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HR: (de hipersensitivity response), respuesta de hipersensibilidad

HUB1: (de histone ubiquitination 1), proteína ubiquitinadora de histonas 1

I
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ICTV: (de International Committee on Taxonomy of Viruses), Comité Internacional

sobre la taxonomía de los virus

IDCL: (de interdomain connector loop), bucle de conexión entre dominios

IR: (de intergenic region), región intergénica

L

LANA: (de latency-associated nuclear antigen), antígeno nuclear asociado a la latencia

LMP1: (de latent membrane protein-1), proteína latente de membrana

M

MAPK: (de mitogen-activated protein kinase), proteína quinasa activada por mitógeno

MCM2: (minichromosome maintenance protein 2), proteína de mantenimiento de

minicromosomas 2

MES: ácido 2-N-morfolino-etanosulfónico

MET1: (de cytosine DNA-methyltransferase 1), metiltransferasa 1

MMS21: methyl methanesulfonate-sensitive-21,

MP: (de movement protein), proteína de movimiento

MS: medio de Murashige y Skoog

N

ND: no descrito

NDSM: (negatively charged amino acid-dependent SUMO motifs), motivos SUMO

dependientes de aminoácidos cargados negativamente

NHEJ: non-homologous end joining

NLS: (de nuclear localization sequence), secuencia de localización nuclear

NPR1: nonexpressor of PR genes 1

NSP: (de nuclear shuttle protein), proteína lanzadera nuclear

NW: (de New World), nuevo mundo

O

ORF: (de open reading frame), marco abierto de lectura

OTS: overly tolerant to salt

OW: (de Old World), viejo mundo

P
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PAMP: (de pathogen-associated molecular pattern), patrón molecular asociado a

patógenos

PARI: (de PCNA-associated recombination inhibitor),

PCNA: (de proliferating cell nuclear antigen), antígeno nuclear de la célula proliferante

PCR: (de polymerase chain reaction), reacción en cadena de la polimerasa

PDSM: (de phosphorylation-dependent SUMO motifs,) motivos SUMO dependientes

de fosforilación

PHD: (de plant homeodomain), homeodominio de plantas

PIAS: protein inhibitor of activated STAT), proteína inhibidora de STAT activado

PIM: (de PCNA interacting motiv), motivo de interacción con PCNA

PIP: (de PCNA interacting protein), proteína interactora de PCNA

PML: (de promyelocytic leukaemia), proteína de la leucemia promielocítica

Pol: polimerasa

PR: (de pathogenesis related-genes), genes relacionadas con patogénesis

PRR: (de pattern-recognition receptor), receptor de reconocimiento de patrones

PRR: (de post replication repair), reparación postreplicativa

PTGS: (de post-transcriptional gene silencing), silenciamiento génico post-

transcripcional

PTI: (de pattern-triggered immunity), inmunidad activada por patrones

PTM: (de post-translational modification), modificación postraduccional

R

RanBP2: (de Ran-binding protein 2), proteína de unión a Ran 2

RBR: (de Retinoblastoma-related protein), proteína relacionada con el

retinoblastoma

RBR: (de RING between RING), RING entre RING

RCR: (de rolling circle replication,), replicación por círculo rodante

RDR: (de recombinant-dependent replication,), replicación dependiente de

recombinación

Rep: (de replication protein), proteína asociada a la replicación

REn: (de replication enhancer protein), proteína potenciadora de la replicación

RF: (de replicative form), froma replicativa

RFC: (de replication factor C), factor de replicación C
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RING: really interesting new gene

RPA: (de replication protein A), proteína de replicación A

RUB: (de related to ubiquitin), relacionado con la ubiquitina

S

SA: (de salicylic acid), ácido salicílico

SAE: (de SUMO activating enzyme), enzima activadora de SUMO

SAMDC1: (de S-adenosyl-methionine decarboxylase 1), descarboxilasa de S-adenosil-

metionina 1

SAR: (de systemic acquired resistance), resistencia sistémica adquirida

SAS: (de SUMO attachement sites), sitios de unión a SUMO

SCE: (de SUMO-conjugating enzyme), enzima conjugadora de SUMO

SCF: de SKP1, CUL1, F-box protein complex), complejo de proteínas SKP1, CUL1

y caja F

SCJ: (de sister chromatid junctions), de uniones de cromátidas hermanas

SDSA: (de synthesis-dependent strand-annealing pathway)

SF: superfamilia

SIM: (de SUMO interacting motif), motivo de interacción con SUMO

SIR: (de small intergenic región), región intergénica pequeña

SLD: (de SUMO-like domain), dominio similar a SUMO

SLiM: (de short linear motif), motivo linear corto

SPF: (de SUMO protease related to fertility), proteasa de SUMO relacionada con la

fertilidad

SR: (de salvage recombination), recombinación de salvamento

SRS2: (de suppressor of rad 6 mutant), supresor del mutante rad6

SSA: (de single strand annealing), recocido de la cadena sencilla

ssDNA: (de single-stranded DNA), DNA de doble cadena

STR: Sgs1/Top3/Rmi1

STUbL: (de SUMO targeted ubiquitin ligases), ligasas de ubiquitina dirigidas por

SUMO

SUMO: (de small ubiquitin-like modifier), pequeño modificador similar a la ubiquitina

T

T3E: (de type three effector), efector de tipo III
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TF: (de transcription factor), factor de transcripción

TGS: (de transcriptional gene silencing), silenciamiento génico transcripcional

TIR-NB-LRR: toll interleukin-1 receptor-nucleotide binding-leucine-rich repeat

TLS: (de translesion synthesis), síntesis de translesión

TrAp: (transcriptional activator protein), proteína activadora de la transcripción

TS: (template switching), cambio de molde

U

UBA: (ubiquitin-activating enzyme), enzima activadora de ubiquitina

UBC: (de ubiquitin-conjugating enzyme), enzima conjugadora de ubiquitina

UEP: (de ubiquitin extension protein), proteína de extensión de ubiquitina

UFD: (de ubiquitin-fold domain), dominio de plegamiento de ubiquitina

ULP: (de ubiquitin-like protease), proteasa

UPS: (de ubiquitin proteosome system), sistema ubiquitina-proteosoma

USLP1: (de ubiquitin-specific protease-like), proteasa específica similar a la ubiquitina

USP: (de ubiquitin-specific peptidase), peptidasa específica de ubiquitina

V

v-ori: origen de replicación en la cadena del virión

VIM5: ( de variant in methylation 5), variante en metilación 5

VS: (de virion sense), en sentido del virión
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SUMMARY

Introduction

Geminiviruses are important plant-infecting insect-transmitted viruses that

causes substantial crop losses in a wide range of economically important plant

species in most tropical and subtropical regions of the world. Typical symptoms

associated with geminivirus infection consist of chlorotic, leaf curling, yellow

mosaic/mottle pattern, vein sweling and a drastic reduction in plant height because

of the shortened internodes.

The Geminiviridae is a family of circular DNA viruses named based on their

nature of twinned quasicosahedral particles. They have small genomes comprising

one (monopartites) or two (bipartites) single-stranded DNA molecules (2.5-3.2

Kb) with limited coding capacities. Based on the insect vector, genome

organization, genome-wide pairwise sequence identities and host range, this viral

familily is divided in fourteen genera: Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus,

Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus,

Opunvirus, Topilevirus, Topocuvirus and Turncurtovirus. The genus Begomovirus

encompasses the largest number of recognized virus species (445). Members of

this genus infect dicotyledonous plants and are exclusively transmitted by

whiteflies of the Bemisia tabaci cryptic species complex. The genome can be either

monopartite, with a single genomic configuration (DNA-A like molecule) or

bipartite (two genomic components, designated DNA-A and DNA-B). The DNA-

A and DNA-like components encode from four to eight proteins through

bidirectional and partially overlapping open reading frames (OFRs) located in both

virion and complementary strands. The complementary strand encondes Rep

(AC1/C1 gene), so-called the replication protein; TrAp (AC2/C2), which

functions as a transcriptional activator protein; REn (AC3/C3), the replication

enhancer protein; C4 (AC4/C4), a pathogenicity determinant; and C5 (AC5), not

identified in all geminivirus genomes. The virion strand encodes the coat protein,

CP (AV1/V1); V2 (AV2/V2), which exhibits movement and silencing suppressor

functions; and V3 (V3), present in some geminivirus genomes. The DNA-B

component of bipartite viruses encode a movement protein, MP (BC1), and a

nuclear shuttle protein, NSP (BV1). A non-coding region called intergenic region
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(IR) �300 bp in size, separates the bidirectional transcription units. A portion of

IR, called the common region (CR), is shared by DNA-A and DNA-B in bipartite

begomoviruses. The CR contains a conserved stem loop-structured nona-

nucleotide (TAATATTAC) which acts as a cleavage site for Rep to initiate viral

replication. Begomoviruses are also found to be associated with DNA satellites,

classified into three types: alphasatellite, betasatellite, and deltasatellite. All the viral

genes encode multifunctional, fast-evolving proteins that are involved in the

replication, gene expression, virus movement, virus encapsidation, vector

transmission and suppression of plant immunity.

Rep plays a central and indispensable role in viral replication, involved in

initiation, elongation, and termination steps during the course of the process by

virtue of its modular nature. It binds to DNA in a site specific manner at the

iterons present in the intergenic region and initiates viral replication by creating a

nick at the conserved nonanucleotide sequence. Rep also possesses ligase, ATPase,

ATP-dependent topoisomerase I and DNA helicase activities. Among Rep

interactors, there are many host factors, including retinoblastoma-related protein

(RBR), a regulator of cell division; proliferating cell nuclear antigen (PCNA), a

DNA clamp and processivity factor of DNA polymerases; replication factor C

(RFC), a DNA clamp loader; replication protein A (RPA), a single-stranded nucleic

acid binding protein and SUMO-conjugating enzyme (SCE), an enzyme that

transfers SUMO peptide to target proteins. Besides replication, Rep also plays an

important role in transcription of the other viral genes and acts as a silencing

suppressor.

Geminivirus infection modify the expression level of a number of plant

genes, many of which regulate biological processes like cell cycle, nucleotide

metabolism, DNA repair and DNA recombination. They need to hijack the host

cell machinery to accomplish vital functions, since every described step in the

infection process depends on plant proteins.

Geminiviruses infect terminally differentiated cells, which means that they

have to reprogram the cell cycle, making the microenvironment suitable for its

own replication. Rep protein has the capacity to promote cell cycle re-entry at least

largely depends on its interaction with the Retinoblastoma-related Protein (RBR),

a central negative regulator of cell cycle progression, further disrupting E2F-RBR
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binding. This leads to activation of the expression of DNA polymerases and other

replication related host factors which are regulated by E2F transcription factor.

Geminivirus replicates in nucleus of the infected plant cell mainly through

rolling-circle mechanism (RCR) but also recombination-dependent mechanism

(RDR). Geminivirus do not encode any DNA polymerase and rely entirely on the

infected cell machinery to replicate their circular ssDNA genomes through double-

stranded DNA (dsDNA) replicative forms (RFs). Host nucleosomes pack the

dsDNA forming minichromosomes that reside in host nucleus and can act as a

template for virus transcription. Virus transcription occurs bidirectionally from

promoters within the IR, and produces transcripts from both the complementary

and virion sense strands. Later replication, the synthesized viral genome (ssDNA)

accumulates to high levels and shuttles to neighboring cells to expand the infection

circle. This ssDNA genome is then available for encapsidation and acquisition by

the insect vector.

To establish a productive infection, geminiviral-encoded proteins must

overcome the multilayered antiviral immune system of the plant cell: RNA

silencing, also designated RNA interference (RNAi), pathogen-associated

molecular pattern (PAMP)-triggered immunity (PTI), and effector-triggered

immunity (ETI), autophagy, ubiquitin-mediated proteosomal degradation system

and hormone-mediated response pathways. Against this wide range of defence

mechanisms, geminiviruses deploy strategies for suppressing or modulating the

plant immune response, hijacking ubiquitin-proteosome pathways, altering

hormonal responses, deregulating the cell cycle and exploiting signalling cascades.

The diversification of geminiviruses suggests their evolutionary history and

capability to reemerge as new species through genomic evolution. Genomic

changes through mutations, recombination and pseudorecombination are crucial

mechanisms for the evolution of all viruses, including geminiviruses, promoting

the development of new species/strains/variants, which have the ability to evolve

quickly and infect new hosts.

Post-translational modifications (PTMs)

Post-translational modifications (PTMs) refer to enzyme-mediated covalent

addition of functional groups to proteins during or after biosynthesis. There are
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more than 400 different types of PTMs having a significant impact on the structure

and function of proteins, expanding the coding capacity of a genome to generate

the highly diversified and expanded proteomes.

Protein post-translational modifications by small peptides, as ubiquitin and

the ubiquitin-like family protein modifiers (Ubls) like SUMO (small ubiquitin-like

modifier) constitute a key regulatory mechanisms that controls diverse aspects of

plant biology. Ubiquitination (or ubiquitylation) and SUMOylation involves the

covalently attachement of ubiquitin or SUMO peptides to a lysine residue of a

substrate protein in a stepwise cascade catalyzed by an E1 activating enzyme, an

E2 conjugating enzyme, and an E3 ligase. An E4 ligase may also be involved in

the elongation of polyubiquitin chains. Both post-translational modifications are

dynamic and reversible by specific Ub proteases. The ubiquitinated and

SUMOylated proteins can rapidly induce subcellular redistribution, modulate

protein–protein interactions, promote conformational changes or tagged

substrates for degradation by the proteasome, subsequently altering their function.

InArabidopsis, two enzymes have been identified that carry out E1 function,

UBA1 and UBA2, while 37 E2 enzymes are predicted to be encoded in the genome

and ~1500 genes are coding for components of E3 ligases. Once ubiquitin has

been conjugated to a lysine residue, the ubiquitin moiety itself can also be

ubiquitynated on one of its seven lysine residues or on its N-terminal methionine

(Met1), resulting in polyubiquitin chains. Distinct ubiquitin chains (and distinctly

modified ubiquitin chains: monoubiquitylation, multimono-ubiquitylation,

homotypic and heterotypic polyubiquitylation) have been shown to encode

different cellular functions, what is known as the ubiquitin code.

Ubiquitination can target substrates to the proteasome but also acts as a

non-proteolytic signal, implicated in several biological processes. The ubiquitin

proteasome system (UPS) is a rapid, adaptive mechanism for selective protein

degradation, crucial for proper plant growth and development and an integral part

of plant responses to stresses, including plant defence against pathogens.

Proteasomal degradation pathways play a central role in regulating a variety of

protein functions by controlling not only their turnover but also the physiological

behaviour of the cell.

In the pathogen-host interactions, both tap into the rich source of versatile

ubiquitination code in order to compete, combat, and co-evolve. Pathogens have
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developed molecular strategies to subvert and/or co-opt ubiquitin signalling for

their own purposes. They encode multifunctional proteins or secrete effectors that

function as deubiquitinating enzymes (DUBs), E3 ubiquitin ligases or enzymes

that modify ubiquitin and Ubls, either blocking or altering normal ubiquitin

conjugation to substrates in cells.

RNA and DNA viruses are found to exploit the system in every imaginable

manner at every stage of the viral life cycle, involving both ubiquitination and de-

ubiquitination and the UPS system. They can adopt an existing ubiquitin regulatory

pathway to hitchhike, or they can usurp the ubiquitin system for selective

advantage towards them. Viruses are able to change the specificity of host

ubiquitin enzymes, E3s or DUBs, to modulate a network of protein targets, or

encode their own ubiquitin enzymes to modify a whole new set of substrates.

Geminivirus interact with ubiquitination pathway and UPS-related

mechanisms to promote viral replication and propagation. Viral protein as TrAp,

C4, Rep and βC1 have been described to interact with ubiquitin enzymes as

ubiquitin conjugation enzymes and components of ubiquitin ligase complex to

alter hormone signalling, skip immune response and promote viral replication and

transcription.

In Arabidopsis, the SUMO conjugation machinery is composed of the

SUMO isoforms (SUMO1-9); the E1 enzyme subunits SAE2, SAE1a and SAE1b;

the E2 SCE1 (named Ubc9 in many organisms inlcuding yeast and mammalians);

the E3 ligases SIZ1, MMS21/HPY2 and PIAL1-2; and several SUMO-specific

proteases (SENPs). SUMO1/2 isoforms are essential for the plant viability,

SUMO3 is only present in some brassicas and it seems to be restricted to defense

responses and SUMO5 is the less efficient isoform. The existence of distinctive

SUMO isoforms and their attachment to substrates as monomers, in single or

multiple positions, or as polymers by building polySUMO chains, contribute to

the high complexity of the molecular consequences of SUMOylation. Once

covalently conjugated to a substrate, SUMO often regulates the target protein’s

function by recruiting other cellular proteins. These protein interactors stablish a

non-covalent bond with SUMO through a SUMO-interacting motif (SIM).

In general, members of the SUMO conjugation/deconjugation machinery

are enriched in the nucleus consistent with the massive accumulation of SUMO
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conjugates in this compartment. In Arabidopsis, it is well established that the

abundance of SUMO conjugates increases in response to exposure to different

abiotic stresses and there is growing evidence that this link is conserved in many

crop species such as maize, soybean or rice. In plants, as well as in animals, SUMO

conjugation is essential during embryo development, modulates plant hormone

signaling, root stem cell maintenance, the circadian clock, light signaling, plant

immunity, tolerance to a wide range of abiotic and biotic stress and virtually any

aspect of plant development.

Viruses can exploit the host SUMO system for their benefit and, by

contrast, SUMOylation can eliminate viral infection by regulating host antiviral

immune components. There are multiple mechanisms by which viruses manipulate

the process of SUMOylation. They can inhibit or induce the global or specific

conjugation of SUMO to host proteins by targeting different components of

SUMOylation machinery and controlling SUMO expression levels. These

intracellular pathogens can also enconde their own SUMO E3 ligase or SUMO

protease.

In animals, many families of viruses, specially DNA viruses, were shown to

interact with the SUMO machinery. In contrast, only few examples of an

interaction between viral proteins and the SUMOylation machinery have been

described for plants so far. NIb protein from Turnip mosaic virus (TuMV) and

begomoviral Rep have been reported to interact with SUMO conjugating enzyme

(SCE1), which is required for viral infections. This interaction does not alter the

host global SUMOylation pattern during geminiviral infection, but rather may

specifically influence SUMO conjugation of a selected subset of host proteins.

Besides, the stability of βC1 protein of Synedrella yellow vein clearing virus (SyYVCV),

a newly identified begomovirus, is shown to be modulated by mutually

antagonistic SUMOylation and SIM interactions.

PCNA: the maestro of the replication fork

PCNA is a member of the conserved β clamp family that acts as a

processivity factor for replicative DNA polymerases. It forms a ring-shaped

homotrimer in a closed head-to-tail ring structure. The inner surface, which

encircles DNA, is formed by α hélices and it is positively charged, where as the
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outer surface is composed of β sheets. Each PCNA monomer has two similar

globular domains linked by the interdomain connecting loop (IDCL).

PCNA functions as a molecular plataform for a plethora of cellular proteins

involved in DNA replication, DNA repair and other fundamental processes of

DNA metabolism. Many of the PCNA interactors exhibit a short linear motif

(SLiM) involved in binding PCNA, the PCNA interacting protein box (PIP-box)

or PCNA interacting motif (PIM).

Post-translational modifications of PCNA play a crucial role in regulating

PCNA cellular function, such as channeling DNA damage tolerance (DDT)

mechanisms to bypass unrepaired lesions and promote optimal fork replication

restart, mainly by determining the interacting proteins to be recruited. Three main

DDT pathways can be involved, which are as follows: the translesion synthesis

(TLS), template switch (TS) and salvage recombination (SR) pathways.

PCNA ubiquitination processes trigger two main DDT sub-pathways:

Rad6/Rad18-dependent PCNAmonoubiquitination induces the switch from Polδ

to TLS polymerases for error-prone TLS damage bypass, and Ubc13-

Mms2/Rad5-mediated PCNA polyubiquitination promotes error-free TS

pathway. In contrast, PCNA SUMOylation by Ubc9-Siz1 enzymes impedes the

homologous recombination (HR)-mediated SR pathway alternatively to TS or

TLS, either at stalled replication forks (RFs) or at gaps left behind replication forks.

The main PCNA target lysine modified by SUMO and ubiquitine is the conserved

K164.

Supressor of Rad 6 mutant 2 (Srs2)

Srs2 is a SF1a (Superfamily 1a) ATP-dependent DNA helicase that shares

homology with the bacterial helicases UvrD, Rep and PcrA. Srs2 is capable of

unwinding DNA with 3'-5' polarity and translocating on ssDNA. It can also

unwind a variety of substrates containing forks, flaps, D-loops, Holliday junctions

as well as 5′ ssDNA overhangs and blunt end dsDNA substrates.

The UvrD helicase domain of Srs2 resides at the amino terminus (aa 1–

776), that includes the conserved helicase motifs. The C-terminal region mediates

many protein–protein interactions and residues targeted for post-translational
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modifications. The Srs2 carboxy-terminal domain harbours tandem receptor

motifs that interact independently with PCNA and SUMO and a a Rad51-

interaction region. Over a hundred proteins have been identified as Srs2

interactors, including HR-related and repair factors.

The Srs2 protein is conserved in fungi, and a clearly definable SRS2

homolog, as a single copy gene, have been identified throughout all members of

the Viridiplantae, Heterokonts and Metazoa except mammals and fish. However,

functional analogs of Srs2 have been described in mammals and birds. Nowadays

there is no much information available on plant homologous proteins, reported

mainly from studies on model organisms: Arabidopsis, where a functional DNA

helicase with 3'-5' directionality has been confirmed, and Physcomitrella patens.

Srs2 fulfil important roles in DNA replication, recombination and repair to

preserve genome integrity. In S. cerevisiae, it acts as a regulator of homologous

recombination, involved in both DNA replication and repair. In replication, Srs2

prevents unscheduled recombination at ongoing replication forks, what is

considered to be an anti-recombination role.

SUMOylated PCNA recruits Srs2 to sites of replication. PCNA-SUMO

interacts with Srs2 through two interaction sites, the SUMO-specific and the

PCNA-specific. Two mechanisms have been proposed to explain how Srs2 can

prevent homologous recombination events: dismantling Rad51-ssDNA

nucleoprotein filaments, a recombination intermediate, and dissociation of Polδ-

PCNA-SUMO complex, which limits DNA synthesis and thus the extension of

the 3' end of the invading strand.

In dsDNA repair, Srs2 also promotes the non-crossover synthesis-

dependent strand-annealing (SDSA) pathway, thus avoiding the potential for

chromosomal rearrangements and loss of heterozygosity. It has been suggested

that Srs2 promotes the SDSA pathway (pro-SDSA function) by regulating RAD51

binding during strand exchange or disrupting extended D-loops, a critical

intermediate in determining crossover/non-crossover outcome.

Srs2 functions are regulated by post-translational modifications, mainly

SUMOylation and phosphorylation. In yeast, Srs2 also plays a critical role during

meiosis by resolving Rad51-ssDNA nucleoprotein strands and is involved in the
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activation of replication checkpoints, as well as in the recovery and adaptation of

the cell in response to cell cycle arrest.

Aims

The main aims of this thesis are:

1. To study the interference of viral proteins involved in geminivirus

replication on the post-translational modifications of tomato PCNA.

2. To characterise the Arabidopsis SRS2 homologue protein and to study its

possible role in geminivirus replication.

3. To develop tools to improve the identification of plant proteins whose

SUMOylation is altered by geminiviral Rep.

