (Fig. 3), con la

ventaja de que, como ya se ha dicho, una molécula de ribozima puede mediar la
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degradacion de varias moléculas de sustrato, comportandose como un catalizador en

sentido estricto. En otras palabras, “RNAs antisentido cataliticos”.
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Figura 3. Transformacién del formato cis de las ribozimas de cabeza de martillo naturales a
un formato trans. (A) Esquema de la representacion original. (B) Esquema de la estructura
derivada de datos cristalograficos. La ribozima propiamente dicha se indica en negro y el
sustrato en rojo. Las demas simbolos se describen en la figura 1.

Una serie de estudios adicionales refinaron y delimitaron mejor las caracteristicas
de las ribozimas de cabeza de martillo para que su corte en trans fuera mas eficiente o
versatil. Como ejemplos a este respecto se observé que una hélice I de tan sélo tres
pares de bases era suficiente para que la ribozima mantuviera su capacidad catalitica,
poniendo de manifiesto ciertas ventajas de un disefio asimétrico con hélices I y III de
distinta longitud (Tabler et al. 1994), y que la hélice II podia ser reducida a unos
pocos nucleétidos dando lugar a lo que se denominaron minizimas (McCall et al.
1992). Asimismo, se comprobd que existian alternativas al triplete GUX que precede
al sitio de corte, con AUA como el caso mas significativo, que también eran
cataliticamente activas (Kore et al. 1998).
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Primeros experimentos y primeras dificultades

Una de las aplicaciones iniciales de esta nueva herramienta biotecnolégica
consistié en la incorporaciéon del dominio catalitico de una ribozima de cabeza de
martillo a un RNA antisentido contra el RNA del virus de la inmunodeficiencia
humana, comprobédndose que cuando ambos RNAs eran cotransfectados en células
humanas la presencia del dominio catalitico tenia un efecto inhibitorio sobre la
replicacién del virus de 4 a 7 veces mayor que el RNA antisentido parental o que un
mutante cataliticamente inactivo (Homann et al. 1993). Estos resultados, aunque
estimulantes porque demostraron que una ribozima de cabeza de martillo artificial
era funcional in vivo (previamente se habia comprobado que también lo era in vitro),
pusieron de manifiesto que la eficiencia no era muy alta. Experimentos semejantes se
llevaron a cabo en plantas de Nicotiana clevelandii en las que se expresé
episomicamente (mediante recombinantes del virus X de la patata) un RNA
antisentido contra el virus de la sharka (PPV), o una variante del RNA antisentido a
la que se habia incorporado el dominio catalitico de una ribozima de cabeza de
martillo. Tras ser inoculadas con PPV, las plantas mostraron tnicamente un cierto
retraso en la apariciéon de sintomas que fue mas acentuado con la segunda variante
(Liu et al. 2000).

Otros experimentos con RNAs antisentido, con o sin ribozimas de cabeza de
martillo contra las cadenas (+) o (-) del viroide de la exocortis de los citricos (CEVd),
expresados transgénicamente en plantas de tomate (un huésped experimental de este
viroide), mostraron tras la inoculacién un descenso del nivel de acumulaciéon del
viroide; sin embargo, esto s6lo ocurrié en las construcciones contra la cadena de
polaridad (-) (que se acumula in vivo considerablemente menos que la de polaridad
complementaria) y, ademas, la incorporacién del dominio catalitico no aporté un
efecto adicional (Atkins et al. 1995). Por el contrario, en un trabajo muy similar pero
con PSTVd y patata, si que se observd una notable resistencia en las lineas
transgénicas expresando las construcciones contra la cadena viroidal de polaridad (-),
y el efecto pudo atribuirse al dominio catalitico ya que lineas control en las que este
dominio fue inactivado no mostraron resistencia (Yang et al. 1997). La diferencia

entre los experimentos en tomate y patata podria deberse a que CEVd y PSTVd se
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acumulan a niveles menores en la segunda planta, mientras que la alta tasa de
replicacién viroidal en la primera sobrepasaria la resistencia aportada por el RNA
antisentido catalitico. Un argumento semejante explicaria por qué las ribozimas son

mas eficientes cuando se dirigen contra la cadena de polaridad (-).