RESULTS 1: Analysis of the interference of geminivirus replication

proteins with post-translational modifications of tomato PCNA

Geminiviral Rep expression disrupt the SUMOylation pattern of specific

plant proteins. However, the identity of these plant targets has not been

determinated, and proteins that both interact with Rep and are known to be

SUMOylated have been proposed as primary candidates. One such protein is the

conserved sliding clamp PCNA. It has been reported the SUMOylation of PCNA

homologues from yeast to mammals, including the plant modelArabidopsis, as well

as the binding of tomato PCNA to Rep from several begomoviruses.

In order to asses if tomato PCNA is SUMOylated and if Rep alters its

SUMO modification, we used a mammalian and Arabidopsis SUMOylation system

reconstituted in bacteria. This strategy was previously used to describe the

SUMOylation of Arabidopsis PCNA homologues (APCNA1 and AtPCNA2) by

Strzalka and coworkers (2012). All components of the SUMOylation pathway

(SAE1/2, SCE1, and different isoforms of SUMO) and the potential substrate

were expressed in Escherichia coli together using an inducible system based on T7

promoters. Total protein extracts from induced bacteria cells were analyzed with

Western blots. A double band of the expected size of monoSUMOylated form of

PCNA was detected when the plant substrate was expressed together with the
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complete SUMOylation machinery. Next, to establish whether tomato PCNA also

contains multiple SUMO acceptor sites, several candidate lysines residues, with

K164 and K254 being the prime candidates, were picked for site-directed

mutagenesis. Single and double mutants were generated for residues K164, K168,

K190 and K254 and analyzed using our SUMOylation system in E. coli. These

assays confirmed that double band represent tomato PCNA monomers

monoSUMOylated at two different positions, K164 and K254 (upper and lower

band, respectively) and that both residues can be conjugated to SUMO1 with

similar efficiencies. Besides, we confirmed that PCNA can be posttranslationally

modified by AtSUMO1 and AtSUMO2 but to a lesser extent, AtSUMO3. The

coexpression of PCNA and Rep resulted, instead, in a strongly decrease in the

intensity of the double band. Together, these results demonstrate that tomato

PCNA is SUMOylated and that this post-translational modification is drastically

reduced in the presence of the viral replication protein.

To go further into the mechanism of Rep-mediated suppression of PCNA

SUMOylation, we analyzed the physical interaction of Rep with SCE1. Using the

same strategy in E. coli, we coexpressed the Rep K68A/102A double mutant,

impaired in its interaction with SCE1 together with PCNA and reconstituted

SUMOylation system. The intensity of the double band identified as PCNA

monoSUMOylated at two different lysines was similarly reduced, ruling out that

Rep-mediated suppression of PCNA SUMOylation is not dependent of the direct

SCE1-Rep interaction. Using the same strategy in E. coli, it was also confirmed that

the impairment of PCNA SUMOylation is strictly due to coexpression of Rep,

since its replacement of the viral protein by the C2 protein from the begomovirus

Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) did not reduce the SUMO covalent

attachment to PCNA.

As the viral protein REn is also a PCNA and Rep interactor and it is

involved in geminiviral replication, we also tested if REn coexpression is impairing

PCNA SUMOylation. As described above, the Western blot analysis showed a

decrease in the intensity of the two SUMOylated PCNA bands.

The SUMOylation of PCNA and Rep mediated suppression of the plant

protein modification were subsequently corroborated in planta by Western blot.

For this purpose, we transiently coexpressed PCNA-Flag and mature AtSUMO1,

together with or without Rep in youngN. benthamiana leaves. The plant leaves were
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subjected to a heat shock at 37°C for 45 min to increase the levels of SUMO

conjugates before total protein extraction.

To test whether tomato PCNA is also ubiquitinated, the lysines residues

targeted by the modifier peptide and the effect of Rep coexpression, we performed

ubiquitination assays in E. coli. TheArabidosis ubiquitination machinery cloned into

vectors for bacterial expression were kindly provided by Strzalka and coworkers.

A single band identified as PCNA ubiquitinated at K164 was detected by western

blotting. However, Rep did not impair PCNA-ubiquitin conjugation, in contrast

to previosly reported results for SUMOylation.

Since Rep promotes PCNA accumulation and it is required to restore DNA

replication competency to differentiated host cells, we studied if Rep expression

alter the subnuclear localization of tomato PCNA, which accumulates in the

nucleus and the cytoplasm of plant cell. GFP-SlPCNA and Rep from the

begomoviruses TYLCV or TGMV were coinfiltrated in young leaves of N.

benthamiana. GFP-SlPCNA signals were visualized 2 and 3 dpi in nuclei of

epidermal cells and they were classiffied into three distinct patterns namely I, II

and III. They were characterized by an uniform, dotted signals or speckled signals

of SlPCNA in the nucleoplasm, respectively. Dotted and speckled signals we

reffered as foci. The simultaneously expression of Rep and GFP-SlPCNA

dinamically acelerated SlPCNA redistribution in foci in nucleoplasm. A similar

result was observed when expressing AtSUMO1 fused to SlPCNA (SlPCNA-

AtSUMO1), a protein version generated to mimic a constantly SUMOylated state

of the protein.

Finally, to characterize the interaction among SlPCNA and SUMO, we

expressed the proteins as bimolecular fluorescence complementation (BiFC) pairs.

We combined different SUMOmutants, impaired in covalent and/or non covalent

attachment to substrates together with PCNA wild type and K164R and K254R

single and double mutants. We observed that tomato PCNA interacts both

covalently and non-covalently with the Arabidopsis modifier peptide. We also

detected the assembly of nuclear bodies (NBs) when mature form of AtSUMO1

was expresed as a BIFC pair. Two different sequences as potential SIM motifs

(SIM1 and SIM2) were identified in SlPCNA, which could be responsible for the

non-covalent binding to the small peptide.
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RESULTS 2: Analysis of the Arabidopsis DNA helicase SRS2

During chromosome replication, yeast PCNA is SUMOylated at its

conserved residue K164 and, to a lesser extent, K127. PCNA SUMOylation leads

to the recruitment of the DNA helicase Srs2 to sites of replication, thus preventing

unscheduled recombination at ongoing replication forks.

To asses if AtSRS2 protein conserves the main features related to PCNA

and SUMO previously described for the yeast homologue Srs2, we aligned several

putative protein sequences of different plant species (S. lycopersicum,N. benthamiana,

O. sativa, Z. mays and P. patens) pairwise to the known yeast sequences of S. cerevisiae,

S. pombe and E. coli UvrD. The conserved helicase domain (UvrD domain) and

mostly of so-called helicase motifs of the proteins could be clearly aligned and

showed that plant SRS2 helicases are really homologous to Srs2. In addition,

several putative SIM motifs were predicted along all protein sequences using GPS-

SUMO and JASSA-SUMO software tools. However, as analyser programmes to

predict putatives PIP boxes and Rad51 interaction sequences have not been

developeded, PCNA and Rad51 interaction sites were not identified. We also

modeled the structure of UvrD helicase domain of ScSrs2 and AtSRS2 and UvrD

protein using the popular structural modeling service I-TASSER. The three

models showed a very similar structure.

Using the SUMOylation system reconstituted in E. coli, we also confirmed

that AtSRS2 is monoSUMOylated by AtSUMO1 and 2 and, less efficiently, by

AtSUMO3. However, the lysine acceptor site/s were not identified and AtSRS2

polySUMOylation were not detected. To perform in bacteria assays, we generated

a new DNA sequence of AtSRS2 optimized for expression in E. coli, as the native

plant gene employs tandem rare codons that reduce the efficiency of translation.

We analyzed the cellular localization of AtSRS2 expressing it as GFP fusion

in N. benthamiana. GFP-AtSRS2 resides in the nucleus, both in nucleoplasm and

nucleoulus. We also performed a BiFC assay expressing AtSRS2 with SlPCNA,

AtSUMO1, SUMOylation enzymes AtSCE1 and AtSIZ1, Rep and AtSRS2 as

BiFC pairs. Expression of VenusN-AtSRS2 with SCFPC-SlPCNA, SCFPC-

AtSUMO1, SCFPC-AtSCE1 and AtSIZ1-SCFPC yielded fluorescent

reconstitution in the nucleus for each of the four combinations. VenusN-

AtSRS2/SCFP-SlPCNA and VenusN-AtSRS2/SCFPC-AtSUMO pairs also

aggregates in NBs and VenusN-AtSRS2/ AtSIZ1-SCFPC rather resided in small
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nuclear speckles spread across the nucleus. Since NBs were absent for BiFC

combinations with SCFPC-SUMO1ΔGG and SCFPC-SUMO1ΔGG SIM, we

suggest that loading of mature SUMO is essential for NB assembly. No interaction

among AtSRS2 with Rep from begomovirus and itself was detected.

Discussion

The SUMOylation assays using an in bacteria reconstituted Arabidopsis

SUMOylation system confirmed that tomato PCNA is SUMOylated at lysines

residues 164 and 254 by AtSUMO1 and -2 but it is a poor substrate for AtSUMO3

conjugation. The difference in SUMOylation with AtPCNA1/2, which can be

covalently attached to AtSUMO1, 2, 3 and 5 with similar efficiencies at different

lysines residues, must be due to the PCNAs origin. However, the ubiquitin

conjugation to conserved lysine 164 has been reported in both PCNA

homologues.

Tomato PCNA is efficiently SUMOylated at two acceptor residues in an

alternate fashion, as PCNA monomers simultaneously modified with two SUMO

molecules were not detected. Therefore, the inhibition of multiSUMOylation and

polySUMOylation of PCNA could be due to the absence of an additional SUMO

E3 ligase or the biochemical characteristics of the SUMOylation systems when

expressed in E. coli.

In planta analysis of SlPCNA and AtSUMO1 interaction showed that this

tomato substrate can be covalently attached to SUMO and also bind non-

covalenty to SUMO peptide in the nucleus but also in the cytoplasm. The non-

covalent binding between SUMO and PCNA could be stablished through a

putative SIM motif (SIM1 and/or SIM2) identified in the tomato monomer. It was

also found here that coexpression of SlPCNA and the mature AtSUMO1 variant

promote the emergence of nuclear bodies, so they seem to be form in response to

active SUMOylation. However, they were also observed when expressing SlPCNA

K164R and K254R mutants, another target lysine or another SUMOylated protein

must be involved in their formation.

GFP-SlPCNA exhibited a foci localization pattern similar to the pattern

described for AtPCNA1-sGFP. This result suggests that SlPCNA overexpression

alters the cell cycle of differentiated cells and promotes its entry into S-phase
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(endoreduplication), an effect previously described in human cells. Furthermore,

PCNA-SUMO binding (SlCNA-SUMO1 fusion) and PCNA co-expression

together with Rep from begomovirus accelerates PCNA localization at foci in the

nucleoplasm. We suggest that these foci probably indicate replication foci, which

might be associated with SUMOylation activity.

The interference of Rep and REn with the SUMOylation of SlPCNA

suggests that deSUMOylation of PCNA must be an important step in geminivirus

replication. We suggest that PCNA-Rep binding, and probably PCNA-REn

binding, would interfere with the access of the SUMOylation enzymes to specific

residues, a scenario that would fit with our model of protein-protein interaction.

Modification of yeast PCNA by SUMO controls recombination on ongoing

replication fork by providing access for the Srs2 helicase to DNA. We postulate

that viral protein Rep will impair, possibly by its interaction with PCNA, with the

ability of SCE1 to conjugate SUMO to PCNA. Consequently, the recruitment of

Srs2 to ongoing replication fork would be reduced, which in turn will cause an

increase in the level of HR. Furthermore, as it has been suggested that PCNA

SUMOylation is also critical for the tuning of the SDSA function of Srs2, we

propose that the reduction of SUMOylated PCNA could promote the processing

of DNA lesions through different pathways that lead crossovers products.

To go further into the biological role of the Rep effect on PCNA

SUMOylation, we studied whether the Arabidopsis DNA helicase SRS2 protein

conserves the features described for the S. cerevisiae Srs2 homologue. Blanck and

co-workers showed that AtSRS2 is a functional DNA helicase capable to disrupt

recombinogenic DNA intermediates and to process branched structures that

occur during SDSA mechanism repair. In this work, we provided that: 1) AtSRS2

interacts with SlPCNA, AtSUMO1 and the Arabidopsis SUMOylation enzymes

SCE1 and SIZ1, 2) it is monoSUMOylated, using the modification system

reconstituted in bacteria, and) it localizes to the nucleus and nucleolus, where it

forms nuclear bodies in a SUMOylation-dependent manner. All these data suggest

that Arabidposis SRS2 conserves several activities previously reported in yeast.

Finally, we suggest that PCNA ubiquitination may promote an increase of

the efficiency and a decrease of the fidelity of viral DNA replication. In S. pombe,

PCNA ubiquitination at lysine 164 plays a role in ensuring the completion of DNA

replication. In S. cerevisiae, PCNA-Ub allows for replication of damaged DNA by
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recruiting translesion DNA polymerases. Therefore, plant PCNA conjugated to

ubiquitin could ensure viral DNA replication and promote DNA lessions bypass

by TLS pathway.

Appendix

To further understand the scope of the cellular processes regulated by

SUMOylation, it is imperative to define the catalog of SUMOylated substrates.

Last decades, several methods and strategies have been developed to study the

Arabidopsis SUMOylome. Particularly informative have been proteomic studies,

which combined : (1) a fully functional SUMO1 variant that can be exploited for

affinity purification and subsequent MS analyses (HisSUMOH89R), (2) a stringent

method to isolate SUMO-protein conjugates, (3) sensitive tandem MS techniques,

and (4) a heat shock stress treatment.

InArabidopsis, several proteomic studies identified over 1300 SUMO targets

modified by the SUMO1/SUMO2 isoforms, many of which appear to be

dynamically regulated. Most SUMOylated proteins are localized to the nucleus and

have functions related to DNA modification, chromatin assembly and structure,

RNA metabolism, transcription, translation and many metabolic processes

involved in regulation of development and cellular homeostasis and abiotic and

biotic stress response. The most abundant targets of SUMO were transcription

factors, which act by modulating their binding to DNA, their localization,

abundance and association with chromatin. Comparative analysis of SUMOylome

changes after heat shock, ethanol and H2O2 treatments, as well as Pseudomonas

syringae infection and induction of the autoimmune response exhibit massive

increase in basal SUMO1/2-conjugates. It has been suggested that plants, as

described in humans, modify specific groups of functionally related SUMO targets,

depending on the nature of the stress/stimulus.

In order to assess the impact of Rep expression on the plant SUMOylome,

a proteomic strategy has been proposed. This strategy combines the development

of a new Arabidopsis transgenic line, the application of a stringent three-step

purification protocol of SUMO conjugates developed by Miller et al (2010) and MS

analysis. In this work, we have developed a new Arabidopsis transgenic line for

inducible Rep gene expressing and enriching for SUMO1 conjugates. The SUMO-
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conjugate purification line (6xHis-SUMO1(H89R) sumo1-1 sumo2-1), as described

by Miller et al. (2010), was transformed with a transgene containing the full-length

Rep open reading frame from begomoviruses of TYLCV (C1 ORF) or TGMV

(AC1 ORF), whose expression was driven by the strong constitutive promoter

G10-90, strictly regulated by estrogen. Following transformation by the floral dip

method, F1 seedlings harboring the Rep transgen were identified by hygromycin

resistance followed by genomic PCR. Homozygous plants expressing the

transgenes were selected in the F2 generation by genomic PCR.

For inducible C1 and AC1 expression assays, 10 days-old seedling were

grown as above at 22°C and placed into liquid MS medium supplemented with 0.2

µM DMSO (negative control) or β-estradiol for 24, 48 or 72 hours. Arabidopsis

AF24 and RC10B lines, which contain a transgene for AC1 and C1 inducible

expression from the promoter G10-90, respectively, and a wild-type background,

were used as positive controls. Several homozygous T2 and T3 lines named

HSP2.3 (negative control line), HSTS1.3, and HSTG25.3 (T3 lines), and HSTS2

and HSTG24 (T2 lines) were selected for characterizaton of C1/AC1 gene

expression. Relative transcript levels of C1 and AC1 were determined by RT-

qPCR. All the lines exhibited a similar C1/AC1 expression pattern, detecting the

highest transcript accumulation at 24 hours, which progressively decreases at 48

and 72 hours after β-estradiol addition. We observed a relative transcript level

reduction of 88% and 83% for AC1 gene in HSTG24 and HSTG25.3 lines,

respectively, compared with control plants at 24 hours (AF24 line). In HSTS2 and

HSTS1.3 plants, C1 accumulation was reduced in 55% and increased 3 times,

respectively, when compared with AF24 control plants, at 24 hours too. Since no

transcripts were detected from negative control plants, we concluded that

expression of C1 and AC1 is not leaky. Additionally, we evaluated if re-addition of

β-estradiol at 24 and 48 hours avoid the decrease of transcript levels of C1/AC1.

We performed a new assay using HSTS1.3 seedlings. At 48 and 72 hours, relative

transcript levels of C1 was increased compared to measurement at 48 and 72

hours, respectively.

The results obtained with the generated HSTS and HSTG Arabidopsis

transgenic lines indicate that they could be exploited for MS analysis to identify

SUMO targets affected by Rep expression. Previous results showed ectopic Rep

expression alters the SUMOylation status of specific host proteins. However, the
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depth and breadth of processes under the control of SUMOylation, the

multifunctional role of Rep, its interaction with SCE and the capacity of Rep from

TYLCV to form a complex with SCE1 and SUMO1 (Francesca Maio thesis, 2019),

suggest that this geminiviral protein could also facilitate the conjugation of SUMO

to different substrates. This raises a very complex scenario of modulation of

SUMOylation, probably a key part of the infection process, that can be decipher

by mass spectometry analyses.

However, some limitations must to be considered about this strategy, as a

large number of seedlings would be required to enrich for SUMO conjugates. As

an alternative, we propose to perform an in vitro SUMOylation assays with total

protein extracts from the generated transgenic lines seedlings. Finally, for further

evaluation of the role of SUMOylation and Rep modulation, we could consider

analysing the SUMO3 substrates, since SUMO3 is involved in defence responses

against pathogens.
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GEMINIVIRUS: CUANDO MENOS ES MÁS

Los virus fitopatógenos son los responsables de alrededor del 47% de las

epifitias de los cultivos, que producen importantes pérdidas en el rendimiento

agrícola (Palukaitis et al., 2013; Randles y Ogle, 1997; Strange y Scott, 2005). Estos

patógenos constituyen la mayor fuente de enfermedades emergentes (Anderson et

al., 2004) debido a alteraciones en la distribución de los insectos vectores

provocadas por el movimiento global de mercancías, el cambio climático y la

disminución de la eficacia de los insecticidas químicos (Anderson et al., 2004; Canto

et al., 2009). Alrededor del 80% de todos los virus de plantas son virus de RNA

(Mandahar, 2006), pero existe una familia de virus de DNA cuyo impacto en los

cultivos es de los más devastadores, encontrándose representada en la lista de las

diez especies de virus más importantes desde el punto de vista científico y

económico: los geminivirus (Fauquet et al., 2008; Rybicki, 2015; Scholthof et al.,

2011; Zerbini et al., 2017).

Los geminivirus son virus de DNA circular de cadena sencilla que reciben

su nombre por la morfología de la cubierta externa del virión, compuesta por dos

hemicápsides icosaédricas fusionadas (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Xu et al., 2019)

(Figura 1). Éstos constituyen una de las familias de virus de plantas más extensa y

diversa, con 520 especies distribuidas por las regiones del mundo con clima

tropical y subtropical, favorables para sus insectos vectores (Gibbs y Ohshima,

2010; International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV; Rojas et al., 2018;

Scholthof et al., 2011; Zerbini et al., 2017). Los síntomas típicos asociados a la

infección consisten en malformaciones de los órganos reproductores, rizado en las

hojas acompañado de mosaicos, moteados amarillos o clorosis y, en ocasiones,

hinchazón de las venas, y una reducción drástica de la altura de la planta debido al

acortamiento de los entrenudos (Briddon, 2009; Mansoor et al., 2003; Rojas et al.,

2005) (Figura 1).

Los geminivirus comparten algunas características comunes: (1) poseen

genomas muy reducidos (2,5-3,2 Kb) constituidos por una (monopartitos) o dos

(bipartitos) moléculas circulares de DNA de cadena sencilla, y (2) contienen una

única proteína esencial para su replicación, Rep, que inicia la copia del DNA viral

a partir de (3) una estructura en forma de lazo situada en la zona intergénica o IR
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(intergenic region), donde se localizan los promotores (Jeske et al., 2009; Rojas et al.,

2005). No obstante, los miembros de esta familia presentan una gran variabilidad

en términos de secuencia, el rango de hospedador, el tipo de insecto vector, la

organización del genoma y las relaciones filogenéticas. Utilizando como criterio

estas características, el Comité Internacional de Taxonomía de Virus ha dividido a

la familia Geminiviridae en catorce géneros (Tabla 1). El género Begomovirus es el

más numeroso en cuanto al número de especies (445), seguido de Mastrevirus (45),

mientras que el resto no contiene más de 5. Begomovirus y Mastrevirus, junto con

Curtovirus y Grablovirus, son los responsables de las enfermedades de mayor

importancia económica en todo el mundo (algunas revisiones recientes sobre

geminivirus se pueden encontrar en Aguilar et al., 2020; Devendran et al., 2022,

Gupta et al., 2021; Rojas et al., 2018; Teixeira et al., 2021).

Figura 1. Estructura de la cápside de geminivirus y síntomas comunes en plantas infectadas.
A. Viriones del euphorbia caput-medusae latent virus (EcmLV) purificados de plantas de N.
bentamiana agroinfectadas (Roumagnac et al., 2015). B. Estructura de la cápside del virión del African
cassava mosaic virus (ACMV). El modelo se realizó por criomicroscopía electrónica (Hipp et al.,
2017). Escala: 10 nm. C, D y E. Síntomas de la infección por geminivirus en diferentes huéspedes:
C. Rizado y clorosis apical en tomate causada por Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV). D.
Enanismo y mosaicismo provocado por Tomato Leaf Curl New Delhi Virus (ToLCNDV) en
calabacín. E. Clorosis internervial y rizado apical inducidos por Beet curly top virus (BCTV) en
petunia (imagen adaptada de Anabestani et al., 2017).

A B

C

D E



Introducción

5

El género Begomovirus

Los miembros del género Begomovirus presentan las siguientes características:

(1) tienen genomas monopartitos o bipartitos, (2) son transmitidos por la mosca

blanca Bemisia tabaci, un complejo de especies crípticas (De Barro et al., 2011;

Gilbertson et al., 2005), e (3) infectan a un amplio número de dicotiledóneas en

todo el mundo, aunque cada especie posee, generalmente, un número limitado de

especies hospedadoras.

Tabla 1. Géneros de la familia Geminiviridae.

Género Especie tipo
Rango de
huésped

Vector Genoma
Nº de
especies

Becurtovirus
Beet curly top Iran
virus (BCTIV)

Dicot
Circulifer
haematoceps

Monop 3

Begomovirus Bean golden mosaic virus
(BGMV)

Dicot Bemisia tabaci
Monop y
bipartito

445

Capulavirus
Euphorbia caput-medusae
latent virus (EcmLV)

Dicot
Aphis craccivora y

Dysaphis
plantaginea

Mono 4

Citlodavirus Citrus chlorotic dwarf associated
virus (CCDaV)

Dicot ND Monop 4

Curtovirus
Beet curly top virus

(BCTV)
Dicot

Familia
Cicadelidae

Monop 3

Eragrovirus
Eragrotis curvula
streak virus (ECSV)

Monocot ND Monop 1

Grablovirus Grapevine red blotch virus
(GRBV)

Dicot Spissistilus festinus Monop 3

Maldovirus Grapevine geminivirus A
(GGVA)

Monocot y
dicot

ND Monop 3

Mastrevirus Maize streak virus (MSV)
Monocot y
dicot

Familia
Cicadelidae

Monop 45

Mulcrilevirus
Mulberry crinkle
leaf virus (MCLV)

Dicot Tautoneura mori Monop 2

Opunvirus Opuntia virus 1 (OpV1) Dicot Dactylopius sp Monop 1

Topilevirus Tomato apical leaf curl virus
(ToALCV)

Dicot ND Monop 2

Topocuvirus Tomato pseudocurly top virus
(TPCTV)

Dicot
Micrutalis
malleifera

Monop 1

TurncurtovirusTurnip curly top virus (TCTV) Dicot
Circulifer
haematoceps

Monop 3

ND: No descrito; Monocot: monocotiledónea; Dicot: dicotiledónea. Monop: Monopartito.
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Los genomas de los begomovirus bipartitos están compuestos por dos

moléculas de tamaño similar (2,5-2,6 Kb) denominadas DNA-A y DNA-B. Ambas

moléculas contienen genes diferentes y comparten únicamente una secuencia de

~200 pb dentro de la región intergénica, la región común (common region A y B,

CRA y CRB) (Figura 2). Solo el componente A, homólogo del genoma de los

begomovirus monopartitos, puede replicarse de forma autónoma y producir

viriones, pero requiere del componente B para llevar a cabo la infección sistémica.

Tanto el DNA-A como el DNA-B se encapsidan individualmente y son esenciales

para llevar a cabo el proceso de infección (Rojas et al., 2005).

En base a su distribución geográfica se reconocen dos grandes grupos

filogenéticos de begomovirus: los del Nuevo Mundo (New World, NW, en

América) y los del Viejo Mundo (Old World, OW, en Europa, Asia, África y

Oceanía) (Briddon et al., 2010; Brown et al., 2015). La mayoría de los begomovirus

NW tienen genomas bipartitos, a excepción de algunos monopartitos identificados

recientemente, y carecen de uno de los marcos abiertos de lectura característicos

de los begomovirus OW (V2/AV2) (Brown et al., 2015; Ha et al., 2006; Macedo et

al., 2018; Melgarejo et al., 2013; Romay et al., 2019; Sánchez-Campos et al., 2013;

Rybicki et al., 1994). Los begomovirus del Viejo Mundo pueden ser mono o

bipartitos, con predominancia de los primeros, y suelen estar asociados a moléculas

extras de DNA más pequeñas denominadas satélites (Briddon et al., 2010; Brown

et al., 2015) (Figura 2).

Estructura del genoma: genes solapados y proteínas

multifuncionales

Los geminivirus contienen en su genoma de cuatro a ocho genes solapados,

total o parcialmente, organizados en dos unidades transcripcionales (derecha, R, e

izquierda, L) separadas por la región intergénica, donde se localizan los elementos

claves para iniciar la replicación (Borah et al., 2016).

Los genomas de los curtovirus, topocuvirus, tumcurtovirus, maldovirus,

begomovirus monopartitos y el DNA-A de los begomovirus bipartitos presentan

una organización similar. La cadena en sentido del virión (cadena VS, unidad R)

contiene dos o tres marcos abiertos de lectura (open reading frames, ORFs): V1/AV1,

V2/AV2 y V3, mientras que la cadena en sentido complementario (cadena CS,
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unidad L) abarca cuatro o cinco ORFs: C1/AC1, C2/AC2, C3/AC3, C4/AC4 y

A5/C5 (Figura 2). El componente B de los begomovirus bipartitos incluye dos

ORFs, BC1 y BV1. Todos estos genes codifican proteínas multifuncionales

implicadas en la replicación, el movimiento, la transmisión y la patogénesis viral.

No obstante, este escenario de expresión génica es más complejo de lo que se

esperaba, ya que se están descubriendo nuevos ORFs (como V3 en begomovirus

monopartitos), cuyas proteínas resultantes presetan actividades y localizaciones

subcelulares específicas durante la infección (Gong et al., 2021; Li et al., 2021; Zhao

et al., 2022).

Figura 2. Organización del genoma del género Begomovirus. Monopartitos y bipartitos. Para
cada molécula se indica el nombre de cada ORF y, entre paréntesis, el de la proteína codificante. Rep:
replication protein o proteína asociada a la replicación; REn: replication enhancer protein o proteína
potenciadora de la replicación; TrAp: transcriptional activator protein o proteína activadora de la
transcripción; CP: coat protein o proteína de la cápside; MP: movement protein o proteína de movimiento;
NSP: nuclear shuttle protein o proteína lanzadera nuclear; CR: common region o región común; CRA:
common region DNA-A o región común del DNA-A; CRB: common región DNA-B o región común del
DNA-B. La horquilla, incluida en el origen de la replicación, se ha resaltado en color naranja
(modificado de Zerbini et al., 2017).
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Rep, codificada por AC1/C1, es la proteína viral esencial para la replicación

de los geminivirus, ya que media su incio y su finalización, promueve el

reclutamiento de las proteínas del hospedador implicadas e induce un entorno

celular adecuado al reprogramar el ciclo celular (los distintos papeles de las

proteínas virales se han revisado en Devendran et al., 2022). En la copia del genoma

viral también participa REn, codificada por AC3/C3, que potencia la acumulación

de DNA viral, el silenciamiento génico en algunos virus y el desarrollo de síntomas

en plantas infectadas por begomovirus y curtovirus (Pasumarthy et al., 2011;

Stanley et al., 1992; Sung y Coutts, 1995; Sunter et al., 1990). Esta proteína, de

localización nuclear, puede formar oligómeros a través de su región central, e

interacciona con Rep (Pasumarthy et al., 2010) y otras proteínas del huésped como

PCNA (proliferating nuclear antigen) (Castillo et al., 2003; Settlage et al., 1996; Settlage

et al., 2005), RBR (plant retinoblastoma-related protein, homólogo en plantas de la

proteína del retinoblastoma), el factor de transcripción NAC1 (Selth et al., 2001;

Settlage et al., 2005) y las subunidades reguladoras POLA2 y POLD2 de las

polimerasas de DNA replicativas α y δ, respectivamente (Wu et al., 2021). La

proteína TrAP, codificada por el gen AC2/C2, funciona como factor de

transcripción para la expresión de genes del hospedador y los genes virales tardíos

AV1/V1 y BC1, participa en la supresión del silenciamiento génico, tanto a nivel

transcripcional (transcriptional gene silencing, TGS) como post-transcripcional (post-

transcriptional gene silencing, PTGS), altera el sistema ubiquitina-proteosoma (ubiquitin

proteosome system, UPS) y las vías de señalización hormonales y suprime la respuesta

de hipersensibilidad (hipersensitivity response, HR) (Guerrero et al., 2020; Veluthambi

y Sunitha, 2021). AC4/C4 está involucrada en la alteración del ciclo celular, el

movimiento del virión, el desarrollo de síntomas y la manipulación de las defensas,

incluyendo la supresión del silenciamiento génico, la señalización y síntesis

hormonal y la cascada de las quinasas MAP (mitogen-activated protein kinases, MAPK)

(Medina-Puche et al., 2021). AV2/V2 actúa principalmente supresor del

silenciamiento génico (TGS y PTGS) y en el movimiento del virión (Devendran et

al., 2022). La proteína CP (codificada por el gen AV1/V1) es la única con una

función estructural, y lleva a cabo la encapsidación de los viriones (Bennett y

Agbandje-McKenna, 2020), juega un papel crucial en el transporte del DNA viral

en begomovirus y curtovirus (Devendran et al., 2022) y participa en el proceso de

infección sistémica y en la especificidad y transmisión a través del insecto vector

(Briddon et al., 1990; Caciagli et al., 2009; Liu et al., 2001; Noris et al., 1998). V3,
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presente en curtovirus y, recientemente, descrita en begomovirus monopartitos,

actúa como supresor del silenciamiento génico (Gong et al., 2021). La proteína

AC5/C5 no se conoce tan bien como otros factores virales, pero se ha

comprobado que actúa como factor de virulencia y supresor del silenciamiento

génico (Li et al., 2021; Zhao et al., 2022). En los begomovirus bipartitos, los

elementos NSP y MP, codificados por los genes BV1 y BC1, respectivamente, son

necesarios para la infección sistémica y actúan de forma cooperativa para mediar

en el transporte intra e intercelular del DNA viral (Gafni y Epel, 2002; Lazarowitz

y Beachy, 1999; Sanderfoot et al., 1996). NSP, además, actúa suprimiendo la

inmunidad antiviral del hospedador (Martins et al., 2020).

Asociados a los begomovirus, se han descrito tres clases de satélites,

moléculas extras de ssDNA circular con un tamaño inferior al del virus

acompañante: alfasatélites, betasatélites (previamente denominado DNA-β), y

deltasatélites (Briddon et al., 2018; Gnanasekaran et al., 2019, Lozano et al., 2016)

(Figura 2). Los alfasatélites están relacionados con los nanovirus y contienen un

único gen que codifica una proteína Rep (αRep), algunas de las cuales poseen

actividad supresora del silenciamiento (Abbas et al., 2019; Nawaz-Ul-Rehman et al.,

2010), por lo que son capaces de replicarse de forma autónoma. Aunque no se

conoce mucho acerca de su contribución al ciclo de infección, se ha visto que

incrementa la acumulación del virus acompañante y la severidad de los síntomas,

y reduce la transmisión del virus al insecto vector (Mar et al., 2017) y la acumulación

de las moléculas de betasatélites con las que van asociadas (Idris et al., 2011). Los

betasatélites comparten poca similitud de secuencia con sus virus acompañantes,

y contienen un único ORF, βC1, que codifica una proteína que lleva el mismo

nombre (Briddon y Stanley, 2006). βC1 actúa como determinante de

patogenicidad, promueve el desarrollo de síntomas y suprime las respuestas de

defensa del huésped mediadas por PTGS y TGS, además de contribuir al

transporte intracelular y sistémico del virus y facilitar las interacciones en el sistema

tripartito virus-vector-huésped (Gnanasekaran et al., 2019). Los deltasatélites son

los de menor tamaño (0,7 Kb) y no contienen ningún marco abierto de lectura. Su

presencia se ha asociado con una reducción en la acumulación del DNA viral y el

desarrollo de síntomas (Ferro et al., 2021). Tanto los betasatélites como los

deltasatélites son dependientes de los virus acompañantes para su replicación,

encapsidación, movimiento y transmisión al insecto vector (Briddon et al., 2008;

Mansoor et al., 2003).
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Rep, la proteína esencial para la replicación

Rep es una proteína muy conservada en los geminivirus y la única esencial

para su replicación, aunque no presenta actividad de polimerasa de DNA (Elmer

et al., 1988). De carácter multifuncional, conferido por diferentes dominios y

motivos identificados y mapeados en la secuencia proteica de diferentes especies

de geminivirus (Rizvi et al., 2015; Ruhel y Chakraborty, 2019; Wang et al., 2017)

(Figura 3), desempeña múltiples actividades en el núcleo de las células infectadas

y es capaz de interaccionar con numerosos factores virales y del huésped (Tabla

2).

Como proteína temprana localizada en el núcleo, donde presenta una

distribución altamente dinámica, cumple una función esencial en el inicio y durante

la replicación del genoma geminiviral. Rep es el encargado de reclutar y ensamblar

el replisoma viral, un complejo formado por factores del virus y de la planta

huésped implicados en la replicación, así como de llevar a cabo el inicio, la

elongación y la terminación de la misma al actuar como endonucleasa,

topoisomerasa, helicasa y ligasa (Ruhel y Chakraborty, 2019) (Rep pertenece a las

familias de endonucleasas HUH, a la superfamilia SF3 de helicasas y es una

topoisomerasa de tipo I). Para dar comienzo a la replicación a través del

mecanismo conocido como círculo rodante (rolling circle replication, RCR), esta

proteína se une a zonas específicas y repetidas del DNA localizadas en la región

intergénica (denominadas iterones), donde genera un corte en la secuencia

nonanucleotídica altamente conservada 5’ TAATATT↓AC 3’ presente en una

estructura en forma de horquilla en la cadena del virión (Laufs et al., 1995). Este

corte genera un grupo fosfato en el extremo 5’, que se une covalentemente a un

residuo tirosina presente en Rep, y un grupo hidroxilo en el extremo 3’ libre que

actúa como cebador de la nueva hebra (Laufs et al., 1995). Cuando el ssDNA recién

sintetizado presenta la secuencia nonanucleotídica mencionada anteriormente, la

proteína viral la reconoce y la escinde, ligando los extremos 3’ y 5’ de la cadena

viral naciente y liberando nuevas unidades de ssDNA circular del tamaño del

genoma, que pueden volver al ciclo de replicación. La capacidad de Rep de formar

oligómeros, a través de su región central, resulta esencial para su unión al dsDNA

y para el desempeño de su actividad helicasa (Choudhury et al., 2006; Hanley-

Bowdoin et al., 2000) y, por tanto, durante la copia del genoma viral.
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Tabla 2. Listado de las proteínas interactoras de Rep más conocidas.Modificado de Ruhel
y Chakraborty, 2019.

Proteína interactora Implicación Referencia

Proteínas virales

REn Aumenta la actividad ATPasa de Rep in vitro Settlage et al., 1996

CP Reduce la actividad endonucleasa y ligasa sobre el
DNA viral de Rep

Malik et al., 2005

Proteínas del huésped

Ciclo celular

RBR Se requiere para la replicación viral Colin et al., 1996; Kong et
al., 2000; Xie et al., 1995

Estructura de la cromatina, replicación y recombinación

Histona H3 Ayudan a la transcripción y replicación mediante
la remodelación de los minicromosomas virales

Kong y Hanley-Bowdoin,
2002

MCM2 (minichromosome
maintenance protein 2)

Se requiere para la replicación viral Suyal et al., 2013b

PCNA Reduce la actividad endonucleasa y ATPasa de
Rep. Esencial para la replicación viral

Bagewadi et al., 2004;
Castillo et al., 2003

RFC (replication factor C) Se requiere para la replicación viral a través de la
formación del complejo de preiniciación

Luque et al., 2002

RPA (replication protein
A)

Reduce la actividad endonucleasa y aumenta la
actividad ATPasa de Rep

Singh et al., 2007

RAD51 Promueve la replicación viral Suyal et al., 2013

RAD54 Promueve la replicación viral Kaliappan et al., 2014

Modificaciones postraduccionales

NbHUB1 Estimula la transcripción viral por monoubi-
quitinación de H2B y trimetilación de H3K4

Kushawa et al., 2017

NbUBC2 Estimula la transcripción viral por monoubi-
quitinación de H2B y trimetilación de H3K4

Kushawa et al., 2017

SCE Requerido para la replicación viral Castillo et al., 2004

Factores de transcripción
NAC083 Requerido para la replicación viral Suyal et al., 2014

GRAB1 y GRAB2
(geminivirus Rep-A
binding protein 1 y 2)

Inhibir la replicación viral Xie et al., 1999

Otros

GRIK (geminivirus
Rep interacting kinase)

Impide la entrada de la célula en la fase mitótica Kong y Hanley-Bowdoin,
2002

GRIMP/kinesina
(geminivirus Rep
interacting motor protein)

Impide la entrada de la célula en la fase mitótica Kong y Hanley-Bowdoin,
2002
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Además de su papel en la replicación viral, Rep cumple otras funciones

importantes durante el ciclo de vida de los geminivirus. Por un lado, promueve la

reprogramación del ciclo celular al inhibir a la proteína relacionada con el

retinoblastoma (Retinoblastoma-related, RBR), interrumpiendo su unión al factor

de transcripción E2F y activando la expresión de elementos del huésped

relacionados con la replicación, como las polimerasas de DNA (Egelkrout et al.,

2001; Kong et al., 2000). Rep también actúa sobre la transcripción de los genes

virales: regula negativamente su propia expresión al unirse a los iterones en la

región intergénica (Eagle et al., 1994; Sunter et al., 1993), promueve la expresión de

los genes tardíos C2 y C3 al reprimir su propia transcripción (Shung y Sunter,

2007), y activa la transcripción viral al atraer a la maquinaria de ubiquitinación a la

cromatina viral (Kushwaha et al., 2017). Esta última función la lleva a cabo al

fomentar el reclutamiento de las enzimas ligasa E3 y conjugadora E2 de ubiquitina

HUB1 (histone ubiquitination 1) y UBC2 (ubiquiting-conjugating enzyme 2),

respectivamente, lo que conduce a la ubiquitinación de la histona H2B y,

consecuentemente, a la trimetilación de la lisina 4 de H3, marcas de activación

transcripcional (Kushwaha et al., 2017). Además, Rep actúa como supresor del

silenciamiento génico transcripcional al reducir la expresión de las

metiltransferasas de DNA MET1 (cytosine DNA methyltransferase 1) y CMT3

(chromomethylase 3) (Liu et al., 2014; Rodríguez-Negrete et al., 2013), y, al menos en

mastrevirus, también el silenciamiento génico post-transcripcional (Liu et al., 2014;

Wang et al., 2014).

Recientemente, se ha demostrado que esta proteína viral colocaliza con

SUMO y la enzima conjugadora de SUMO SCE1 (SUMO conjugating enzyme 1) en

estructuras nucleares, designadas como cuerpos nucleares, las cuales colocalizan a

su vez con la ligasa de ubiquitina E3 COP1 (constitutive photomorphogenetic 1) y otras

proteínas involucradas en la fotomorfogénesis (Tesis Francesca Maio, 2019). Estos

datos sugieren que Rep posiblemente manipula esta vía de crecimiento para lograr

un "estado replicativo del DNA" en las células huésped. Sin embargo, su unión

con la enzima conjugadora de SUMO no parece afectar al sumoiloma general de

la planta, sino el estado modificado de dianas específicas (Arroyo-Mateos et al.,

2018; Sánchez-Durán et al., 2011).
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Figura 3. Dominios y motivos identificados en Rep de geminivirus. Desde el extremo amino al
carboxilo terminal de esta proteína se disponen: los motivos I, II y III, involucrados en la unión al
dsDNA, a metales y en las actividades endonucleasa y ligasa, necesarios para el inicio y la terminación
de la replicación; el motivo GRS (geminivirus Rep sequence), que participa en el inicio de la replicación;
regiones de interacción con las proteínas de plantas PCNA, RBR, la quinasa GRIK, SCE y la viral
REn; el dominio de oligomerización; una secuencia de localización nuclear (nuclear localization sequence,
NLS); los motivos Walker A y Walker B, involucrados en la actividad ATPasa y helicasa; los motivo
B’ y C, que participan en la unión y el desenrollado del DNA y un motivo de unión a SUMO (SUMO
interacting motif, SIM), conservado en los begomovirus monopartitos y necesario para la amplificación
del DNA viral (Tesis de Francesca Maio, 2019) (revisado en Ruhel y Chakraborty, 2019). Modificado
de Maio et al., 2019.

Ciclo de vida, replicación y movimiento

Debido al pequeño tamaño de su genoma, los geminivirus codifican un

número limitado de proteínas. Ello requiere que puedan cumplir con sus propias

funciones vitales y establecer una infección exitosa valiéndose de su pequeño pero

multifuncional arsenal, capaz de apoderarse de la maquinaria celular. Por un lado,

al no codificar sus propias polimerasas, los geminivirus tienen que subvertir la

maquinaria de replicación del DNA del hospedador y, además, reprogramar el

ciclo celular de las células infectadas, ya diferenciadas, para disponer de las

proteínas necesarias. Por otro lado, deben moverse de una célula a otra y

propagarse por toda la planta para llevar a cabo la infección sistémica. Ello requiere

desarrollar un mecanismo que permita el tráfico del material genómico o de los

viriones a través de los sistemas de comunicación intercelular, abriendo a la vez la

puerta para el transporte a larga distancia por la corriente floemática y su

adquisición por los insectos vectores. Para poder llevar a cabo todo el proceso de

infección y transmisión, resulta esencial que los geminivirus sean capaces de

suprimir o evadir los mecanismos de defensa de la planta activados al detectar la

presencia del patógeno.
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Figura 4. Ciclo de vida de los geminivirus. La infección comienza cuando el insecto vector
virulífero se alimenta de la savia elaborada transportada por el floema de una hoja sana y transmite
los viriones, que alcanzan las células asociadas al floema (1). Una vez en el citoplasma, el ssDNA se
libera de la cápside y alcanza el núcleo, donde se sintetiza la cadena complementaria (CSR) y se origina
el intermediario de dsDNA, que se ensambla formando nucleosomas (2). El dsDNA es transcrito
por la polimerasa de RNA II de la planta (5) y traducido posteriormente, lo que da lugar a todas las
proteínas virales (6). Una vez sintetizada, Rep reconoce una secuencia específica en la región
intergénica e inicia la replicación, que se lleva a cabo a través de dos mecanismos: replicación por
círculo rodante (RCR) (3) y replicación dependiente de recombinanción (RDR) (4), produciéndose
nuevas moléculas de ssDNA. A continuación, el ssDNA puede convertirse de nuevo en dsDNA y
reentrar en el ciclo, ser empaquetado por CP (9) y transportado al floema, donde puede ser adquirido
por el insecto vector (10) o bien trasladarse al citoplasma unido a CP o NSP (7), donde V2 o MP lo
conduce a la célula vecina a través de los plasmodesmos (8). Figura modificada de Hanley-Bowdoin
et al., 2013.

La entrada de los geminivirus a la planta huésped se produce a través del

insecto vector, que introduce los viriones directamente al floema al alimentarse de

la savia elaborada (Figura 4). Una vez en el sistema vascular, las partículas víricas
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se mueven hasta alcanzar las células acompañantes del floema o del parénquima,

donde se produce la liberación del genoma viral (ssDNA) y su entrada en el núcleo

acompañado de CP (Guerra-Peraza et al., 2005; Jeske, 2009). En este orgánulo, una

polimerasa de DNA de la planta lleva a cabo la síntesis de la cadena

complementaria (complementary strand synthesis, CSS) y forma el intermediario de

doble cadena de DNA (forma replicativa o replicative form, RF), que sirve de sustrato

para el inicio de los ciclos de replicación y para la transcripción bidireccional de

los genes virales a cargo de la polimerasa de RNA II (Donson et al., 1984; Saunders

et al., 1992). Esta forma replicativa puede ensamblarse con histonas y formar

minicromosomas. Una vez sintetizada, Rep recluta los componentes necesarios

para la formación del replisoma viral (REn, PCNA, RFC, RPA y polimerasas de

DNA, entre otros) (Castillo et al., 2003; Luque et al., 2002; Singh et al., 2007; Rizvi

et al., 2015) e inicia la replicación del DNA, que puede llevarse a cabo a través de

dos mecanismos: replicación por círculo rodante (RCR) (Saunderset et al., 1991;

Stenger et al., 1991) y replicación dependiente de recombinación (recombinant-

dependent replication, RDR) (Jeske et al., 2001; Preiss y Jeske, 2003) (Figura 5). El que

acontece en primer lugar, la replicación por círculo rodante comienza cuando Rep

produce un corte en la secuencia conservada 5’ TAATATT↓AC 3’ en la cadena

del virión del intermediario de dsDNA, situada en la region intergénica (Pant et al.,

2005). Este corte genera un extremo 3' en la cadena del virión que es extendido

por una polimerasa de DNA del hospedador, utilizando la cadena complementaria

como molde. Resultados recientes muestran que la polimerasa de DNA α (Pol

α) es esencial para generar el intermediario de dsDNA viral y que Pol δ, reclutada

selectivamente por REn, media la síntesis de nuevas copias del genoma geminiviral

(ssDNA) (Wu et al., 2021). El ssDNA recién sintetizado se libera tras un nuevo

corte de Rep, que también liga los dos extremos de la cadena. El segundo

mecanismo de replicación del genoma viral, dependiente de recombinación, tiene

lugar cuando fragmentos lineales de ssDNA viral, que pueden proceder de una

síntesis incompleta o de un ataque nucleolítico, invaden una secuencia homóloga

del dsDNA circular y actúan como cebadores para la replicación de dsDNA lineal.