La cuestion de la colocalizacién de la ribozima con su substrato

De lo expuesto en la seccién anterior cabe concluir que si bien las ribozimas de
cabeza de martillo ofrecen una alternativa muy prometedora para degradar de forma
especifica ciertos RNAs in vivo, quedan dificultades serias por resolver antes que esta
tecnologia sea aplicable. Un examen més detallado de la cuestiéon da razén de estas
dificultades. Una ribozima de cabeza de martillo efectiva requiere: i) estabilidad
frente a RNasas, que para ribozimas que se sintetizan externamente y posteriormente
se transfieren puede incrementarse sustituyendo los grupos 2'-OH de las ribosas por
otros grupos, ii) expresiéon en grandes cantidades, que para ribozimas que se
sintetizan intracelularmente se consigue colocando las construcciones bajo el control
de promotores fuertes, iii) accesibilidad de la ribozima a la regiéon del RNA diana
contra la que estd dirigida, que resulta dificil de evaluar considerando que dicha
region puede formar estructuras secundarias estables o estar asociada a proteinas, y
iv) colocalizacién de la ribozima en el mismo compartimiento subcelular donde se
encuentra el RNA diana.

Con el fin de atenuar los efectos derivados de la estructura secundaria del RNA
diana en torno al sitio de corte, se han disefiado ribozimas producidas
intracelularmente capaces de abrir dobles cadenas, para lo que se une a la ribozima
un motivo de RNA que interacttia y recluta RNA helicasas intracelulares, creando asi
una ribozima hibrida con una actividad catalitica significativamente mayor in vivo
(Kawasaki and Taira, 2002). En cuanto a la relevancia de colocalizar la ribozima y el
RNA diana, esta cuestion ha sido abordada experimentalmente mediante la
coexpresion dentro de las mismas células animales de dos vectores retrovirales, uno
codificando una ribozima de cabeza de martillo contra un RNA diana artificial y el
otro dicho RNA artificial. A causa de la sefial de empaquetamiento retroviral comun,

lo esperable era que la ribozima y el RNA diana se colocalizaran, y que no sucediera

415



Capitulo 22: RNAs Autocataliticos: Ribozimas de Cabeza de Martillo

lo mismo con un control en el que el RNA diana no estaba fusionado al vector viral.
Los resultados confirmaron esta prediccién: la ribozima redujo el titulo del virus
infeccioso fusionado al RNA diana en un 90%, mientras que no mostré efecto sobre el
RNA diana control (Sullenger and Cech, 1993). En un segundo estudio, esta vez
empleando levaduras como sistema modelo, una ribozima de cabeza de martillo fue
dirigida al nucleolo, fusionandola a un pequefio RNA nucleolar, donde se encontraba
su RNA diana (otro RNA nucleolar). Esta colocalizacién condujo a una eficiencia de
cerca del 100% (Samarsky et al. 1999). Una estrategia de esta clase deberia ser en
principio extrapolable para controlar el PSTVd y otros viroides que se acumulan en

el nucleolo.

La cuestiéon del magnesio: un giro inesperado conducente a una nueva generacion
de ribozimas de cabeza de martillo

A pesar de las prolijas investigaciones efectuadas sobre las ribozimas de cabeza de
martillo (una basqueda en la base de datos Pub-Med sobre articulos publicados que
hagan referencia a palabra “hammerhead” arroja una cifra de mas de 1000, y si se
restringe la bisqueda a que esta palabra aparezca en el titulo a méas de 500), un
aspecto critico de su funcionamiento no ha quedado resuelto hasta hace muy poco
tiempo. Muchos datos obtenidos de estudios con estructuras de cabeza de martillo
modelo en trans (el disefio de ribozimas dirigidas contra RNAs especificos requiere
este formato artificial, que ademas facilita el andlisis cinético en un medio libre de
proteinas) indican que el funcionamiento eficiente de las mismas in vitro necesita
concentraciones de Mg?* de 5-10 mM, mientras que la concentraciéon de este cation in
vivo es, aproximadamente, de tan s6lo 0.5 mM. ;Cuaal es la explicaciéon para esta
discrepancia?. Resultados in vitro e in vivo publicados recientemente (De la Pefia et al.
2003; Khvorova et al. 2003), han demostrado que las ribozimas de cabeza de martillo
en cis (su formato natural) se autocortan mucho mas rapidamente que sus derivados
en trans, y que modificaciones de los bucles periféricos 1 y 2 de ribozimas de cabeza
de martillo naturales inducen una dréstica reduccién de sus constantes cataliticas de
autocorte. Estos datos indican que, en contra de la visién generalmente aceptada,