Como consecuencia, se producen, potencialmente, muchas copias heterogéneas

de dsDNA lineal, cada una de las cuales puede funcionar como plantilla. Las

nuevas copias de ssDNA pueden entrar de muevo en el ciclo de replicación por

RCR o RDR o encapsidarse para dar lugar a nuevos viriones (Jeske, 2009; Pooggin,

2013). La proteína REn también es importante en la replicación de los geminivirus,
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ya que actúa como amplificador del proceso, aunque se desconoce su mecanismo

de acción. Un examen genético reciente ha identificado una serie de factores

adicionales que afectan a la replicación de geminivirus en S. cerevisiae, relacionados

con otros procesos biológicos como la síntesis de RNA, el transporte y la secreción

de proteínas (Li et al., 2020).

Figura 5. Modelos de los mecanismo de replicación de los geminivirus. A. Replicación por
círculo rodante (RCR). Tras la liberación del ssDNA del virión, una polimerasa de DNA del huésped
(¿polimerasa α?), lleva a cabo la síntesis de la cadena complementaria (CSS), dando lugar a la forma
replicativa (dsDNA) que sirve como plantilla para la transcripción bidireccional y la traducción de las
proteínas virales. Una vez sintetizada, Rep inicia la replicación por círculo rodante del DNA viral al
cortar la cadena del virión (línea azul) en la región intergénica, y recluta los componentes del
replisoma viral, que incluye a una polimerasa de DNA del huésped (¿polimerasa δ?) que extiende el
extremo 3’ utilizando la hebra complementaria como plantilla (línea roja). A medida que avanza la
extensión, la cadena del virión, a cuyo extremo 5' se encuentra unido covalentemente Rep, es
desplazada. Después de una o varias rondas de replicación, Rep libera una o varias copias de ssDNA,
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Figura 5. (continuación) que pueden volver a entrar en el ciclo de replicación o ser empaquetadas
en viriones. B. Replicación dependiente de recombinación (RDR). El dsDNA circular es invadido
por un fragmento corto de ssDNA que actúa como cebador, el cual es extendido por una polimerasa
de DNA del huésped. Tras (o durante) una o más rondas de replicación, el ssDNA lineal recién
sintetizado se convierte total o parcialmente en dsDNA lineal por la misma u otra enzima de la planta,
dando lugar a una población heterogénea de dsDNA lineales que albergan dos o más orígenes de
replicación y son transcritos en ambas direcciones y, posteriormente, traducidos. Rep inicia la
replicación del dsDNA lineal y libera las nuevas copias de ssDNA, que pueden entrar en el ciclo de
RCR o en la RDR o bien ser empaquetadas. Modificado de Poogin, 2013.

Conforme la infección avanza, Rep reduce su propia expresión y se activa

la de TrAP, lo que a su vez promueve la transcripción de CP y NSP. El ssDNA

puede ser entonces empaquetado por CP y transportado al floema para ser

adquirido de nuevo por el insecto vector, o bien, viajar a la célula vecina para

producir una infección sistémica. Se cree que este transporte tiene lugar a través

de los plasmodesmos (Frischmuth et al., 2007; Hehnle et al., 2004; Sanderfoot y

Lazarowitz, 1995; Zhang et al., 2002) y está mediado por las proteínas V2 o C4 (en

begomovirus monopartitos) o MP (begomovirus bipartitos), una vez el ssDNA

viral ha sido trasladado desde el núcleo al citoplasma por CP (monopartitos) o

NSP (bipartitos) (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Priyadarshini et al., 2011; Rojas et

al., 2001) (Figura 4).

Tomando el control de la célula vegetal

A pesar del limitado tamaño de su genoma, los geminivirus son capaces de

tomar el control de la célula vegetal e inducir un entorno celular adecuado para

llevar a cabo la infección viral (Hanley-Bowdoin et al., 2013). Sin duda, la

competencia para subvertir la célula es el resultado de una coevolución prolongada

entre el parásito y su huésped, seleccionándose a lo largo del tiempo la capacidad

del virus para modular la homeostasis celular en su propio beneficio sin generar

excesivos daños al hospedador.

Reprogramación del ciclo celular

El ejemplo mejor estudiado de subversión viral de la célula huésped es el

control del ciclo celular ejercido por los geminivirus. Como se ha mencionado,



Introducción

18

estos virus infectan células diferenciadas, donde la maquinaria de replicación no

está disponible, por lo que es necesario reprogramar el ciclo celular para constituir

el replisoma viral (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Hanley-Bowdoin et al., 2004). La

infección por geminivirus se ha asociado con la inducción de genes expresados

durante la fase S/G2 del ciclo y la inhibición de aquellos activos en la fase M/G1

(Ascencio-Ibáñez et al., 2008; Nagar et al., 1995; Nagar et al., 2002). Esta

manipulación de la regulación de genes del hospedador permite la transición de la

célula infectada hacia la fase S, en la que tiene lugar la replicación. La primera pista

sobre la capacidad de reprogramación del ciclo celular se obtuvo al observar que

Rep colocalizaba con PCNA, una proteína esencial para la replicación del DNA,

en el núcleo de células infectadas e inducía su expresión (Egelkrout et al., 2001;

Nagar et al., 1995). Diferentes estudios han demostrado que los geminivirus son

capaces de activar la replicación del DNA mediante la regulación de las ciclinas, en

la levadura de fisión (Hipp et al., 2014), y la interacción con los reguladores

transcripcionales del ciclo celular de las plantas (Kong et al., 2000).

Un regulador clave del ciclo celular, en plantas y animales, es la proteína

RBR (Xie et al., 1996), que forma un complejo con el factor de transcripción E2F

y suprime la expresión de los genes de la fase S (Desvoyes et al., 2006). Rep y RepA

del mastrevirus Wheat dwarf virus (WDV) interactúan físicamente con RBR, y

poseen el motivo de unión a esta proteína (LXCXE) (Xie et al., 1995) presente en

oncoproteínas de virus de mamíferos y en la proteína Clink (cell cycle link) de

nanovirus (Lageix et al., 2007; Liu et al., 1999). También Rep de Tomato Golden mosaic

virus (TGMV) interacciona con RBR, pero su unión se produce a través de un

distintivo y novedoso motivo helix 4, formado por un núcleo hidrofóbico

flanqueado por residuos cargados (Arguello-Astorga et al., 2004). La interacción de

Rep con RBR provoca la interrupción del complejo RBR-E2F, lo que permite la

activación de genes involucrados en la replicación reprimidos por este factor de

transcripción, entre los que se encuentra PCNA (Egelkrout et al., 2001; Kong et al.,

2000). La proteína REn de los begomovirus TGMV y TYLCSV (Tomato yellow leaf

curl Sardinia virus) también se une a RBR, por lo que podría participar en la

formación y regulación del complejo Rep-RBR (Settlage et al., 2001; Settlage et al.,

2005).

Rep también interacciona con algunos miembros de la familia de factores

de transcripción NAC, NAC083 (Suyal et al., 2004), y, en el caso de RepA de
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mastrevirus, GRAB1 y GRAB2 (geminivirus Rep A binding) (Xie et al., 1999), lo

que podría facilitar la replicación viral o suprimir la inmunidad antiviral del

huésped. La proteína C4 de varios geminivirus también contribuye al

establecimiento de un entorno permisivo para la amplificación del virus mediante

la manipulación de varios reguladores de la diferenciación celular (ATHB7,

ATHB12, CYCD1;1, y TRN1, entre otros), lo que conlleva la división celular

ectópica y la expansión de las células infectadas (Lai et al., 2009; Mandal et al., 2015;

Mei et al., 2018; Mills-Lujan y Deom, 2010).

Aunque los geminivirus se apoderan de la maquinaria de replicación de la

célula hospedadora y emplean múltiples estrategias para regular la división y el ciclo

celular, las consecuencias de esta regulación difiere entre distintos géneros. Los

begomovirus no inducen proliferación celular e impulsan a las células a reentrar en

el endociclo, una variación del ciclo celular que se caracteriza por un incremento

de la ploidía y del tamaño de las células sin que haya división (Ascencio-Ibáñez et

al., 2008; Lageix et al., 2007; Nagar et al., 2002). Sin embargo, los curtovirus

promueven la entrada de la célula en ciclo mitótico (Bass et al., 2000), lo que

provoca hinchazón en las venas y engrosamientos (Briddon, 2003; Park et al.,

2004).

Contrarrestar los mecanismos de defensa de la planta

Las plantas han desarrollado mecanismos y estrategias de defensa muy

complejas contra la invasión de los virus, que incluyen la inmunidad mediada por

receptores, la maquinaria de silenciamiento del RNA (TGS, que lleva a cabo la

metilación del genoma viral, y PTGS, que media la degradación de los mRNAs

virales), autofagia, degradación proteosomal de proteínas mediada por

ubiquitinación y vías de respuesta mediadas por hormonas (Ferreira et al., 2021;

Gosh y Chakraborty, 2021; Gupta et al., 2021; Teixeira et al., 2021). Contra esta

amplia gama de mecanismos de defensa, los geminivirus despliegan estrategias

capaces de suprimir o modular la respuesta inmune de la planta, secuestrar las vías

ubiquitina-proteosoma, alterar las respuestas hormonales, desregular el ciclo

celular y explotar las cascadas de señalización (Kumar et al., 2019).

Entre los diferentes mecanismos de defensa antiviral destaca el

silenciamiento génico, que ha evolucionado como la primera línea frente a los
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ácidos nucleicos invasores, incluyendo los virus (Baulcombe, 2004; Shabalina y

Koonin, 2008; Voinnet, 2005). La importancia de este mecanismo se refleja en la

actividad supresora del silenciamiento que han adquirido la mayoría de las

proteínas virales (Loriato et al., 2020).

Diversidad y especiación: Mutación y Recombinación

La notable capacidad de los virus para adaptarse a nuevos huéspedes y

entornos depende en gran medida de su capacidad para generar diversidad genética

en un corto periodo de tiempo (Sanjuán y Domingo-Calap, 2021). La mutación y

la recombinación actúan como principales fuentes de variabilidad genética,

estando restringidas y estructuradas por la selección natural, la deriva genética y el

flujo genético (Rubio et al., 2020). Los geminivirus presentan una alta tasa de

diversidad genética tanto por la acumulación de mutaciones como por los eventos

de recombinación, siendo este último esencial en el proceso de adaptación y la

emergencia viral (Elena et al., 2014).

Mutación

La mutación constituye la principal fuente de variación genética en las

poblaciones virales. La tasa de mutación representa el número medio de errores

por nucleótido copiado y por unidad de tiempo, generación o por ronda de

replicación genómica (Chao et al., 2002; Drake et al., 1998; Ge et al., 2007). En el

contexto de los virus, a menudo, esta tasa se refiere al número de cambios que se

producen en el genoma viral durante un ciclo de infección, y depende de diversos

factores como la fidelidad de la polimerasa, el contexto de la secuencia, la

estructura secundaria del DNA molde, el microambiente celular, los mecanismos

de replicación y de corrección de errores y el acceso a la reparación post-replicativa.

Todas las variantes producidas durante la replicación viral forman un enorme

reservorio genético, denominado cuasiespecie viral (Lauring y Andino, 2010).

La tasa de mutación de los virus varía según la composición (RNA o DNA),

el tamaño y la estructura (monocatenario o bicatenario) de su genoma. En general,

los virus de RNA presentan una alta tasa de mutación, ya que utilizan para su

replicación las polimerasas de RNA codificadas en su genoma, que carecen de
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actividad correctora (Domingo et al., 1996; Drake y Holland, 1999; Gago et al.,

2009). Los virus de DNA, aunque en muchos casos dependen de la maquinaría de

replicación del hospedador, presentan tasas de mutación similares a los virus de

RNA (Sanjuán et al., 2010). El origen de este alto número de errores está por

determinar, pero podría atribuirse a las polimerasas que llevan a cabo la replicación

del genoma viral o a los mecanismos de reparación que participan durante la

síntesis del intermediario de dsDNA (Duffy et al., 2008; Sanjuán y Domingo-Calap,

2016).

Los geminivirus presentan frecuencias de mutación de aproximadamente

10-4mutaciones/nucleótido, así como tasas de sustitución similares a las detectadas

en virus de RNA (Duffy y Holmes, 2008, 2009; Ge et al., 2007; Harkins et al., 2009;

Isnard et al., 1998; Sanz et al., 1999; Urbino et al., 2008; van der Walt et al., 2008).

Los trabajos realizados con poblaciones naturales de varias especies de

begomovirus (TYLCV, Tobacco leaf curl virus –TLCV-, Cotton leaf curl virus –CLCuV-

, y East African cassava mosaic virus -EACMV), el curtovirus BCTV o el mastrevirus

MSV, dieron valores medios de ~1,5×10-3 a 4,6×10-4 sustituciones/sitio/año,

detectándose una alta diversidad de nucleótidos en posiciones sinónimas (�0,2-0,5)

para diferentes genes (Duffy y Holmes, 2008; Duffy y Holmes, 2009; Isnard et al.,

1998; Ooi et al., 1997; Sanz et al., 1999; Stenger y McMahon, 1997). Inicialmente,

se propuso que las polimerasas de translesión (Pol TLS) podrían ser las encargadas

de llevar a cabo la replicación del DNA viral, ya que carecen de actividad

exonucleasa 3’-5’ o correctora de errores. Sin embargo, análisis con mutantes de

Arabidopsis para distintas polimerasas TLS mostraron que la falta de función de

estas enzimas no altera significativamente el proceso de infección (Richter et al.,

2016a), y un estudio reciente sugiere, además, que son las polimerasas replicativas

Pol α y Pol δ las que participan en la síntesis del intermediario de dsDNA y en la

producción de nuevas copias de ssDNA, respectivamente (Wu et al., 2021). En este

último trabajo también se explica que la elevada tasa de mutación que presentan

estos virus podría deberse a una disminución en la fidelidad de Pol δ, que en

levaduras actúa durante la reparación de roturas de DNA de doble cadena (proceso

en el que es propenso a errores), y a la falta de actividad correctora de Pol α (Wu

et al., 2021).
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Recombinación homóloga

La recombinación contribuye significativamente a la evolución de los virus,

ya que fomenta la diversidad al combinar las mutaciones existentes en distintos

genomas para producir nuevos haplotipos (Pagán, 2018). Ésta puede producirse

entre distintas moléculas (recombinación intercromosómica o "pseudo-

recombinación") o bien dentro de un mismo minicromosoma (recombinación

intracromosómica) (Martin et al., 2011), y se ha asociado a la expansión de los

rangos de hospedadores virales, la aparición de nuevos virus, la alteración de las

especificidades de los vectores de transmisión, el aumento de la virulencia y la

patogénesis, la modificación de los tropismos tisulares, la evasión de la inmunidad

del hospedador y la evolución de la resistencia a los antivirales (Martin et al., 2011;

Simon-Loriere y Holmes, 2011).

En los geminivirus, la recombinación desempeña un papel esencial en su

diversificación y evolución, contribuyendo a una mayor adaptabilidad, la aparición

de nuevos géneros y especies y un aumento del potencial epidémico (Crespo-

Bellido et al., 2021; Díaz-Pendón et al., 2019; Lefeuvre y Moriones, 2015; Rodelo-

Urrego et al., 2015). Este papel lo cumple principalmente al facilitar la transferencia

de información genética, incluso entre especies distantes (Martin et al., 2011).

Tanto la organización de su genoma como la replicación por círculo rodante tienen

el potencial de inducir la recombinación, siendo este mecanismo, además, el

desencadentante de la replicación dependiente de recombinación (García-Andrés

et al., 2007; Lefeuvre et al., 2009; Martin t al., 2011). Varios mecanismos podrían

ser los responsables de los patrones de recombinación observados, como los

orígenes de replicación (Stenger et al., 1994), la similitud de secuencias (Lefeuvre et

al., 2011), la estructura secundaria del ssDNA (Martin et al., 2011), los conflictos

transcripción-replicación (Lett et al., 2009) y los grados diferenciales de exposición

del ssDNA dentro de los minicromosomas (Lefeuvre et al., 2007; Pilartz y Jeske,

2003).

Los estudios realizados revelan que los sitios de ruptura a partir de los cuales

se inicia la recombinación no se distribuyen al azar, sino que existen puntos

calientes y fríos de recombinación conservados, y que hay una tendencia

significativa a que ésta se produzca fuera o en las periferias de los genes (Lefeuvre

et al., 2007; Lefeuvre et al., 2009). Concretamente, los puntos calientes de

recombinación se concentran en el límite de los genes que codifican para Rep, CP
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y MP, así como en las regiones intergénicas cortas (small intergenic región, SIR),

presentes en algunos virus, y en el v-ori (origen de replicación en la cadena del

virión, donde de localiza la estructura en forma de lazo) (Varsani et al., 2008; Wu

et al., 2015).

Los recombinantes detectados, a partir de experimentos o de poblaciones

naturales, demuestran que su viabilidad y capacidad adaptativa depende de la

conservación de las redes de interacción, tanto entre las proteínas virales como

entre los dominios de las proteínas (Lefeuvre et al., 2007; Martin et al., 2005; Martin

et al., 2011; Monjane et al., 2014). Resultados obtenidos por Urbino y colaboradores

(2020) para recombinantes entre TYLCV y TYLCSV capaces de superar la

resistencia conferida por el gen Ty-1 (Belabess et al., 2016; Belabess et al., 2018;

Panno et al., 2018) apoyan que la ventaja adaptativa es promovida por interacciones

beneficiosas intragenómicas inducidas por la recombinación interespecífica.

Se ha descrito que los geminivirus incrementan la expresión de genes que

codifican factores implicados en la reparación y recombinación del DNA

(Ascencio-Ibáñez et al., 2008), y que estos virus son capaces de promover la

recombinación homóloga de transgenes, de manera selectiva, en el tejido asociado

al floema (Richter et al., 2014). Aunque se desconoce el mecanismo por el que los

geminivirus inducen la maquinaria de recombinación, se ha propuesto que podría

estar mediado por la proteína Rep (Baltes et al., 2014). Rep del virusMungbean yellow

mosaic Indian virus (MYMIV) interacciona con dos de los principales participantes

del proceso de recombinación: RAD54, una ATPasa dependiente de dsDNA y

remodelador de la cromatina, y RAD51, que cataliza la búsqueda de homología y

el intercambio de cadenas (Kaliappan et al., 2012, Suyal et al., 2013). Aunque estas

proteínas no son esenciales para la replicación del DNA del virus euphorbia yellow

mosaic virus (EuYMV) (Richter et al., 2016; Richter y Jeske, 2014), los resultados

obtenidos con uno de los parálogos de RAD51, RAD51D, indicaron que esta

proteína promueve la replicación viral en la etapa temprana de la infección y que

es requerida para la recombinación, ya que su ausencia produjo una disminución

significativa de las moléculas recombinantes intra e intermoleculares entre los dos

componentes de DNA del EuYMV. Además, este estudio indicó que la vía de

reparación de la rotura del DNA de doble cadena (double-strand break, DSB), SSA

(single strand annealing), podría ser uno de los mecanismos que llevan a cabo la

síntesis de la cadena complementaria (Richter et al., 2016).
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MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES

Las modificaciones postraduccionales (post-translational modifications, PTMs)

son mecanismos esenciales utilizados por las células eucarióticas para diversificar

las funciones de sus proteínas y regular numerosos procesos celulares. Estos

cambios consisten en la alteración de las proteínas mediante la adición de grupos

funcionales (lípidos, carbohidratos, o péptidos), o bien por la eliminación o la

modificación de ciertos aminoácidos (Capadoccia y Lima, 2018; Uversky, 2013).

Los cambios introducidos pueden alterar de forma reversible o irreversible la

estructura de la diana, modificando el conjunto de interactores de la proteína, su

actividad o su localización subcelular.

Se han descrito alrededor de 300 modificaciones postraduccionales

diferentes. Dependiendo de las condiciones celulares, las diversas PTMs pueden

competir directamente por un sitio determinado o interrelacionarse

funcionalmente, como ocurre entre la fosforilación y la ubiquitinación o la

sumoilación y la acetilación, entre otros ejemplos (Snider y Omary, 2014).

Un tipo de modificación postraduccional consiste en la unión covalente de

pequeños péptidos como la ubiquitina (Ub) o similares, entre los que destaca

SUMO (small ubiquitin-like modifier), a una proteína diana. Este tipo de PTM regula

muchas redes de señalización, incluyendo el control de la diferenciación, la

apoptosis, el ciclo celular y las respuestas a estrés (Gareau et al., 2010; Geiss-

Friedlander y Melchior, 2007; Kirkin et al., 2007).

Ubiquitinación: una visión general

La ubiquitinación consiste en la unión covalente del péptido ubiquitina a,

principalmente, un residuo de lisina de una proteína diana (McDowell y Philpott,

2013). Conocida por su papel en la degradación de proteínas por la vía

proteosomal, esta modificación también juega un papel esencial en la regulación

de procesos celulares independientes de esta vía (Uversky, 2013).

La unión del péptido ubiquitina se produce a través de la actividad

secuencial de enzimas que catalizan la maduración, activación, conjugación, unión

y liberación del péptido (Uversky, 2013) (Figura 6). En primer lugar, la ubiquitina,

sintetizada como una proteína de fusión, es procesada y liberada por enzimas
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desubiquitinadoras (desubiquitinating enzymes, DUBs). A continuación, es activada de

manera dependiente de ATP por una enzima activadora (E1), que forma un enlace

tioéster entre el carboxilo terminal del pequeño péptido y el residuo de cisteína

catalítica de E1. Una vez la ubiquitina es activada, se transfiere a la cisteína catalítica

de una enzima conjugadora (E2). En el cuarto paso de la cascada, el conjugado

E2-ubiquitina coopera con una ligasa (E3) para transferir la ubiquitina al sustrato,

formando un enlace isopeptídico entre la glicina terminal del pequeño péptido y el

grupo ε-amino de la lisina diana. La actividad de la cascada E1-E2-E3 da lugar a la

unión de una única ubiquitina a la proteína diana, pero pueden producirse ciclos

iterados sobre un mismo sustrato. Esto conlleva la conjugación del pequeño

péptido a múltiples sitios adicionales, lo que se conoce como multiubiquitinación,

o la formación de una cadena de poliubiquitina (poliubiquitinación). Una cuarta

enzima, conocida como ligasa E4, puede participar en la elongación de las cadenas

de poliubiquitina (Koegl et al., 1999). Finalmente, esta modificación puede

revertirse mediante la acción de las enzimas DUBs (Turcu et al., 2009), que rompen

específicamente el enlace peptídico entre la glicina del C-terminal de la ubiquitina

y la proteína diana.

Componentes del sistema de ubiquitinación en plantas

El genoma de las plantas codifica de dos a cuatro E1, docenas de E2 y más

de mil E3 (Callis, 2014; Miricescu et al., 2018). Arabidopsis contiene 12 ubiquitinas

funcionales, 2 enzimas activadoras, al menos 37 enzimas conjugadoras, más de

1500 ligasas E3, una ligasa E4 y, aproximadamente 50 enzimas DUBs (Callis,

2014). La abundancia de las enzimas implicadas en la ubiquitinación, y

especialmente el elevado número de ligasas, es indicativo de la importancia del

sistema de ubiquitina en las plantas en comparación con otros eucariotas como los

humanos o la levadura de fusión, que codifican aproximadamente 600 y 100

ligasas, respectivamente (Finley et al., 2012; Li et al., 2008; Zheng y Shabek, 2017).

La ubiquitina (o ubicuitina) es un péptido de 76 aminoácidos muy

conservado en los eucariotas y ampliamente expresado en todas las células, lo que

condujo a atribuirle dicho nombre (Callis y Vierstra, 1989). Este péptido es

sintetizado como una fusión traduccional, que contiene una única ubiquitina unida

al N-terminal de una proteína ribosomal UEP (ubiquitin extension protein) o como un
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polímero compuesto por repeticiones en tándem de moléculas unidas cabeza-cola

con uno o más aminoácidos adicionales en el C-terminal (Callis et al., 1995).

Además, en las plantas, pero no en levaduras o animales, los genes de la ubiquitina

también se expresan fusionados a un péptido similar a la ubiquitina denominado

RUB (related to ubiquitin) (Callis et al., 1995).

Figura 6. Ciclo de conjugación de la ubiquitina. La ubiquitina es sintetizada como una fusión
traduccional junto a proteínas ribosomales o como una cadena de poliubiquitina, y es procesada por
una enzima desubiquitinadora (DUB) para su liberación y entrada en el ciclo (1). En el primer paso,
el grupo carboxilo de la glicina terminal de la ubiquitina (Ub) es activado por la enzima activadora E1
(2). En este proceso, el residuo de cisteína catalítica de E1 se une al péptido por un enlace tioéster,
con la consiguiente liberación de AMP. A continuación, la ubiquitina activada se transfiere a la enzima
conjugadora (E2) mediante una reacción de transacilación (3). En el último paso, la E2 transfiere la
ubiquitina al sustrato con la ayuda de una ligasa específica E3, que cataliza la formación de un enlace
isopeptídico entre el grupo carboxilo de la glicina de la ubiquitina y el grupo e-amino de un residuo
de lisina de la diana (4). Ciclos iterados dan lugar a la unión de varias moléculas a lisinas diferentes
(multiubiquitinación) o la formación de cadenas de poliubiquitina (poliubiquitinación) (4), lo que
puede servir como señal de degradación por el proteasoma 26S (6) o regular otras funciones,
dependiendo del residuo de lisina a través del cual se establezca la cadena; tras la protéolisis del
sustrato, la ubiquitina queda disponible para un nuevo ciclo de modificación (6). La ubiquitinación es
un proceso reversible y las enzimas DUB pueden romper el enlace entre el péptido modificador y el
sustrato, permitiendo el reciclado de la ubiquitina (5).
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Las enzimas activadoras (E1) deArabidopsis están codificadas por dos genes,

AtUBA1 y AtUBA2, que se expresan de manera similar en casi todos los tejidos

(Hatfield et al., 1997). Las proteínas AtUBA1 y AtUBA2 comparten una identidad

de secuencia del 81% y contienen un residuo de cisteína en el sitio activo que forma

el enlace tio-éster con extremo C-terminal de la ubiquitina. Las enzimas

conjugadoras (E2) contienen un núcleo catalítico común de 150 aminoácidos que

incluye también un residuo de cisteína conservado necesario para interaccionar

con el pequeño péptido y formar el intermediario E2-ubiquitina (Hurley et al.,

2006; Kraft et al., 2005; Wu et al., 2003).

Las ligasas (E3) son las principales enzimas responsables de la especificidad

del sustrato en el proceso de modificación (Vierstra, 2012). En plantas, las ligasas

de ubiquitina E3 pueden clasificarse en cuatro familias en base a sus características

estructurales y mecanismos de acción: RING (really interesting new gene), que incluye

los complejos multisubunidad CRL (cullin-RING ligases), U-box, RBR (RING

between RING) y HECT (homologous to E6-associated protein C-Terminus) (Callis, 2014)

(Figura 7).

El código ubiquitina

La forma más básica de conjugación de la ubiquitina es la

monoubiquitinación, que puede producirse en múltiples lisinas de una proteína

diana (multimonoubiquitinación). Esta modificación puede generar la degradación

de la diana por la vía proteosomal (Braten et al., 2016) o bien acutuar modificando

su funcionalidad (Feng y Shen, 2014; Kodadek et al., 2006; Salghetti et al., 2001).

Sin embargo, la ubiquitinación se asocia clásicamente a la formación de cadenas

de ubiquitina (poliubiquitinación). Una vez la ubiquitina se ha conjugado a la

proteína diana, este péptido también puede ubiquitinarse en una de sus siete lisinas

altamente conservadas (K6, K11, K27, K29, K33, K48 y K63) o en su metionina

N-terminal (M1), lo que da lugar a la formación de cadenas de poliubiquitina. Estas

cadenas pueden ser homotípicas, si cada ubiquitina se une a través de la misma

lisina con la ubiquitina consecutiva, o heterotípicas, si combinan la unión de las

moléculas a distintos residuos (mixtas), pudiendo inlcuso interaccionar una misma

ubiquitina con otras dos (ramificadas) (Haakonsen y Rape, 2019; Nakasone et al.,

2013; Stolz y Dikic, 2018). Además, la ubiquitina puede ser a su vez alterada por
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otras modificaciones postraduccionales como la acetilación (Ohtake et al., 2015),

la fosforilación (Herhaus y Dikic, 2015) o la ribosilación (Vivelo et al., 2019), o por

otros péptidos similares como SUMO o NEDD8 para formar cadenas híbridas

(Pérez-Berrocal et al., 2019). Todo ello constituye un lenguaje único conocido

como el código ubiquitina, un sistema de señalización con una extraordinaria

especificidad y versatilidad que la célula traduce para regular el destino de las

proteínas diana (Komander y Rape, 2012).

Figura 7. Clases de ligasas de ubiquitina E3 en plantas. Las ligasas de ubiquitina E3 se pueden
dividir en 3 tipos en función de su mecanismo de transporte y transferencia de ubiquitina. A. Las
ligasas monoméricas RING y U-box (de estructura similar) interactúan directamente con sus sustratos
y el complejo E2-Ub a través del dominio conservado RING o U-box, respectivamente, transfiriendo
el pequeño péptido directamente a la lisina diana. B. Las ligasas RBR interactúan con la E2-Ub como
las ligasas RING/U-box, pero requieren, como las ligasas HECT (C) un residuo de cisteína medie la
transferencia de la ubiquitina al sustrato a través de un enlace tioéster.D. Los complejos CRLs (ligasas
E3 de tipo RING-finger) se componen de una proteína de andamiaje (culina), la proteína RING-finger
RBX1, que acopla al complejo E2-Ub, y una proteína adaptadora, encargada del reconocimiento del
sustrato. Cys: cisteína catalítica; CRLs: cullin-RING ligases.

Papel de la ubiquitinación en plantas

La ubiquitinación regula casi todos los aspectos de la biología de las plantas,

siendo esencial en múltiples etapas del desarrollo como la latencia, la germinación
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de las semillas, el crecimiento de las raíces, el control del tiempo de floración, la

autoincompatibilidad, el desarrollo del cloroplasto, el tráfico vesicular, la

senescencia, la autofagia, la respuesta a estreses abióticos y bióticos (Callis et al.,

2014; Du et al., 2016; Feng y Shen, 2014; Hu et al., 2014; Kirkin et al., 2009;

Sadanandom et al., 2012; Sharma et al., 2016; Zeng et al., 2006; Zhang et al., 2015;

Zou et al., 2014).

Papel de la ubiquitinación en la respuesta frente a patógenos

Los intrincados mecanismos moleculares que rigen las respuestas

inmunitarias de las plantas implican un alto grado de plasticidad proteómica, al que

contribuye de manera crucial la ubiquitinación. Los hallazgos en las últimas dos

décadas han revelado que la modificación por ubiquitina y, concretamente, muchas

ligasas E3, están involucradas en la inmunidad de las plantas, desde la percepción

del patógeno hasta la transducción de señales y las consiguientes respuestas de

defensa (Cheng et al., 2012; Jian y Chen, 2012; Li et al., 2014; Zeng et al., 2006).

Algunas de estas enzimas participan degradando a través del proteosoma 26S

componentes implicados en las respuestas inmunitarias innatas desencadenadas

por patrones o efectores, denominadas PTI (pattern-triggered immunity) y ETI (effector-

triggered immunity), respectivamente, como por ejemplo los inmunoreceptores PRRs

(pattern-recognition receptors), los cuales reconocen los patrones moleculares asociados

a patógenos (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) (Macho y Zipfel, 2014;

Monaghan y Zipfel, 2012; Yuan et al., 2021).

Además, el sistema ubiquitina-proteosoma también actúa a nivel de la

señalización hormonal, regulando los niveles de las principales proteínas

activadoras o represoras, esenciales para la integración eficiente de las señales de

estrés biótico (Pieterse et al., 2009; Santner y Estelle, 2009). Aquí destaca el papel

del complejo ligasa CRL, que controla la actividad de los factores de transcripción

que actúan como reguladores maestros de las diferentes vías de señalización de las

fitohormonas como el ácido salicílico, el jasmonato y el etileno (Adie et al., 2007;

Miricescu et al., 2018; Tamaoki et al., 2013).
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Ubiquitinación y geminivirus

Dado que el sistema de ubiquitina es indispensable para que las células

eucariotas regulen diversas respuestas inmunitarias, muchos patógenos han

desarrollado múltiples mecanismos para subvertirlas y favorecer su propia

supervivencia y proliferación. Algunos virus son capaces de interferir con el

sistema de ubiquitinación en varios momentos de su ciclo vital, como la entrada

en la célula huésped, el ensamblaje, la replicación y el movimiento, utilizándolo

para mejorar su proliferación y evadir la respuesta inmune (Dubiella y Serrano,

2021; Valerdi et al, 2021).

Los geminivirus manipulan la maquinaria de la ubiquitinación para

completar su ciclo de infección. Una de las dianas principales son los complejos

ligasa SCF, cuya alteración les permite modular diferentes eventos de la

señalización hormonal y evadir la respuesta inmune. Lozano-Durán y

colaboradores mostraron que las proteínas TrAP de los geminivirus TYLCV y

BCTV se unen a la subunidad CSN5 del complejo del señalosoma COP9 (CSN) y

alteran la derubilación de CUL1, parte del complejo SCF (Lozano-Durán et al.,

2011). Alternativamente, la proteína βC1 del betasatélite del virus Cotton leaf curl

Multan virus (CLCuMuV) interactúa con la proteína SKP1, afectando al ensamblaje

de SCF. Esta unión dificulta la función biológica de los complejos SCFCOI1 y

SCFSYL1, que involucran las vías del ácido jasmónico y del ácido giberélico,

respectivamente (Jia et al., 2016). También se conoce que la sobreexpresión de βC1,

que interacciona con la enzima conjugadora de ubiquitina UBC3, da lugar a una

reducción de la poliubiquitinación global de las proteínas (Eini et al., 2009). En las

plantas infectadas, esta interacción ayuda a inducir síntomas específicos de los

betasatélites, posiblemente mediante la perturbación de varias vías hormonales y

del desarrollo.

Además, la proteína C2 de TYLCV parece promover la interacción de la

mosca blanca y la planta infectada al interactuar directamente con el motivo de

ubiquitina de la proteína ribosomal 40S S27a (RPS27a). Aunque todavía no se

conoce el mecanismo directo, se postula que dicha interacción bloquea la

ubiquitinación y posterior degradación por la vía del proteasomal 26S de JAZ1,

que bloquea la expresión dependiente de MYC2 de genes relacionados con la

defensa (Li et al., 2019).
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Los geminivirus también interfieren con el sistema ubiquitina-proteosoma

del huésped para regular el ciclo celular o la transcripción viral. La proteína Rep

del Chilli leaf curl virus (ChiLCV) interactúa con UBC2 y HUB1 y dirige la

monoubiquitinación de la histona H2B (Kushwaha et al., 2017). Esta modificación

promueve la trimetilación de la histona 3 en la lisina 4 (H3K4me3) en los

minicromosomas del ChiLCV y mejora la transcripción de los genes virales

(Kushwaha et al., 2017). Por otra parte, la proteína TrAP de BSCTV impide el

silenciamiento transcripcional al interactuar con SAMDC1 (S-adenosyl-methionine

decarboxylase 1) y atenuar su degradación mediada por el proteosoma (Zhang et al.,

2011). Recientemente, se ha demostrado que la activación temprana de los genes

C2 y C3 del Beet severe curly top virus (BSCTV) está correlacionada con la expresión

de VIM5 (variant in methylation 5), un gen expresado en el endospermo y regulado

por imprinting genómico que se conserva en diversas especies de plantas. VIM5,

una ligasa de ubiquitina E3, se dirige directamente a las metiltransferasas de DNA

MET1 y CMT3 para su degradación por la el proteosoma, y reduce la metilación

simétrica en el promotor C2-3 (Chen et al., 2020). También se ha descrito que la

proteína C4 de BSCTV induce la transcripción de related to KPC1 (RKP), un gen

que codifica una ligasa de ubiquitina E3 que regula la degradación de las proteínas

inhibidoras del ciclo celular KRPs (KIP-related proteins), lo que mejora la transición

del ciclo celular y crea un entorno favorable para la replicación del virus (Lai et al.,

2009).

Para contrarrestar la infección vírica, las plantas también aprovechan la

degradación por la vía ubiquitina-proteosoma para inactivar los factores de

virulencia codificados por los virus. Por ejemplo, una proteína de tipo RING-finger

codificada por Nicotiana tabacum, NtRFP1, media la degradaciónb de βC1 del

TYLCCNV a través de esta vía (Shen et al., 2016). Las plantas que sobreexpresan

NtRFP1 desarrollaron síntomas atenuados contra la infección viral,

probablemente al disminuir la supresión de JA mediada por βC1, mientras que las

plantas esta ligasa silenciada mostraron síntomas graves (Shen et al., 2016).

Sumoilación

La sumoilación consiste en la unión covalente y reversible del péptido

SUMO a residuos de lisina de una proteína diana (Geiss-Friedlander y Melchior,
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2007; Melchior, 2000) (Figura 8). Esta modificación puede afectar a la función, la

actividad, la localización subcelular y/o la vida media de su sustrato, lo que se debe

en gran medida a la alteración del conjunto de interactores de la proteína

sumoilada: (i) evitándolas, al enmascarar los sitios de unión con el interactor o (ii)

creando nuevas interacciones e impulsando la formación de complejos (Hecker et

al., 2006; Liu et al., 2016; Pichler et al. 2005; Song et al., 2004) (Figura 9).

La ruta de sumoilación

La sumoilación implica la unión covalente de SUMO a residuos de lisina de

una proteína diana a través de una cascada enzimática análoga a la de la

ubiquitinación en la que participan diversas enzimas que catalizan la maduración,

activación, conjugación, ligación y desconjugación del pequeño péptido (Figura

7) (Miura et al., 2007; Pichler et al., 2017). Las proteínas SUMO son sintetizadas

como propéptidos y procesadas por isopeptidasas específicas (deSUMOylating

proteases, DSPs) que eliminan varios residuos de su extremo C-terminal para

exponer el motivo diglicina (GG) que interviene en su conjugación a las enzimas

de la ruta y la proteína diana (Smith et al. 2004).



Introducción

33

Figura 8. Ciclo de conjugación de SUMO. La unión covalente de SUMO a la proteína diana tiene
lugar por la acción secuencial de una tríada enzimática, E1, E2 y E3, y de proteasas que permiten la
entrada y el reciclaje de la proteína modificadora. (1) El péptido SUMO (S) es sintetizado como un
precursor, procesado en su forma madura por la acción de serin-proteasas específicas de SUMO
(DSP) que eliminan varios aminoácidos del extremo carboxilo terminal del pequeño péptido para
exponer el motivo esencial diGly (GG). (2) Una vez maduro, SUMO es activado por el heterodímero
SAE1/2 (E1), con el que establece un enlace tioéster entre el motivo diGly y y la cisteína catalítica
(C) de SAE2. (3) SUMO se transfiere a continuación a la C catalítica de SCE (E2), que conjuga SUMO
a un residuo de lisina (K) específico de la proteína diana de forma directa o (4) a través de una ligasa
de SUMO (E3). (5) Los sustratos pueden modificarse con un solo péptido (monosumoilación), con
múltiples (multisumoilación) o con una cadena de SUMOs (polisumoilación), lo que conlleva
diferentes consecuencias funcionales. (6) Esta modificación es revertida por proteasas específicas
(DSP) (desconjugación), liberando a la diana y a SUMO, que puede volver a entrar en el ciclo de
sumoilación.

El péptido SUMO ya maduro es activado por la enzima activadora E1

(SAE1/SAE2) a través de una reacción dependiente de ATP, en la que cataliza la

formación de un enlace tioéster entre el motivo diglicina de SUMO y un residuo

de cisteína de SAE2. Una vez activado, SUMO es transferido a la cisteína catalítica

de la enzima conjugadora E2 (SCE) y, finalmente, conjugado al grupo amino-ε de

un residuo de lisina de la proteína diana, de forma directa o a través de una ligasa

de SUMO E3. Como paso adicional, tal y como sucede en la ubiquitinación, las

proteínas pueden ser modificadas por varios péptidos SUMO formando una

cadena (polisumoilación) o unidos a diferentes lisinas (multisumoilación) a través

de ligasas específicas (Augustine et al., 2016; Hendriks y Vertegaal, 2016; Hickey et

al., 2012). Al tratarse de una modificación reversible, las proteínas también pueden

desumoilarse; este paso lo llevan a cabo las proteasas encargadas de la maduración

de SUMO (DSPs), que rompen el enlace isopeptídico entre el pequeño péptido y

el sustrato (Yates et al., 2016). De este modo, SUMO puede ser reciclado,

quedando disponible para un nuevo ciclo de modificación postraduccional

(Figura 8). Las proteínas están sometidas a ciclos rápidos de

sumoilación/desumoilación y tan sólo entre el 5% y el 10% se encuentra en su

forma sumoilada en un momento dado (Jentsch y Psakhye, 2013; Wilkinson y

Henley, 2010).
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Figura 9. Consecuencias funcionales de la sumoilación. La conjugación de SUMO a una
proteína puede alterar su localización subcelular, su actividad enzimática y su interacción con otras
proteínas, ya sea evitándola por un cambio en su conformación o enmascarando el sitio de unión y/o
promoviendo la formación de complejos a través de la unión no covalente de SUMO con proteínas
que contienen motivos SIM. La sumoilación también puede preservar la estabilidad de la proteína al
proteger los residuos de lisina que pueden ser ubiquitinados o bien, una vez formada la cadena de
poliubiquitina, promover su degradación proteosómica al facilitar el reconocimiento y la subsiguiente
ubiquitinación por las STUbL (SUMO targeted ubiquitin ligases) (adaptado de Augustine y Vierstra,
2018).

Componentes de la maquinaria de sumoilación en plantas

SUMO: el pequeño modificador similar a la ubiquitina

SUMO es una proteína de aproximadamente 100 aminoácidos relacionada

estructuralmente con la ubiquitina y conservada en todos los eucariotas (Vierstra,

2012). Al igual que otros miembros de la familia de la ubiquitina, SUMO adopta la

estructura tridimensional común, compuesta por una serie de láminas β que

envuelven una hélice α (β-grasp domain) (Bayer et al., 1998; Vierstra, 2012). Su

característica más distintiva es una extensión flexible e intrínsecamente

desordenada de 10-30 residuos en el extremo N-terminal que contiene las lisinas

que participan en la formación de cadenas de poliSUMO (Figura 10) (Bayer et al.,

1998).
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Todos los eucariotas contienen al menos un gen que codifica para SUMO,

como sucede en S. cerevisiae, Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster. En

vertebrados y plantas, sin embargo, existe una familia de genes que amplía el

número de isoformas de este péptido hasta cerca de la decena. En humanos, se

han descrito cinco parálogos (HsSUMO1-5); HsSUMO1, 2 y 3 se expresan de

forma ubicua y HsSUMO4 y 5 en determinados tejidos (Geiss-Friedlander et al.,

2007; Liang et al., 2016; Wang et al., 2014). HsSUMO2 y HsSUMO3 son casi

idénticos (97% de homología), por lo que comúnmente se nombran como

HsSUMO2/3.

Figura 10. Modelos estructurales de SUMO1 y ubiquitina de A. thaliana. Las estructuras
tridimensionales de ambos péptidos modificadores se generaron con SWISS MODEL
(http://swissmodel.expasy.org) usando la estructura cristalizada de SUMO1 (1a5R) (A) y ubiquitina
(5af6) (B) de humano como molde. En azul, rojo y verde se resaltan las hélices α, las láminas β y los
residuos de lisina, respectivamente. Las lisinas destacadas son sitios conocidos de interacción SUMO-
SUMO (K9/10/23/42) o SUMO-Ub (K23) (A) y ubiquitina-ubiquitina (B). En C se muestra el
solapamiento de las estructuras A y B.

El genoma de Arabidopsis codifica ocho isoformas de SUMO, pero sólo se

han detectado niveles de expresión significativos para AtSUMO1, 2, 3 y 5

(Hammoudi et al., 2016; Kurepa et al., 2003; Novatchkova et al., 2004) (Tabla 3).

AtSUMO1 y AtSUMO2 son las isoformas más estrechamente relacionadas,

compartiendo un 83% de identidad de secuencia de aminoácidos, mientras que

AtSUMO3 y AtSUMO5 muestran un 42% y un 30% de identidad de secuencia

con AtSUMO1, respectivamente (Kurepa et al., 2002). De manera similar a cómo
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se ha descrito en humanos, AtSUMO1 y 2 son, aparentemente, los únicos capaces

de formar cadenas de poliSUMO, mientras que AtSUMO3 y AtSUMO5 se

conjugan principalmente como monómeros (Colby et al., 2006). Las distintas

isoformas de SUMO difieren en sus patrones de expresión espacio-temporales y

en sus funciones durante el desarrollo y la defensa (Saracco et al., 2007; van den

Burg et al., 2010). Las isoformas 1 y 2 son las únicas que muestran niveles altos de

expresión (Castaño-Miquel et al., 2011) y acaparan el mayor número de conjugados

de la planta. Su ausencia provoca la detención del desarrollo embrionario en las

primeras etapas, por lo que el mutante sum1/sum2 no es viable (Saracco et al., 2007).

AtSUMO 5 es la isoforma menos eficiente y de función desconocida (Hammoudi

et al., 2016) y AtSUMO 3, a pesar de su baja expresión, participa en las respuestas

de defensa desencadenadas por patógenos o por aplicación de ácido salicílico (SA)

(Cheng et al., 2017; Ingole et al., 2021; van den Burg et al., 2010). AtSUMO3 sólo

está presente en algunas Brassicaceas, lo que sugiere que la modulación de las

respuestas de defensa por sumoilación incluiría mecanismos evolutivamente

divergentes.

E1: Enzima activadora de SUMO

En S. cerevisiae, humanos yArabidopsis, la enzima activadora de SUMO es un

heterodímero formado por una subunidad grande, SAE2 o Uba2, y otra de menor

tamaño, SAE1 o Aos1. La subunidad grande está organizada en cuatro dominios

funcionales: dominio de adenilación, cisteína catalítica, UFD (ubiquitin-fold domain)

y dominio C-terminal (Lois y Lima, 2005). El dominio de adenilación es el

responsable del reconocimiento y la formación del intermediario AMP-SUMO, en

la que también contribuye la subunidad pequeña. La cisteína catalítica facilita la

formación del enlace tioéster con el pequeño péptido (Olsen et al., 2010). SUMO

es transferido a la enzima conjugadora tras el reconocimiento de ambas enzimas a

través del dominio UFD y la cisteína catalítica (Lois y Lima, 2005; Wang et al.,

2007). El dominio C-terminal no es requerido para la activación de SUMO in vitro

(Lois y Lima, 2005), pero contiene las señales moleculares que determinan su

localización subcelular (Castaño-Miquel et al., 2013; Moutty et al., 2011; Truong et

al., 2012).