regiones externas al bucle central conservado de las estructuras de cabeza de martillo
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naturales desempefian un papel critico en la catalisis, al tiempo que sugieren la
existencia de interacciones terciarias entre los bucles periféricos 1y 2 que ayudarian
al posicionamiento y rigidez del sitio activo, optimizando asi la actividad catalitica a

las bajas concentraciones de Mg?* existentes en condiciones fisiol6gicas (Fig. 4).
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Figura 4. Interacciéon entre elementos periféricos de una ribozima de cabeza de martillo
natural. (A) Representacion esquematica de la ribozima de polaridad positiva del viroide del
mosaico latente del melocotonero (PLMVd) en la que indica la interaccién propuesta entre
los bucles 1 y 2. (B) Modelo tridimensional (De la Pefa et al., 2003). Las hélices I, II y III se
indican en azul, los bucles 1 y 2 en magenta y el bolsillo catalitico en amarillo. Los
nucledtidos presumiblemente involucrados en interacciones terciarias entre ambos bucles
estan rodeados por un circulo.

Ademas, dichas interacciones podrian ser estabilizadas por proteinas, como sugiere
la observacién de que una proteina cloroplastica facilita in vitro, y presumiblemente
in vivo, el autocorte de un RNA viroidal mediado por una ribozima de cabeza de
martillo (Daros and Flores, 2002).

Estos resultados, que explican la baja eficiencia in vivo de ribozimas de cabeza de
martillo con formato trans, han proporcionando un nuevo enfoque e impulso al
estudio de las mismas. De hecho, ya se han publicado trabajos en los que se
mantienen o simulan las interacciones entre los bucles periféricos 1 y 2
(Saksmerprome et al. 2004; Weinberg and Rossi, 2005; Burke and Greathouse, 2005),

lo que conduce a que esta nueva generacion de ribozimas de cabeza de martillo con
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formato trans acttie mucho mas eficientemente en condiciones fisiolégicas (Fig. 5). La
diseccién molecular de dichas interacciones ayudara sin duda a mejorar el disefio de
las ribozimas futuras. Un primer estudio en esta direcciéon ha sido recientemente

publicado (Martick and Scott, 2006).

A B

Figura 5. (A) Representaciéon esquemaética de la ribozima de cabeza de martillo de polaridad
negativa del PLMVd. Los bucles periféricos 1y 2 de la ribozima se indican sobre fondo gris,
y los nucleétidos de ambos bucles que participan en la interaccion estdn representados
dentro de un circulo. (B) Representaciéon esquemaética de una ribozima de cabeza de martillo
artificial con formato trans (en negro) y de su RNA sustrato (en rojo). La ribozima fue
disefiada a partir de la anterior (Saksmerprome et al. 2004), mantiene las interacciones entre
los bucles periféricos 1 y 2, y se une y degrada eficientemente, en condiciones de baja
concentracion de magnesio, un RNA artificial que corresponde a una porcioén del genoma del
virus 1 de la inmunodefiencia humana.

Conclusiones y Perspectivas

Una primera leccién que se deriva de lo anteriormente expuesto es que el estudio
detallado del mecanismo replicativo de un grupo de patégenos de plantas (los
viroides), de interés aparentemente marginal, ha conducido al descubrimiento de las
ribozimas de cabeza de martillo, con importantes implicaciones biotecnolégicas que
trascienden a los viroides y a las plantas (y con otras evolutivas, no menos relevantes,
que quedan fuera del contexto de este capitulo). La investigacion basica ha sido a lo

largo de la historia la fuente tltima de innovaciones, y no debe relegarse en favor de
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la exclusivamente dirigida (en palabras de Pasteur, “No existen ciencias aplicadas
sino aplicaciones de las ciencias”).