EnArabidopsis, la enzima activadora está codificada por una variante del gen

AtSAE2 y tres copias del gen AtSAE1: AtSAE1a, AtSAE1b1 y AtSAE1b2
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(Tabla 3). Los dos genes AtSAE1b son idénticos, por lo que sólo se pueden

encontrar las isoformas AtSAE1a y AtSAE1b. Ambas isoformas confieren

distintas tasas de conjugación in vitro, lo que sugiere que no cumplen actividades

redundantes y sí un papel regulador durante la conjugación de SUMO (Castaño-

Miquel et al., 2013). La inactivación del gen AtSAE2 resulta letal, ya que impide el

desarrollo del embrión (Saracco et al., 2007).

E2: Enzima conjugadora de SUMO

Mientras que la ubiquitina emplea múltiples enzimas conjugadoras

alternativas, en la ruta de sumoilación de vertebrados, levaduras y la mayoría de las

plantas solo existe una proteína conjugadora denominada Ubc9 o SCE. Se trata de

uno de los miembros más conservados de la maquinaria de sumoilación,

compartiendo la proteína de Arabidopsis el 63% de identidad de secuencia con su

ortólogo humano (Tabla 3).

Esta enzima contiene, al igual que la activadora E1, un dominio UFD y una

cisteína catalítica que forma el enlace tioéster con SUMO (Michelle et al., 2009;

Olsen y Lima, 2013). Su función principal consiste en la transferencia del pequeño

péptido al residuo de lisina del sustrato, de forma directa o con la participación de

ligasas (Tomanov et al., 2018; Wrigth et al., 2019).

La enzima conjugadora también puede sumoilarse (en la lisina 15 en SCE1

de Arabidopsis) e interaccionar no covalentemente con SUMO a través de un

motivo SIM, situado en la hélice del extremo N-terminal. La sumoilación mejora

su unión y la conjugación de SUMO a sustratos que contienen un motivo SIM

(Knipscheer et al., 2008; Tomanov et al., 2018), mientras que el sitio SIM le permite

interaccionar con proteínas ya unidas a SUMO (Capili y Lima, 2007; Duda et al.,

2007; Knipscheer et al., 2007). En levaduras y humanos, tanto la sumoilación como

la interacción no covalente con SUMO participan en la formación de cadenas de

poliSUMO, al mediar la unión de una enzima conjugadora sumoilada, que actúa

como cofactor, con otra cargada con SUMO (Klug et al., 2013; Knipscheer et al.,

2007; Knipscheer et al., 2008). En cambio, en las plantas, la polisumoilación de los

sustratos parece ser dependiente del extremo amino-terminal de SCE pero no de

la modificación de la lisina 15 (Tomanov et al., 2018).
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mostrando una localización nuclear junto a AtSUMO1/2 (Lois, 2003). Su ausencia

impide el desarrollo embrionario, por lo que resulta letal (Saracco et al., 2007). En

otras especies de plantas, se han encontrado al menos dos genes que codifican

SCE (Kurepa et al., 2003; Novachtkova et al., 2012); la patata contiene nueve genes

StSCE confirmados (Ghimire et al., 2020), en arroz se han identificado tres,

OsSCE1a, OsSCE1b y OsSCE1c, que pueden considerarse como un subgrupo

específico de las monocotiledóneas (Novachtkova et al., 2012) y están implicados

en diferentes procesos celulares (Joo et al., 2019), y en maíz se han encontrado siete

genes SCE1 (SCE1a-SCE1g) que se agrupan en tres subfamilias distintas, clase I,

clase II y clase III, siendo las dos últimas específicas de monocotiledóneas (Wang

et al., 2020).

E3: Ligasas de SUMO

Las ligasas catalizan la transferencia de SUMO desde la enzima conjugadora

a la proteína diana al interaccionar con ambos componentes y provocar su

acercamiento. Su participación en esta ruta de modificación confiere una mayor

tasa de conjugación y especificidad al sustrato, aunque algunas proteínas pueden

ser modificadas sin la presencia de esta enzima. En eucariotas, se han identificado

varias ligasas de SUMO, siendo las más conservadas las pertenecientes a la familia

SIZ/PIAS. Esta familia se caracteriza por la presencia de un dominio SP-RING

(SIZ/PIAS RING), similar al dominio RING presente en la mayoría de las ligasas

de ubiquitina (Johnson, 2004), que resulta esencial para su actividad e interacción

con la enzima conjugadora (García-Domínguez et al., 2008) (Figura 11). En

animales, las ligasas de SUMO mejor caracterizadas son PIAS1 a 4 (protein inhibitor

of activated STAT) y RanBP2 (Ran-binding protein 2), mientras que otras familias

importantes son ZNF451 y Pc2.

En Arabidopsis, se han identificado cuatro ligasas pertenecientes a la familia

SIZ/PIAS: SIZ1 (de SAP yMIZ 1) (Cheong et al., 2009; Miura et al., 2005), MMS21

o HPY2 (methyl methanesulfonate-sensitive-21 o high ploidy-2) (Huang et al., 2009; Ishida

et al., 2009) y PIAL1/2 (protein inhibitors of activated stat-like) (Tomanov et al., 2014)

(Tabla 3). AtSIZ1 es la ligasa más estudiada y presenta una gran similitud con SIZ

de levadura y los ortólogos PIAS de animales (Miura et al., 2014). Entre otros

procesos, esta ligasa regula numerosos estreses como la deficiencia de fosfatos

(Miura et al., 2005), la termotolerancia basal (Yoo et al., 2006), la sequía (Catala et
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al., 2007), la tolerancia a la congelación (Miura et al., 2007), la tolerancia al cobre

(Chen et al., 2011), así como también la asimilación de nitrógeno (Park et al., 2011),

la señalización de azúcares (Castro et al., 2015), la inmunidad innata (Lee et al.,

2007), la germinación (Kim et al., 2016), la floración (Jin et al., 2008; Son et al., 2014)

y el crecimiento y desarrollo de las plantas a través de la regulación del ácido

salicílico (Miura et al., 2010). Los mutantes nulos de SIZ1 muestran una estatura

de roseta enana ligada a la reducción de la división y expansión celular (Catala et

al., 2007; Miura et al, 2010). MMS21 participa en la regulación del ciclo celular

(Huang et al., 2009; Ishida et al., 2009), el mantenimiento de las células madre (Xu

et al., 2013), la sequía (Zhang et al., 2013), el desarrollo de gametos (Liu et al., 2014)

y la floración (Kwak et al., 2016). SIZ1 y MMS21, no se complementan

funcionalmente entre sí, de modo que el doble mutante siz1-2/mms21 confieren

letalidad durante la embriogénesis (Ishida et al., 2012). Finalmente, PIAL1/2 son

las únicas que promueven la formación de la cadena de SUMO (ligasa E4) y actúan

en respuesta a estreses abióticos (Tomanov et al., 2014), además de desempeñar

otras funciones independientemente de su actividad ligasa como mediar durante el

silenciamiento transcripcional (Han et al., 2016).

Figura 11. Representación esquemática de los tres tipos de ligasas de SUMO E3 presentes
en plantas. Como miembros representativos de cada clase, se han escogido SIZ1 (884 aminoácidos),
PIAL2 (760 aas) y MMS21 (247 aas) de A. thaliana. Los dominios se ilustran con recuadros y los
motivos con líneas verticales. Todas las ligasas E3 de SUMO de las plantas incluyen un dominio SP-
RING (SIZ/PIAS RING) y un dominio SP-CTD (SIZ/PIAS C-terminus domain), que rodea al primero
de ellos. Las ligasas PIAL1/2 contienen, además, dos dominios PINIT (Pro-Ile-Asn-Ile-Thr) y las
ligasas SIZs un dominio PHD (plant homeodomain), único en plantas, y un dominio SAP (SAF-A/B,
Acinus y PIAS). Los motivos SIMs están presentes en las proteínas PIALs y SIZs. El motivo SIM de
SIZ1 se ha denominado históricamente motivo SXS (Ser-X-Ser) y corresponde a una extensión C-
terminal del SIM que contiene un doblete de serinas separado por un aminoácido (Minty et al., 2000)
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Figura 11. (continuación) (Park et al., 2011), que pueden ser objeto de fosforilación y aumentar la
fuerza de la interacción SUMO-SIM (Anamika y Spyracopoulos, 2015; Cappadocia et al., 2015; Chang
et al., 2011). La ligasa SIZ1 también presenta una señal de localización nuclear (NLS) y motivos VP
(valina-prolina), que median su interacción con la ligasa de ubiquitina E3 COP1 (Mazur et al., 2018).
Modificado de Jmii y Capadoccia, 2021.

Proteasas de SUMO

El primer y último paso de la ruta de sumoilación es llevado a cabo por las

proteasas de SUMO, por lo que constituyen elementos reguladores clave del

equilibrio entre la conjugación y desconjugación del péptido modificador

(Johnson, 2004). Estas enzimas se encargan de la maduración y la separación de

SUMO de su sustrato, a través de su actividad endo- e isopeptidasa,

respectivamente (Colby et al., 2006). Las isopeptidasas constituyen la familia más

numerosa entre los componentes de la maquinaria de sumoilación y son específicas

para la isoforma de SUMO y la proteína diana (Chosed et al., 2006; Colby et al.,

2006). De hecho, se piensa que la especificidad de la sumoilación puede estar

determinada por el gran número de estas enzimas codificadas en el genoma.

Todas las proteasas/isopeptidasas de SUMO (DSPs) son proteasas de

cisteína, que reciben su nombre del residuo del sitio catalítico que actúa como

nucleófilo, capaz de romper el enlace isopeptídico entre SUMO y la proteína diana

(Rawlings et al., 2008). Se han descrito tres tipos diferentes de DSPs, pertenecientes

a las familias de proteasas de cisteína C48, C97 y C98: Ulp/SENP (ubiquitin-like

protease/sentrin-specific protease), DeSI (desumoylating isopeptidase) y USLP1 (ubiquitin-

specific protease-like 1) (Hickey et al., 2012; Nayak y Muller, 2014). A su vez, estas

proteasas de cisteína se agrupan en tres clanes o grupos diferentes, CE, CP y CA,

respectivamente, en función de la posición de los aminoácidos que componen la

tríada o díada catalítica: cisteína, histidina, y un tercer aminoácido adicional,

asparagina/ glutamina (clan CE) o asparagina/aspartato (clan CA), ausentes en el

clan CP (Rawlings et al., 2018; Suh et al., 2012).

Las proteasas de SUMO mejor caracterizadas son las Ulp/SENP,

identificadas por su similitud con las proteínas Ulp1 y Ulp2 de S. cerevisiae (Hickey

et al., 2012; Mukhopadhyay y Dasso, 2007). En humanos, la familia Ulp (anotada

como SENP) consta de siete miembros: SENP1, SENP2, SENP3, SENP5,

SENP6, SENP7 y SENP8 (Hickey et al., 2012; Mukhopadhyay y Dasso, 2007; Yeh

et al., 2000), aunque esta última muestra especificidad por Nedd8, proteína similar
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a la ubiquitina, y no por SUMO. De los otros dos tipos de DSPs, que carecen de

homología de secuencia y estructura con las proteínas Ulp/SENP, se han descrito

DesI1/2 (Shin et al., 2012) y una única proteasa, USPL1, una enzima

desubiquitinadora de la familia USP (ubiquitin-specific peptidases) específica para

SUMO (Schulz et al., 2012).

En Arabidopsis existen ocho proteasas de SUMO pertenecientes a la familia

ULP, de las cuales se han caracterizado seis: ESD4 (early in short days 4), ULP1a

(también denominada ELS1, por ESD4-like SUMO protease 1), ULP1b (o ESD4-

like SUMO protease 2, ELS2), ULP1c (o OST1, overly tolerant to salt 1), ULP1d (u

OST2, overly tolerant to salt 2), SPF1 (ASP1), SPF2 (SUMO protease related to fertility 2,

ASP2) y FUG1 (fourth ULP gene class 1) (Morrel y Sadanandom, 2019) (Tabla 3).

Recientemente, se han identificado otras ocho supuestas proteasas DeSI

basándose en la similitud de secuencia con las proteínas DesI1/2 de humanos, y

se ha caracterizado funcionalmente una de ellas, DeSI3a (Morrel y Sadanandom,

2019; Orosa et al., 2018) (Tabla 3). Sin embargo, hasta el momento no se han

identificado homólogos de USPL1.

Motivos para conjugar SUMO

En plantas se han identificado 71 sitios aceptores de SUMO (SUMO

attachement sites, SAS), de los cuales el 65% corresponden al motivo consenso

canónico ΨKXD/E y el resto a sitios no canónicos (Rytz et al., 2018). Entre estos

últimos destacan motivos de SUMO consenso invertidos (Matic et al., 2010),

dependientes de fosforilación (phosphorylation-dependent SUMO motifs, PDSM)

(Hietakangas et al., 2006) y de aminoácidos cargados negativamente (negatively

charged amino acid-dependent SUMO motifs, NDSM) (Yang et al., 2006) o de acetilación

(Ullmann et al., 2012).

Más allá de la SIMple sumoilación: interacción no covalente con

SUMO

Además de modificar los sustratos mediante su unión covalente, SUMO

también puede regular la función de las proteínas mediante su unión no covalente,

ya sea en su forma libre o conjugada. Esta interacción tiene lugar a través de los
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motivos específicos de interacción con SUMO, SIM, que típicamente se

componen de un núcleo de tres o cuatro aminoácidos hidrofóbicos (V, I o L)

adyacente a residuos ácidos o fosforilables de serina o treonina (Hecker et al., 2006;

Song et al., 2004; Stehmeier y Muller, 2009). Estos motivos se unen a una zona

entre la hélice α y una hoja β de la proteína SUMO a través de dos orientaciones,

paralela y antiparalela, hacia la lámina β del pequeño péptido (Baba et al. 2005;

Kerscher, 2007).

Para aumentar aún más la complejidad de las interacciones no covalentes

con SUMO, tanto este péptido como los aminoácidos que componen el SIM

pueden ser modificaciones postraduccionalmente, lo que altera sus características

y las redes de interacción de proteínas. Por ejemplo, la acetilación de una lisina de

SUMO, modula las interacciones SUMO-SIM al neutralizar las cargas positivas de

los aminoácidos que rodean el sitio de acoplamiento del SIM (Ullmann et al., 2012).

En cambio, la fosforilación de los residuos de serina adyacentes al núcleo

hidrofóbico del SIM introduce una carga negativa que mejora las interacciones no

covalentes de la proteína interactora con el péptido SUMO (Amamika et al., 2016;

Chang et al., 2011; Hecker et al., 2006; Mascle et al., 2013; Stehmeier y Muller et al.,

2009).

Papel de la sumoilación en plantas

En las plantas, como sucede en los animales, esta modificación se ha

asociado con numerosos procesos celulares, siendo esencial durante el desarrollo

del embrión (Nacerddine et al., 2005; Saracco et al., 2007), la señalización hormonal

(Campanaro et al., 2016; Kim et al., 2015; Lois et al., 2003; Miura et al., 2010), el

mantenimiento de las células madre de la raíz (Xu et al., 2013), el reloj circadiano

(Hansen et al., 2017), la señalización luminosa (Lin et al., 2016; Sadanandom et al.,

2015), la inmunidad (Lee et al., 2007; Hammoudi et al., 2018), la respuesta a estrés

abiótico (Castro et al., 2012; Castro et al., 2015; Ghimire et al., 2018; Miller et al.,

2013) y prácticamente cualquier aspecto del desarrollo, como el crecimiento

vegetativo y la floración (Elrouby, 2015; Ishida et al., 2012; Ling et al., 2012; Liu et

al., 2014).

En los siguientes apartados, nos centramos en el papel del la sumoilación

en la respuesta de la planta a estreses abióticos y bióticos.
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SUMO, un peso pesado en la respuesta frente a estrés abiótico en las

plantas

La sumoilación ha emergido como una de las modificaciones

postraduccionales más importantes al mediar la tolerancia de las plantas a una

amplia gama de estreses abióticos (Augustine y Vierstra, 2018; Castro et al., 2012;

Lois, 2010; Suzuki et al., 2014; van den Burg et al., 2010; Verma et al., 2018).

Durante estas condiciones de estrés, el perfil de las proteínas sumoiladas cambia

drásticamente, produciéndose un gran aumento de los niveles de conjugados y una

disminución del conjunto de SUMO libre (Miller et al., 2013). Los estudios sobre

el papel que juega esta modificación postransduccional en el estrés abiótico en

plantas (Castro et al., 2012; Saracco et al., 2007) sitúan a la ligasa SIZ1 como un

elemento central en la regulación de las respuestas al aumento de la temperatura,

la sequía, la salinidad y de las especies reactivas de oxígeno (Saracco et al., 2007;

Yoo et al., 2006) y, en Arabidopsis, también tras la exposición a condiciones de frío,

toxicidad por metales pesados, tratamiento con etanol y déficit de fosfato y

nitrógeno (Castaño-Miquel et al., 2017; Catala et al., 2007; Chen et al., 2011; Conti

et al., 2008; Kurepa et al., 2003; Miller et al., 2010; Miura et al., 2005; Miura et al.,

2007; Park et al., 2011; Tomanov et al., 2014; Yoo et al., 2006). Además de esta

ligasa de SUMO, también se han identificado proteasas que participan en la

regulación de la respuesta frente a estreses abióticos, poniendo de relevancia el

papel del proceso reverso. Las más estudiadas son OTS1 y OTS2, que regulan, de

forma redundante, la respuesta frente a estrés salino (Conti et al., 2008), osmótico

(Orosa-Puente et al., 2018), sequía (Srivastava et al. 2017), lumínico (Sadanandom

et al., 2015) y participan en la tolerancia frente al cobre (Zhan et al., 2018).

La sumoilación también ha demostrado ser una importante modificación

postraduccional durante diversas situaciones de estrés abiótico en otras especies

de plantas tales como el arroz (Mishra et al. 2017; Srivastava et al. 2017), el tomate

(Zhang et al. 2016), el maíz, el tabaco (Wang et al. 2019), el algodón (Mishra et al.

2017), la manzana (Zhang et al., 2018) y la soja (Li et al., 2017; Li et al., 2019).

SUMO en la respuesta inmune

La sumoilación, y con ello la modulación de los niveles de conjugados de

SUMO, entre los que se encuentran proteínas remodeladoras de la cromatina, de
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reparación del DNA y factores de transcripción que intervienen en las respuestas

de defensa, ha emergido como un regulador clave de la inmunidad de las plantas

(Castaño-Miquel et al., 2017; Elrouby y Coupland, 2010; Gou et al., 2017; Miller et

al., 2010; van den Burg et al., 2010).

De todos los componentes de la maquinaria de sumoilación, la ligasa de

SUMO SIZ1 es el mejor caracterizado, estableciéndose como un elemento

regulador negativo de la inmunidad mediada por el ácido salicílico (SA) (Lee et al.,

2007). La pérdida de su función provoca una disminución en el crecimiento de la

planta y un aumento de los niveles de SA, lo que conlleva la expresión constitutiva

de los genes PR (pathogenesis related-genes) y una mayor resistencia frente a bacterias

(Bowling et al., 1994; Li et al., 2001; Petersen et al., 2000; Stokes et al., 2002). La

inmunidad mediada por Siz1 depende tanto de rutas dependientes como

independientes de NPR1 (nonexpressor of PR genes 1), un regulador esencial de la

resistencia sistémica adquirida (systemic acquired resistance, SAR) que funciona aguas

abajo del SA. NPR1 se conjuga a SUMO 3, produciendo un cambio en el grupo

de interactores de la proteína y conduciendo a su degradación proteosómica, lo

que conlleva que la respuesta inmune inducida sea transitoria (Saleh et al., 2015).

Adicionalmente, se ha descrito que SIZ1 regula negativamente la inmunidad de la

planta a través de una vía mediada por SNC1, un receptor de tipo TIR-NB-LRR

(toll interleukin-1 receptor nucleotide binding-leucine-rich repeat) (Gou et al., 2017;

Hammoudi et al., 2018).

La sumoilación como diana en la patogénesis: efectores bacterianos

Durante la patogénesis, la sumoilación no solo modula la actividad de los

componentes de defensa de las plantas, sino que también sirve como diana de los

efectores bacterianos, permitiendo a los patógenos modular diferentes rutas

celulares (Sharma et al., 2021; Srikanth y Verma, 2017). El proceso de

desumoilación ha resultado ser un objetivo central para socavar la inmunidad de

las plantas, al tratarse de un paso regulador clave de las respuestas de defensa a

nivel transcripcional, traduccionacional y postraduccional y un factor determinante

de la especificidad de la sumoilación (Hotson et al., 2003; Orth et al., 2000). Una de

las primeras pruebas del papel de la desconjugación de SUMO en la infección por

fitopatógenos proviene de la identificación de proteínas efectoras bacterianas que

funcionan como proteasas de cisteína con especificidad por ciertos sustrato
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sumoilados de la planta (Bartetzko et al., 2009; Deslandes et al., 2003; Hotson et al.,

2003; Hotson y Mudget, 2004; Kim et al., 2013; Orth et al., 1999; Orth et al., 2000;

Roden et al., 2004). Un ejemplo es la proteína XopD, un efector de tipo III (T3E)

de Xantomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv), que muestra una eficiente actividad

peptidasa e isopeptidasa sobre dianas de SUMO localizadas en el núcleo, como el

factor de transcripción MYB30, para suprimir las defensas de la planta (Canonne

et al., 2011; Hotson et al., 2003; Kim et al., 2011). Este efector es capaz de

desconjugar SUMO1/2 y SUMO3 (Chosed et al., 2007; Colby et al., 2006),

apoyando a su vez la especialización de SUMO3 en los mecanismos de defensa

(Saleh et al., 2015; van den Burg et al., 2010). También el factor de avirulencia

AvrXV4 de X. campestris presenta actividad isopeptidasa de SUMO y, al expresarse

en la planta, da lugar a una reducción de las proteínas conjugadas, que podrían

participar en subvertir la defensa en las células huésped (Roden et al., 2004).

Interacción entre los virus y la ruta de sumoilación

En las últimas dos decadas se han llevado a cabo numerosos estudios que

evidencian que la sumoilación es clave en el proceso de infección de una amplia

gama de virus con replicación nuclear, y que estos patógenos manipulan esta ruta

de modificación para modular las respuestas antivirales, la replicación y la

patogénesis viral (Imbert y Langford, 2021; Lowrey et al., 2017; Wilson, 2017). La

mayoría de los datos obtenidos sobre la interaccion entre la sumoilación y los virus

proceden de estudios con virus de animales, que muestran cómo el proceso de

infección genera cambios generales o específicos en el sumoiloma del hospedador

(Wilson, 2017). Esta remodelación de los patrones de sumoilación puede consistir

en la reducción, el aumento o ambos del nivel global de dianas modificadas o bien

de sustratos específicos.

La disminución de la conjugación de SUMO a proteínas celulares antivirales

se ha observado durante la infección por diversos virus. Uno de ellos es el virus

del herpes simple-1 (HSV-1), que reduce la modificación por SUMO-2/3 de más

de cien proteínas celulares implicadas en la regulación de la transcripción, el

ensamblaje y modificación de la cromatina, incluyendo PML (promyelocytic leukaemia

o proteína de la leucemia promielocítica) y Sp100 (Sloan et al., 2015). Esta

disminución depende del factor viral ICP0, que actúa como ligasa de ubiquitina y
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dirige a las dianas modificadas por SUMO-2/3 al proteosoma para su degradación

(Boutell et al., 2002).

Otros virus, como el de la gripe (Influenza virus, tipo A y tipo B; IAV y

IBV) y el Eipsten-Barr virus (EBV), conducen a una alteración global de la

sumoilación, aumentando y disminuyendo de forma paralela la modificación de

centenares de proteínas celulares (Bentz et al., 2012; Bentz et al., 2015; Domingues

et al., 2015; Pal et al., 2011). En el caso del EBV, dos de sus proteínas, la quinasa

BGLF4 y la principal oncoproteína LMP1 (latent membrane protein-1), producen una

reducción y un aumento de la sumoilación para facilitar la replicación lítica o

contribuir al mantenimiento del periodo de latencia del virus, respectivamente

(Bentz et al., 2015).

Los datos disponibles hasta la fecha indican que los virus utilizan diferentes

estrategias para modular la sumoilación de proteínas propias y del hospedador: (1)

la modificación de los niveles de SUMO; (2) la interaccion con algunos de los

componentes de la ruta o con proteínas sumoiladas; (3) su actuación como dianas

o (4) como enzimas de la ruta. A continuación, se muestran varios ejemplos de

virus de animales, ya que los datos sobre virus de plantas aún es muy reducido y

se ha recopilado en un apartado.

Los virus y los niveles de SUMO

Con frecuencia, los niveles de sumo/SUMO son alterados de forma

transcripcional o postranscripcional durante el proceso de infección, a través de

varios mecanismos: (i) la regulación de los promotores de los genes que codifican

SUMO (ii) la inhibición de los niveles de microRNA de la familia let-7 para

aumentar la traducción de SUMO y (iii) la regulación postraduccional de las

reservas intracelulares de SUMO al inducir su remodelación (Lowrey et al., 2017).

Ejemplos de cada uno de estos mecanismos son (i) la proteína LMP1 del EBV,

que activa los promotores de sumo, lo que provoca un aumento de las reservas de

SUMO y una mayor sumoilación, (ii) los virus HSV e HIV, los cuales, al inhibir la

expresión de los microRNAs let-7, provocan un aumento de la sumoilación y

suprimen la replicación viral, y (iii) la polimerasa de RNA del virus de la gripe

(Influenza virus), que también aumenta los niveles de SUMO y su remodelación.
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Los virus y la enzima activadora de SUMO

Los virus han desarrollado mecanismos que afectan a la activación de

SUMO, al impedir la formación del intermediario E1-SUMO. Por ejemplo, la

proteína viral Gam1 del adenovirus aviar CELO (chicken embryo lethal orphan)

provoca una reducción del dímero SAE1/SAE2 al promover el reclutamiento de

las ligasas de ubiquitina CLR, que inducen la degradación de SAE1 por la vía del

proteosoma (Boggio et al., 2004; Boggio et al., 2007). La degradación de SAE1

conlleva un aumento de SAE2 libre, lo que conduce a su posterior degradación

por el proteosoma. El resultado final es la reducción de sustratos sumoilados y,

consecuentemente, una mayor acumulación de SUMO libre en el citoplasma, y la

destrucción de los cuerpos nucleares PML, lo que contribuye a una mayor

propagación viral (Colombo et al., 2002).

Los virus y la enzima conjugadora de SUMO

Dada la importancia de la única enzima conjugadora de SUMO, Ubc9 es

una diana importante para manipular la ruta de sumoilación, ya sea promoviendo

la sumoilación de proteínas virales o del hospedador o bien induciendo la

degradación o alterando la localización de la enzima.

Algunos factores virales son capaces de secuestrar a la enzima conjugadora.

La oncoproteína E1A del adenovirus humano interacciona con el extremo N-

terminal de Ubc9, lo que resulta en la inhibición de la polisumoilación de algunos

sustratos como PML, y la alteración de su localización (Hateboer et al., 1996;

Yousef et al., 2010). Otro factor viral, LMP1 del EBV, secuestra a Ubc9 durante el

período de latencia de la infección, dando lugar al aumento de la sumoilación de

otras proteínas celulares importantes en la modulación de las respuestas

inmunitarias innatas (Bentz et al., 2012; Bentz et al., 2015).

Otros virus promueven la sumoilación de sus proteínas al interaccionar con

la enzima conjugadora, y consecuentemente, su actividad o localización. Éste es el

caso de la proteína E2 del virus del papiloma humano (human papilloma virus,

HPV), la cual participa en la replicación viral y regula la expresión de los genes

oncogénicos E6 y E7 (Wu et al., 2008). La inhibición de su sumoilación disminuye

la actividad transcripcional de la proteína viral y suprime su represión sobre la

expresión de E6/7, lo que sugiere que la modificación de E2 tiene un efecto
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inhibidor sobre los promotores virales pero activador sobre algunos promotores

celulares (Wu et al., 2008). También la subunidad UL44 de la polimerasa de DNA

del citomegalovirus humano (human cytomegalovirus, HCMV) (ortólogo viral de

PCNA) se une a Ubc9 y es sumoilada en múltiples lisinas tanto por SUMO1 como

por SUMO2/3, lo que altera su distribución intranuclear y reduce su localización

en los compartimentos de replicación del DNA viral (Sinigalia et al. 2012). Aunque

se desconoce qué función lleva a cabo UL44 sumoilado, dado que esta

modificación alcanza su punto máximo en momentos tardíos de la replicación del

virus, sería diferente al de conferir procesividad a la DNA polimerasa viral. Al igual

que UL44, la unión a Ubc9 y la posterior sumoilación de la proteína de la

nucleocápside (NP) del Hantavirus altera su localización subcelular e influye en la

replicación viral (Alfadhli et al., 2001; Maeda et al., 2003). Otros factores virales,

como las proteínas tempranas inmediatas del herpesvirus, también interaccionan

con la enzima conjugadora de SUMO y son sumoiladas (Wilson, 2017).

Por último, algunos virus inducen la degradación de Ubc9 por el

proteosoma, como sucede con la proteína E6 del HPV (Heaton et al., 2011). De

forma similar, la proteína temprana Gam1 de CELO interacciona con Ubc9 y

reduce su estabilidad, induciendo su degradación y provocando una activación de

la transcripción y la inducción de un entorno favorable para la replicación viral

(Boggio et al., 2004).

Los virus y las ligasas de SUMO

Existen numerosos ejemplos de la capacidad de los virus para manipular las

ligasas de SUMO E3, especialmente las familias STATs (PIAS) y RanBP2. La

infección por algunos virus como el virus simple del herpes-1 (Herpes simplex

virus type 1, HSV-1), el de la hepatitis C (Hepatitis C virus, HCV), el parvovirus

B19 o el virus de la gripe aviar altamente patógena (Highly pathogenic avian

influenza virus, HPAIV) inducen un aumento de la expresión de proteínas de la

familia PIAS, lo que da lugar a una desregulación de las respuestas inmunitarias

antivirales (Conn et al., 2016; Duechting et al., 2008; Ehrmann et al., 2006; Zu et al.,

2020). Aunque menos estudiada, la manipulación de la proteína RanBP2 por parte

de los virus parece regular la respuesta antiviral y también el movimiento de los

genomas y las proteínas virales dentro y fuera del núcleo. Esta alteración se ha

descrito en infecciones con virus como el de la encefalitis japonesa, HVS, y HIV-
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1 (human immunodeficiency virus-1) (Di Nunzio et al., 2012; Hofemeister et al.,

2008; Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2013).

Otros virus pueden inhibir la actividad de las ligasas de SUMO E3. La

proteína E6 del papilomavirus HPV se dirige a PIASy para inhibir la sumoilación

de p53 y prevenir la senescencia celular (Bischof et al., 2006). De forma similar, la

proteína IE-2 del CMV secuestra a PIAS1 para impedir la sumoilación de IE-1, lo

que conlleva una mayor represión de los genes estimulados por el interferón (Kim

et al., 2014).

Alternativamente, los virus pueden regular la actividad de las ligasas

alterando su localización, como es el caso de la proteína de adenovirus E4-ORF3

y el factor ICP0 del herpevirus HSV-1. E4-ORF3 dirige a PIAS3 a los dominios

de replicación del genoma viral, lo que sugiere que la sumoilación participa en este

proceso (Higginbotham et al., 2015), mientras que ICP0 media la interrupción de

los cuerpos nucleares PML, conduce a las proteínas sumoiladas a su degradación

a través de su actividad como StUbL (Boutell et al., 2013) e interrumpe el

reclutamiento de la ligasa PIAS1 a los dominios de replicación viral, permitiendo

que continúe el ciclo lítica (Brown et al., 2016). Otras proteínas virales, como VP35

(viral protein 35) del virus del Ébola (EBOV), aumentan la actividad de PIAS1 y

suprime la producción de interferones de tipo I (expresados en respuesta a la

infección viral), promoviendo así la replicación viral. Esta función la lleva a cabo

al interaccionar con los factores de transcripción reguladores de los interferones -

3 y -7 (interferon regulatory factors, IRFs) y promover su sumoilación al reclutar a Ubc9

y a PIAS1 (Zhang et al., 2013), lo que conduce a la represión transcripcional de la

expresión de estas proteínas invlocradas en la respuesta inmune.

Algunas proteínas virales como las ligasas de SUMO

Quizás el mecanismo más llamativo por el que un virus puede regular la

función de una ligasa de SUMO E3 es codificando su propia ligasa. Este es el caso

del herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) y los adenovirus (Chang

et al., 2010; Penella et al., 2010; Zhu et al., 2015). La proteína K-bZIP de KSHV

actúa como una ligasa específica para SUMO 2/3, lo que sugiere que puede tener

un papel en la mediación de la polisumoilación de proteínas diana (Chang et al.,

2010). K-bZIP se autosumoila y cataliza la sumoilación de las proteínas con las
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que interactúa, como p53 y Rb (Chang et al., 2010), lo que en última instancia inhibe

la activación de los interferones y regula la reactivación del KSHV y la replicación

lítica (Chang et al., 2013; Lefort et al., 2010; Yang et al., 2015). Durante la latencia

del KSHV, la proteína viral LANA (latency-associated nuclear antigen) también actúa

como una ligasa de SUMO E3 reclutando el intermediario SUMO-Ubc9 e

induciendo la sumoilación de las histonas celulares (Campbell et al., 2012). En los

adenovirus, también se han descrito dos proteínas que actúan como ligasa de

SUMO E3: (i) E1B-55 K, que induce específicamente la sumoilación de p53 y su

localización en los cuerpos nucleares PML, lo que resulta en su degradación por la

vía proteosomal, y (ii) E4-ORF3, que induce específicamente la modificación de

TIF-1γ por SUMO 3 y ayuda a la elongación de la cadena de poli-SUMO, lo que

finalmente conduce a su degradación por el proteosoma (Sohn et al., 2016).

Los virus y las proteasas de SUMO

Aunque las proteasas SENPs son el elemento central de la maquinaria de

sumoilación, existen pocos datos sobre los efectos de la manipulación viral de estas

enzimas.

En las células infectadas por el virus de la hepatitis B (HBV), la proteína X

(HBx) promueve la desumoilación del factor de transcripción Sp110,

reprogramando así la expresión génica del huésped y promoviendo la proliferación

viral (Sengupta et al., 2017). La oncoproteína LMP1 del EBV induce la sumoilación

de SENP2, lo que resulta en la reducción de la función, el tráfico y la estabilidad

de la enzima y la acumulación de proteínas sumoiladas (Selby et al., 2019). En el

caso del KHSV, la proteína LANA, la cual se sumoila e interacciona con proteínas

sumoiladas con SUMO2/3, se une al promotor de SENP6 y reprime su expresión

(Lin et al., 2017), lo que sugiere un complejo mecanismo para regular su propia

sumoilación y los niveles de expresión como medio para mantener la latencia del

virus.

Además, se cree que existen proteínas virales con actividad de proteasas de

SUMO. El virus Vaccinia y el fowlvirus codifican una proteasa (I7) cuya región C-

terminal muestra similitudes estructurales con las SENPs (Wimmer y Schreiner,

2015), y el virus de la peste porcina africana una proteasa de cisteína, pS273R, que

tiene los residuos catalíticos conservados característicos de las SENPs y que actúa
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escindiendo específicamente las poliproteínas virales siguiendo un motivo de di-

glicina (Andres et al., 2001).

Virus de plantas y sumoilación

La información disponible sobre la interaccion de los virus de plantas con

la ruta de sumoilación es, en cambio, mucho más limitada. Hasta la fecha, sólo se

han identificado la interacción de cuatro proteínas de virus fitopatógenos con el

sistema de sumoilación: Rep y βC1 de begomovirus, NIb del potivirus Turnip mosaic

virus (TuMV) y ORF4 del umbravirus Carrot mottle virus (CMoV).

La proteína Rep de begomovirus interacciona con la enzima conjugadora

de SUMO, SCE1, y SUMO a través de su extremo N-terminal y de un motivo SIM

en su extremo C-terminal, respectivamente (Castillo et al., 2004; Sánchez-Durán et

al., 2011; Tesis de Francesca Maio, 2019) (Figura 3). Estas tres proteínas se unen

en el núcleo en estructuras punteadas denominadas cuerpos nucleares, donde

forman un complejo ternario (Rep-SCE1-SUMO) dependiente de la actividad

conjugadora de SUMO (Tesis de Francesca Maio, 2019). Tanto la unión a la

enzima conjugadora de SUMO como el motivo SIM de Rep resultan esenciales

para la replicación del DNA viral, pero no tienen un impacto en el patrón global

de sumoilación en la planta (Sánchez-Durán et al., 2011; Tesis de Francesca Maio,

2019).

En un trabajo reciente se ha mostrado que la proteína βC1 codificada por

el betasatélite asociado al begomovirus monopartito Synedrella yellow vein clearing virus

(SyYVCV), se sumoila en varios residuos de lisina e interacciona con NbSUMO1

a través de tres motivos SIMs (Nair et al., 2020). La sumoilación de βC1 afecta a su

localización subcelular y es esencial para la estabilidad de dicha proteína en la

planta, mientras que sus motivos de unión a SUMO son responsables de su

degradación, mediando su poliubiquitinación y posterior degradación por la vía del

proteosoma. No obstante, ambos elementos son necesarios para la función de la

proteína βC1 como determinante de patogenicidad y para el movimiento sistémico

del virus. También se ha observado que la expresión de este factor viral induce un

aumento de la sumoilación de las proteínas celulares (Nair et al., 2020).

Al igual que se ha descrito para Rep de begomovirus, la proteína NIb del

TuMV interacciona con SCE1, lo que resulta crucial para la infección del virus
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(Xiong y Wang, 2013). Además, esta polimerasa de RNA dependiente de RNA es

sumoilada exclusivamente por SUMO3 de forma dependiente a su motivo SIM, lo

que facilita su transporte desde el núcleo al citoplasma, es esencial para la

replicación e infectividad del virus y suprime la respuesta antiviral del huésped

(Cheng et al., 2017). No obstante, se ha visto que tanto la mutación como la

sobreexpresión de esta isoforma de SUMO inhiben la replicación de TuMV, lo

que sugiere una regulación dinámica de la infección potyviral y la respuesta de

defensa de la planta a través de la sumoilación de NIb y de NPR1, respectivamente

(Cheng et al., 2017).

La proteína de movimiento del CMoV, ORF4, interactúa con AtSUMO1/2

y NbSCE1 a través de dos motivos SIMs, lo que resulta en la sumoilación del

residuo K78 (Jiang et al., 2021). Tanto la lisina como los motivos SIM son

necesarios para la localización de la proteína en los plasmodesmos y para el

movimiento sistémico del virus, lo que, junto al requerimento de SCE1 y SUMO

para la infección eficiente del virus en la planta, confirma el papel relevante de la

sumoilación en dicho proceso (Jiang et al., 2021).

Papel SIMultáneo de SUMO y ubiquitina

La modificación postraduccional de residuos de lisina mediante la unión

covalente de SUMO o ubiquitina están íntimamente relacionados. Mediante

espectrometría de masas de alta resolución, se ha identificado que, en células

humanas, casi una cuarta parte de las lisinas aceptoras de SUMO también se

utilizan para la conjugación de ubiquitina (Hendriks et al., 2014; Tammsalu et al.,

2014), lo cual no implica necesariamente la competencia entre ambos péptidos.

Dado que la ubiquitina, y especialmente SUMO, sólo se conjugan a un pequeño

subconjunto de una proteína determinada, puede suceder que ambos

modificadores estén presentes en la misma lisina al mismo tiempo pero en

diferentes subpoblaciones o que la conjugación de ambos péptidos a un mismo

sustrato se lleve a cabo de forma secuencial, controlando cooperativamente

diferentes funciones del sustrato en el tiempo y el espacio. Además, más allá de la

ocupación exclusiva de un sitio aceptor por ubiquitina o SUMO, ambos péptidos

son capaces de unirse y formar cadenas híbridas. De este modo, la interacción

entre ambos modificadores puede tener un resultado antagónico, sinérgico o

múltiple (Liebelt y Vertegaal, 2016).
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En la literatura se encuentran muchos ejemplos del cruce entre SUMO y

ubiquitina, implicados en diferentes procesos que van desde la reparación del

DNA y la estabilidad del genoma hasta la regulación de la localización subcelular

de las proteínas o la actividad enzimática. Un caso muy destacado es el de PCNA,

en el cual la interacción entre ambos péptidos se produce de forma secuencial en

lugar de ser antagonista (Papouli et al., 2005). En cuanto a la formación de las

cadenas híbridas, destaca la participación de una familia específica de ligasas de

ubiquitina dirigidas por SUMO, las StUbL (SUMO targeted ubiquitin ligases), las

cuales actúan como reguladores globales de los niveles de sumoilación, y descritas

en levaduras, Drosophila, mamíferos y plantas (Abed et al., 2018) . Estas enzimas

reconocen las proteínas sumoiladas a través de múltiples SIM, lo que indica su

preferencia por sustratos polisumoilados, además de contener un dominio RING

que le permite reclutar E2-ubiquitina (Sriramachandran et al., 2014; Tatham et al.,

2008; Uzunova et al., 2007). Una vez unidas, las StUbL median la ubiquitinación

de la proteína sumoilada, en muchos casos apuntando a su degradación

proteosómica (Sriramachandran et al., 2014), aunque también se ha asociado al

mantenimiento de la estabilidad del genoma (Garza y Pillus, 2013) y a la reparación

del DNA (Hopfler et al., 2019; Horigome et al., 2016; Kumar et al., 2017;

Sriramachandran et al., 2019; Thomas et al., 2016; Thu et al., 2016). Esta

modificación heterotípica también es reversible, y las enzimas DUB pueden

recortar o invertir la ubiquitinación en las cadenas híbridas SUMO-Ub para

modular las respuestas celulares asociadas (Hendriks et al., 2015). Las cadenas

hibridas pueden, además, ser reconocidas por una variedad de receptores que

contienen motivos SIM en tándem y UBD. Así pues, la interacción entre la

ubiquitinación y la sumoilación se asemeja a una estrategia eficaz para conferir

tanto especificidad como una mayor afinidad a las proteínas diana (Aillet et al.,

2012; Guzzo et al., 2012), aunque la comprensión de las funciones celulares

afectadas está todavía en sus inicios.

En plantas, dos estudios han permitido la identificación de un gran número

de proteínas que son co-modificadas por SUMO y ubiquitina (Cuijpers et al., 2017;

Lamoliatte et al., 2017). Un ejemplo representativo implica a SIZ1 y a la ligasa de

ubiqutitina COP, un regulador negativo clave de la fotomorfogénesis y con un

papel importante en la inmunidad (Hoecker, 2017; Hofmann, 2015; LauandDeng,

2012; Lim et al., 2018; Zhu et al., 2015). SIZ1 puede sumoilar COP1 y mejorar su

actividad de trans-ubiquitinación (Lin et al., 2016) y COP1 puede poliubiquitinar a
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SIZ1, lo que probablemente conduce a su degradación (Kim et al., 2016). Otro

ejemplo muy conocido es el de los represores de la vía de señalización de las

giberelinas, DELLA, que restringen el crecimiento promovido por la hormona

(Sun et al., 2010). Los resultados obtenidos indican que la no sumoilación o

desumoilación de DELLA media su ubiquitinación y degradación y permite el

crecimiento de la planta, mientras que la conjugación de SUMO la protege de la

ubiquitinación y reprime el crecimiento. Este es un ejemplo de cómo SUMO

mantiene el equilibrio entre crecimiento y defensa modificando los reguladores de

crecimiento durante una situación de estrés (Conti et al., 2014).

DIANAS DE SUMO EN PLANTAS: PROTEÍNAS ESENCIALES

PARA LA CÉLULA

PCNA: el director de orquesta en la horquilla de replicación

PCNA (proliferating cell nuclear antigen) es una proteína de la familia β clamp o

de abrazaderas deslizantes del DNA, las cuales desempeñan un papel fundamental

en numerosos procesos relacionados con el metabolismo del DNA (Dieckman y

Washington, 2013; Moldovan et al., 2007; Reynolds et al., 2010). Aunque los

miembros de esta familia están muy conservados estructural y funcionalmente,

tanto en procariotas como en eucariotas, la identidad de secuencia entre grupos

filogenéticamente distantes es baja (solo un 35% entre levaduras y humanos)

(Bloom, 2009). Todos ellos poseen una estructura común toroidal, o en forma de

anillo (homodímeros en eubacterias, homotrímeros en eucariotas y bacteriófago

T4, heterotrímeros u homotrímeros en arqueas), con una simetría

pseudohexamérica que rodea al DNA de doble cadena y les permite deslizarse en

ambas direcciones (Figura 12).

PCNA de eucariotas forma un homotrímero, en el que cada uno de los

monómeros (o protómeros) contiene dos dominios globulares similares y

topológicamente relacionados (dominios I y II) que se conectan por una región

intrínsecamente desordenada, larga y flexible, denominada bucle de conexión entre

dominios o IDCL (interdomain connector loop) (residuos 118-134) (Figura 12)

(Dieckman et al., 2012). Estos monómeros se disponen cabeza-cola, formando un

anillo con dos zonas diferenciadas: una interna compuesta por hélices α y otra
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externa de láminas β (Figura 12). Aunque la carga neta de PCNA es negativa, el

anillo interno está cargado positivamente debido a su riqueza en residuos de

arginina y lisina, hecho que garantiza un agarre eficiente entre la abrazadera y la

doble cadena de DNA (Freudenthal et al., 2011). Esta estructura presenta, además,

dos caras bien diferenciadas: una frontal o anterior (cara C) que apunta a la

dirección de síntesis del DNA y contiene los IDCL y los extremos C-terminal de

los monómeros, y otra posterior (cara B) que incluye los sitios de regulación

mediante modificaciones postraduccionales (Figura 12) y, con una menor

conservación entre especies, diversos bucles prominentes como el bucle J (loop J)

y el bucle P (loop P) (Freudenthal et al., 2011; Kumari et al., 2021). A través de los

IDCL y los bolsillos hidrofóbicos subyacentes, en la cara frontal, PCNA se une a

un conjunto de ligandos muy diverso (Prestel et al., 2019), aunque algunas proteínas

también interaccionan con el bucle P, el bucle J y la cola C-terminal.