La segunda leccion es que, hasta donde sea posible, los sistemas biol6gicos deben
ser estudiados en su contexto natural y con una perspectiva evolutiva (en palabras de
Dobzhanski, “Nada en biologia tiene sentido excepto a la luz de la evolucién”). A
pesar de que las ribozimas de cabeza de martillo naturales actian en cis, apenas
habian sido analizadas en su habitat fisiol6gico debido a las dificultades técnicas que
emanan de sus altas velocidades de autocorte (Forster and Symons, 1987; Beaudry et
al. 1995, Ambrés and Flores, 1998), del interés aplicado de sus derivados en trans
contra RNAs especificos (Uhlenbeck, 1987; Haseloff and Gerlach, 1988; Rossi and
Couture, 1999), y de datos que indicaban que la constante de velocidad de una
ribozima de cabeza de martillo en cis era esencialmente igual que la de un variante en
trans de la misma (Long and Uhlenbeck, 1994) (aunque hay que matizar que la
ribozima en cis empleada era artificial y con un disefio distinto al de la mayoria de las
ribozimas naturales). Por el contrario, un experimento similar con una ribozima
natural del PLMVd (Herndndez and Flores, 1992) puso de manifiesto que su
velocidad de autocorte (en cis) era considerablemente mayor (Ambrés and Flores,
1998), planteando la cuestiéon de si las propiedades cataliticas de las ribozimas
naturales y artificiales debian ser necesariamente las mismas. Un argumento
evolutivo adicional a favor de este Gltimo punto de vista es el siguiente: las ribozimas
de cabeza de martillo mas eficientes, seleccionadas in vitro a partir de una mezcla de
oligoribonucleétidos con todas las posibles secuencias en el bucle central, contienen
los motivos estrictamente conservados en las ribozimas naturales (Ishizaka et al.
1995; Tang and Breaker, 1997; Eckstein et al. 2001; Salehi-Ashtiani and Szostak, 2001).
Esto indica que las ribozimas naturales han sido evolutivamente seleccionadas por
optimizacién de su actividad catalitica, siendo por lo tanto concebible que, ademas
del bucle central conservado, otras propiedades estructurales (como la secuencia y el
tamario de las hélices adyacentes, y de los bucles periféricos que las cierran) pudieran
haber sido también seleccionadas para mejorar la actividad catalitica de dichas
ribozimas en su contexto natural. Los resultados ya mencionados (De la Pefa et al.

2003; Khvorova et al. 2003) muestran que efectivamente es asi, explican cémo estas
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ribozimas acttian a las bajas concentraciones de Mg?* existentes in vivo, y aportan
nuevas ideas para mejorar su disefio. Un esquema general que resume el modo de

proceder se presenta en la Figura 6.

Modificacion de ribozimas de cabeza de martillo naturales para su uso en trans

Evaluacién de la actividad in vitro

Clonado de la ribozima y el
sustrato en plasmidos bacterianos

Evaluacion de la actividad in vivo

Subclonado en un vector binario y
transformacion de A. tumefaciens

v '
ﬁ ribozima

l
A |

l Transformacion genética de plantas
= 7Y

-’\_’5

¢ Transcripcién in vitro

Purificacién de gel, desnaturalizacion y
renaturalizacién, y reacciones de corte in vitro
Integracion en el genoma celular,
transcripcion y corte

Sustrato
digerido

Ribozima

PAGE desnaturalizante

Tiempo(minp 0 C 1 5 100 30 60°

Sustrato T —— —— — — Sustrato
: digerido

Fragmento 3 —— N — —

Fragmento 5 S p—————

Figura 6. Esquema sobre el modo de proceder para disefiar ribozimas de cabeza de
martillo especificas contra un RNA endégeno o fordneo (viral o viroidal). Los circulos con
forndo amarillo indican interacciones entre bucles de la ribozima importantes para su
eficiencia catalitica a las bajas concentraciones de magnesio existente in vivo.
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