Figura 12. Proteínas β clamp de diferentes organismos. Las abrazaderas deslizantes están
constituidas por dos o tres monómeros que forman la estructura toroidal. A. Heterodímero, proteína
gp45 del bacteriófago T4 (PDB: 1CZD; Moarefi et al., 2000). B. Homodímero, de E. coli (PDB: 3D1F;
Georgescu et al., 2008). C. Heterotrímero de la arquea Sulfolobus sulfataricus (PDB: 2IX2; Williams et
al., 2006). D. Homotrímero de PCNA de humano (PDB: 6GIS; De March et al., 2017). Cada
monómero se ha coloreado de rojo, azul o verde.
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Papel de PCNA en la célula: un anillo para dominarlos a todos

Las numerosas funciones que PCNA desempeña en la célula radican en su

capacidad para interaccionar coordinadamente con múltiples factores que ejercen

su función de forma concomitante con el DNA, ya que carece de actividad

enzimática per se (Boehm et al., 2016; González-Magaña y Blanco, 2020). De este

modo, PCNA actúa como una plataforma móvil que media el reclutamiento de

proteínas implicadas en la replicación y la reparación del DNA, destacando su

papel como factor de procesividad de las polimerasas, el control del ciclo celular,

el ensamblaje de la cromatina y la correcta segregación de las cromátidas hermanas

(Choe y Moldovan, 2017; González-Mañaga y Blanco, 2020; Mailand et al., 2013).

Para realizar estas funciones es esencial la carga y descarga de esta abrazadera en

el DNA, mediada por el complejo pentamérico tipo chaperona RFC o por otros

similares a RFC (RFC-like) (Arbel et al., 2021; Bellí et al., 2022).

Muchas de las proteínas interactoras de PCNA poseen un motivo de unión

linear corto (short linear motif, SLiM) característico denominado PIM (PCNA

interacting motiv) o caja PIP (PCNA interacting protein box o PIP box), para el que se

definido la secuencia canónica QxxΨxxθθ (Ψ: residuo hidrofóbico alifático; θ:

residuo aromático, a menudo Y o F; x: cualquier aminoácido) (Prestel et al., 2019).

Además de este motivo, se ha descrito una variante de mayor extensión,

denominada PIP-degron, que media la degradación de la proteína interactora, y

otros alternativos como los APIM (AlkB homologue 2 PCNA-interacting motif) y la

caja KA (Liang et al., 2011; Prestel et al., 2019; Xu et al., 2001). Todos estos motivos

se localizan predominantemente en regiones intrínsecamente desordenadas y

presentan secuencias muy diversas, lo que sugiere que los bolsillos de unión en el

monómero de PCNA no son muy específicos, permitiéndoles unir a un amplio

número de interactores. Recientemente, se ha visto que las propiedades

electrostáticas de las regiones que flanquean las cajas PIP y sus múltiples variantes

son esenciales y pueden modular su afinidad con PCNA hasta en cuatro órdenes

de magnitud (Prestel et al., 2019).

En resumen, PCNA presenta un interactoma amplio y diverso, compuesto

por numerosas proteínas que compiten por unirse a su superficie. El control de

estas interacciones, esencial para mantener la integridad del genoma, se lleva a cabo

a través de modificaciones postraduccionales, tanto de PCNA como de sus
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interactores, la degradación selectiva de algunas proteínas y la participación de

factores asociados a la abrazadera.

Regulación de las funciones de PCNA en la célula: modificaciones

postraduccionales

En la regulación de las funciones de PCNA, las modificaciones

postraduccionales juegan un papel esencial al aumentar o modular el repertorio de

interactores o impedir su degradación. Se ha descrito que este factor de

procesividad puede ser ubiquitinado, sumoilado, ISGilado, acetilado, fosforilado y

metilado (Leung et al., 2019).

Figura 13. Comparación de PCNA modificado por SUMO y ubiquitina. Estructura
tridimensional del trímero de PCNA de S. cerevisiae conjugado a SUMO en la lisina 164 (verde; código
PDB: 3V60), a ubiquitina en la lisina 107 (azul; PDB: 3L10) y la superposición de ambas
modificaciones. Se muestra la vista frontal y la vista lateral. Adaptado de Freudenthal et al., 2011.

La ubiquitinación y la sumoilación de PCNA se han estudiado ampliamente

por su participación durante la replicación y la reparación del DNA, ya que

desempeñan un papel crucial en la derivación de los mecanismos de tolerancia al

daño en el DNA (DNA damage tolerance, DDT) (Bellí et al., 2022; Fan et al., 2020).

Estos péptidos, una vez unidos a PCNA, adquieren conformaciones diferentes que

generan distinta accesibilidad a la superficie de interacción, por lo que actúan

regulando el interactoma de la abrazadera; mientras la ubiquitina puede,
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dinámicamente, adoptar múltiples conformaciones discretas, SUMO presenta una

disposición extendida y flexible, sin interaccionar con la superficie del anillo

(Tsutakawa et al., 2015) (Figura 13).

Cuando se produce una lesión en el DNA que bloquea el avance de la

horquilla de replicación, la helicasa y las polimerasas de DNA pueden desacoplarse,

lo que origina una larga zona de ssDNA que es cubierta por RPA. La acumulación

de esta proteína dispara la ubiquitinación de PCNA y, con ello, los mecanismos de

tolerancia al daño del DNA (también denominados de derivación del daño o de

reparación postreplicativa del DNA –post replication repair, PRR) (Davies et al. 2008;

Karras y Jentsch, 2010). La vía DDT hace frente a las lesiones que se producen en

el DNA como resultado de procesos endógenos o agentes dañinos exógenos, los

cuales constituyen una fuente constante de estrés que desafía la integridad del

genoma (Ciccia y Elledge, 2010). Ésta puede actuar durante o tras la replicación

del DNA, y se subdivide en dos ramas diferentes, dirigidas por los genes del grupo

epistático Rad6: i) la síntesis de translesión (translesion synthesis, TLS), catalizada por

polimerasas de translesión (Pol TLS), que pueden replicar a través de daños en el

DNA generalmente de forma propensa a errores (Zhao y Washington, 2017), y ii)

el intercambio de cadenas o cambio de molde (template switching, TS), un mecanismo

similar a la recombinación que utiliza la cromátida hermana recién sintetizada

como molde para la reparación de la cadena dañada (Bellí et al., 2022; Bi, 2015)

(Figura 14). La subvía TLS es promovida por la monoubiquitinación de PCNA,

mientras que la reparación por TS depende de la poliubiquitinación de esta

proteína. Alternativamente, existe una tercera vía de reparación del daño en el

DNA por recombinación homóloga, denominada en este contexto como

recombinación o vía de salvamento (salvage recombination, SR) (Branzei y Szakal,

2016) (Figura 14). Este mecanismo es inhibido por la sumoilación de PCNA e

independiente de su ubiquitinación, y al contrario que la TS, promueve el

entrecruzamiento entre las cromátidas y puede generar reordenamientos

cromosómicos e inestabilidad en el genoma (Lehmann et al., 2020). La elección

entre una u otra vía de reparación determina, por lo tanto, un resultado propenso

o libre de errores o la reorganización del DNA, y las modificaciones

postraduccionales de PCNA actúan en este punto como un elemento regulador

clave al precisar cómo se repara el daño en el DNA (Figura 14).
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Ubiquitinación de PCNA: control de la vía de tolerancia al daño en

el DNA (DDT)

La respuesta celular ante el bloqueo de la horquilla de replicación, el

desacoplamiento de la helicasa de DNA y la detención de la polimerasa replicativa,

es la monoubiquitinación de PCNA en la lisina 164, mediada por el heterodímero

Rad6/Rad18 (E2/E3 de ubiquitina) en la levadura (Bailly et al., 1997; Chang et al.,

2006; Hoege et al., 2002) (Figura 15). En los sitios en los que se ha producido la

lesión, la acumulación de RPA unida al DNA de cadena sencilla actúa reclutando

a Rad18 a la cromatina, lo que contribuye directamente a la modificación de la

abrazadera (Davies et al., 2008; Li et al., 2019). La ubiquitinación de PCNA

promueve el intercambio transitorio de las polimerasas replicativas (Polδ y Polε)

por las polimerasas de translesión, que poseen cajas PIP y motivos de unión a

ubiquitina UBM o UBZ que aumentan su afinidad por PCNA-Ub en el punto de

bloqueo de la replicación (Bienko et al., 2005; Guo et al., 2006; Plosky et al., 2006;

Lancey et al., 2021). Las enzimas TLS, principalmente Polζ (familia B), Polη, Polκ,

Polι y Rev1 (familia Y), son capaces de insertar un nucleótido opuesto a la lesión

y/o extender la copia del DNA a partir de las bases incorporadas (Fan et al., 2020;

Prakash et al., 2005), permitiendo la derivación del daño y la continuación de la

replicación de la hebra naciente por la polimerasa replicativa δ (Haracska et al.,

2002). No obstante, al ser deficientes en la la actividad exonucleasa 3′-5′ (actividad

correctora), son propensas a producir mutaciones (Vaisman y Woodgate, 2017).
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Figura 14. Mecanismos de tolerancia al daño en el DNA. A. El daño producido en el DNA
durante la replicación (representado por la estrella amarilla en la cadena líder) detiene el avance de la
polimerasa replicativa. Para continuar con la síntesis de DNA o reparar la brecha generada por la
lesión, la célula activa las vías de tolerancia a daño en el DNA. B. En la sínstesis de translesión (TLS),
en la que la polimerasa de DNA replicativa se sustituye temporalmente por una polimerasa TLS; éstas
pueden replicar a través de la lesión pero con baja fidelidad, por lo que son potencialmente
mutagénicas. C. Otra vía es la denominada cambio de molde o intercambio de cadenas (TS), que
utiliza la cadena hermana recién sintetizada como plantilla para reparar la lesión sin cometer errores.
Los factores de recombinación del grupo epistático de Rad52 (Rad52*: Rad52, Rad51, Rad54 y
Rad55/Rad57) dirigen la invasión de la hebra dañada y la polimerasa d lleva a cabo la síntesis de
reparación, generando así una estructura intermediaria de recombinación (SCJ) que resuelven
Sgs1/Top3/Rmi1 (STR). D. El reinicio de la horquilla y la reparación de la lesión también pueden
proceder a través de la vía de recombinación homóloga (en este contexto denominada recombinación
de salvamento), que sigue el mecanismo descrito en C pero en el que la resolución de SCJ puede dar
lugar al entrecruzamiento entre las cadenas. Se ha propuesto que las distintas vías actúan dependiendo
de la fase del ciclo celular: TS en la fase S y SR y TLS durante las fases G2/M.

Para explicar el intercambio de las polimerasas en la horquilla de replicación,

se han propuesto dos modelos. El primero de ellos propone que PCNA actúa

como un "cinturón portaherramientas" (PCNA toolbelt) que recluta a las

polimerasas de translesión a los monómeros que no están unidos a Polδ

polimerasas de translesión se enganchan a PCNA ubiquitinado a través de sus

motivos de unión al pequeño péptido, localizándose en la cara posterior hasta su

participación en la reparación, sin que ello conlleve la disociación de la polimerasa

replicativa Polδ (Indiani et al., 2005; Kath et al., 2014). El segundo mecanismo

propone que Rev1 actúa como un “puente molecular” que media la unión entre

una polimerasa TLS y PCNA para facilitar el intercambio (Boehm et al., 2016).

En S. cerevisiae, además de la modificación de K164, se ha detectado la

monoubiquitinación de otros residuos de lisina de PCNA en respuesta a defectos

en la ligasa de DNA I (K107) (DasBradoo et al., 2010; Nguyen et al., 2013) y en la

maduración del fragmento de Okazaki (K242; Becker, 2018), y tras la exposición

de la célula a agentes dañinos como la radiación UV (K248; Povlsen et al., 2012) y

la colchicina (K168; Xu et al., 2010). Adicionalmente, en humanos, se ha detectado

la ubiquitinación de la lisina 117 inducida por UV (Elia et al., 2015).

La monoubiquitinación de PCNA en la lisina 164 puede extenderse y

formar cadenas de poliubiquitina unidas por la K63, por acción del heterodímero

E2 Ubc13/Mms2 (UBC13/UEV1 en mamíferos) y la ligasa E3 Rad5, en S.

cerevisiae (o los ortólogos SHPRH y HLTF en humanos) (Hoege et al., 2002)
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(Figura 15). Esta modificación conduce a la ruta de reparación libre de errores por

la vía TS, promovida por la interacción de Rad 5 con Rad18 y PCNA, e implica la

participación de factores de recombinación del grupo epistático Rad52 (Rad51,

Rad55, Rad57 y Rad59, entre otros), y de la polimerasa replicativa δ (Pardo, 2018).

En la levadura de fisión, en cambio, la poliubiquitinación de PCNA por Ubc13

activa la vía TLS (Coulon et al., 2010).

Figura 15. Regulación de las vías de tolerancia al daño del DNA mediante la modificación
postraduccional de PCNA. La modificación postraduccional de PCNA por SUMO y ubiquitina da
lugar al reclutamiento de proteínas específicas que, de otro modo, presentan interacciones débiles
con este factor de procesividad. En respuesta a daño en el DNA, PCNA es monoubiquitinado en la
lisina 164 por la enzima conjugadora Rad6 y la ligasa Rad18, promoviendo el reclutamiento de
polimerasas TLS y la derivación del daño por la vía TLS. La extensión de esta modificación y la
formación de una cadena de ubiquitinas unidas por la lisina K63 (poliubiquitinación), llevado a cabo
por Ubc13/Mms2 y Rad5, promueve la reparación del daño por la vía TS. Durante la fase S del ciclo
celular, PCNA es sumoilado en la lisina 164 y 127 por Ubc9 y las ligasas Siz1 y Siz2. Esta modificación
promueve el reclutamiento de la helicasa Srs2 a la horquilla de replicación, donde inhibe los eventos
indeseados de recombinación homóloga (HR) y la vía de reparación por recombinación (SR).

La vía TS comienza con la invasión de la hebra naciente bloqueada, que

utiliza transitoriamente la cromátida hermana no dañada como molde de

replicación. Una vez que la región que contiene la lesión en la cadena de DNA

parental se copia, la cadena naciente vuelve a aparear con su cadena original, lo

que conduce al reinicio de la replicación normal. Durante el proceso se forman

intermediarios como estructuras de DNA en forma de X (denominadas "uniones
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de cromátidas hermanas", o “sister chromatid junctions”, SCJ), las cuales suelen ser

resueltas por el complejo Sgs1/Top3/Rmi1 (STR) (BLM-TOPIIIa-RMI1-RMI2

en humanos) (Branzei et al., 2008; Glineburg et al., 2013; Karras y Jentsch, 2010)

(Figura 14).

Cuál es el mecanismo que subyace a la selección de una u otra vía de

reparación durante la replicación sigue siendo enigmático, aunque se han

propuesto varias hipótesis. Se ha sugerido que el ensamblaje y desensamblaje

dinámico de la poliubiquitilación del PCNA (Takahashi et al., 2020), la

desubiquitinación de la abrazadera en la lisina K164 (Álvarez et al., 2019), o, de

forma alternativa y emergente, la cinética de las vías, la participación de otros

factores o el tipo de lesión son claves en la modulación de la derivación hacia una

u otra ruta de reparación (Che et al., 2021; Ripley et al. 2020).

Sumoilación de PCNA: preservando la estabilidad del genoma

PCNA también se conjuga con SUMO en la fase S, durante la replicación

imperturbable y en respuesta a daño severo en el DNA (Hoege et al., 2002; Parker

et al., 2008). En levaduras y vertebrados, la sumoilación tiene lugar principalmente

en la conservada lisina 164, por acción de la ligasa Siz1 o sus homólogas en

humanos PIAS1 y PIAS4 (Arawaka et al., 2006; Hoege et al., 2002; Leach y Michael,

2005; Parker et al., 2008; Stelter y Ulrich, 2003). También se ha descrito la

modificación del residuo K127 en PCNA de S. cerevisiae (Hoege et al., 2002) y de

K254 en los homólogos de humanos (Gali et al., 2012) y Arabidopsis (Strzalka et al.,

2012).

En levaduras, la sumoilación de PCNA promueve el reclutamiento de la

helicasa de DNA Srs2 a la horquilla de replicación, donde suprime los eventos de

recombinación homóloga y la vía de reparación SR (Figura 15) (Papouli et al.,

2005; Pfander et al., 2005). En humanos, se ha descrito la existencia de un

homólogo funcional de Srs2, la proteína PARI, que conserva mecanismos de

acción similares asociados a PCNA-SUMO (Moldovan et al., 2012). Además, en

este organismo se ha descrito que esta modificación de PCNA protege a la

horquilla de replicación contra la formación de roturas del DNA de doble cadena

si la misma se detiene al producirse una lesión (Gali et al., 2012).
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También en S. cerevisiae, la sumoilación de PCNA parece actuar como un

interruptor entre la vía DDT y la recombinación homóloga, favoreciendo la

reparación por TS (Branzei et al., 2008). PCNA-SUMO promueve la unión de

Rad18 a través de su motivo SIM y, de esta forma, la ubiquitinación de otros

monómeros del trímero, lo que actuaría como un mecanismo de transición hacia

la TS (Branzei et al. 2008; Parker y Ulrich, 2012; Parker y Ulrich, 2013). Para

permitir la derivación del daño por esta vía, varias proteínas asociadas a la horquilla

de replicación y PCNA, Esc2 y Elg1, actúan contrarrestando la actividad

antirrecombinasa de Srs2 (Arbel et al., 2020; Tamang et al., 2019; Urulangodi et al.,

2015). Esc2 se une a la horquilla de replicación detenida, donde interacciona con

el motivo SIM de Srs2 a través de sus dos dominios similares a SUMO (SUMO-

like domains, SLD1/2). Según el modelo propuesto, esta proteína reduce los niveles

de la helicasa al reclutar a Elg1 (ATAD5 en humanos), una subunidad alternativa

de la proteína RCF que descarga PCNA-SUMO del DNA) (Arbel et al., 2020;

Tamang et al., 2019; Urulangodi et al., 2015) y 2) la enzima STUbL Slx5/8, las cuales

limitan el acceso y median la degradación por vía proteosomal de Srs2,

respectivamente (Urulangodi et al., 2015), permitiendo la formación óptima de los

filamentos de Rad51. También se ha propuesto que la ATPasa Mgs1 (WRNIP1 en

células de mamíferos) (Hishida et al., 2001), actúa favorececiendo específicamente

la recombinación por TS y bloqueando otros modos de recombinación

potencialmente peligrosos (Jiménez-Martín et al. 2020). En células de metazoos,

PCNA-K164SUMO también es necesaria para la vía TS durante el bloqueo de la

replicación (Mohiuddin, et al., 2018).

Se desconoce qué mecanismos determinan qué vía de reparación utilizar y

cómo éstas se coordinan. Diferentes factores y condiciones, como la presencia de

estrés de replicación o el tipo de lesión en el DNA, y factores o complejos

proteicos como Rad5 o Sgs1, entre otros, podrían influir en la selección de la vía

de DDT que mejor se adapte a las necesidades de la célula (Fan et al., 2020).

Srs2: Supressor of RAD6 mutant

El gen SRS2 (suppressor of rad 6 mutant 2) se identificó en levaduras en una

búsqueda de supresores a la sensibilidad al daño en el DNA de mutantes de la vía

DDT, rad6 y rad18 (Aboussekhra et al., 1989; Aguilera y Klein, 1988; Lawrence y

Christensen, 1979; Rong et al., 1991; Schiestl et al., 1990). Dado que esta supresión
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depende de un mecanismo de recombinación homóloga funcional, Srs2 se

posicionó como una proteína con actividad anti-rembinogénica (Aboussekhra et

al., 1989; Rong et al., 1991; Schiestl et al., 1990).

Srs2 es una helicasa de DNA dependiente de ATP que pertenece a la

superfamilia SF1a (superfamily 1a) y presenta homología con las helicasas

bacterianas UvrD, Rep y PcrA (Aboussekhra et al., 1989; Gorbalenya et al., 1988;

Rong et al., 1991). Como UvrD, Srs2 es capaz de desenrollar el DNA con polaridad

3’- 5’ utilizando ATP como fuente de energía, lo que le permite translocarse a lo

largo del DNA de cadena sencilla (Rong y Klein, 1993) y procesar diversos

sustratos como horquillas, flaps, extremos 3’ y 5’ protuberantes, extremos romos,

uniones de Holliday (Holliday junctions, HJ) y bucles D (Le Breton et al., 2008; Liu

et al., 2017; Marini y Krejci, 2012; Prakash et al., 2009; Sebesta et al., 2011; Van

Komen et al., 2003).

Figura 16.Organización de la proteína Srs2 de S. cerevisiae. El dominio helicasa similar a UvrD
está coloreado de cyan, y en él se han destacado los diferentes motivos helicasas descritos. La región
y los motivos que median la interacción con Rad51, PCNA (PIM) y SUMO (SIM) están marcados en
rosa, naranja y rojo, respectivamente. Los residuos que son fosforilados se han indicado con un
asterisco azul y aquellos sumoilados con un triángulo verde. WA: Walker A; WB: Walker B.
Modificado de Niu y Klein, 2017.

Srs2 contiene, en su extremo N-terminal, un dominio helicasa similar a

UvrD (UvrD-like) que incluye los motivos helicasa (Gorbalenya et al., 1988;

Gorbalenya et al., 1989; Lee y Yang, 2007; Tanner et al., 2003) (Figura 16). Estos

motivos, entre los que están los motivos Walker A y Walker B, comprenden los

residuos involucrados en la unión al DNA y unión e hidrólisis del ATP (Lee y

Yang, 2007; Walker et al., 1982). La región C-terminal contiene los residuos que se

modifican postraduccionalmente, por SUMO o un grupo fosfato, la región de

interacción a Rad51 y los motivos de unión a PCNA (PIM no canónico) y SUMO
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(SIM canónico) (Niu y Klein, 2017) (Figura 16). En total, se han identificado más

de un centenar de interactores de Srs2, incluidos los principales factores

relacionados con la reparación y recombinación homóloga del DNA, como la

nucleasa Mre11 y Mus81, Rad51, Rad52 y las helicasas Sgs1, Mph1 y Nej1,

implicada en la vía NHEJ (Chiolo et al., 2005; Kolesar et al., 2016), componentes

de la ruta de sumoilación Ubc9, Siz1 y Siz2 y ubiquitinación Rad5 y Rad18, y otras

proteínas como Slx5 y Esc2 (Marini y Krejci, 2010; Niu y Klein, 2017). Las

regiones que flanquean el dominio helicasa, en cambio, exhiben un alto grado de

variabilidad de secuencia y longitud, especialmente el dominio C-terminal (Richar

et al., 2005).

La proteína Srs2 está conservada en el reino Fungi (Doe y Whitby, 2004;

Suzuki et al., 2005; Wang et al., 2001; Yasuhira, 2009), en plantas, invertebrados y

anfibios (Blanck et al., 2009), además de contar con análogos funcionales en

mamíferos y aves (Moldovan et al., 2012). Sobre las proteínas homólogas de plantas

no se dispone de mucha información, procediento ésta principalmente de estudios

llevados a cabo con organismos modelo. En Arabidopsis, se ha observado que la

expresión de SRS2 se reprime tras la exposición a radiación γ (Culligan et al., 2006)

y se ha confirmado su actividad como helicasa de DNA funcional con

direccionalidad 3’→5’ y propiedades que le permiten participar en diferentes pasos

durante el procesamiento de los intermediarios de recombinación (HJs y HJs

parciales) (Blanck et al., 2009). En el briófito Physcomitrella patens, la expresión del

gen SRS2 se indujo como respuesta al daño en el DNA inducido por bleomicina

(Kamisugi et al., 2016), mientras que su ausencia no produjo ningún defecto

detectable en el crecimiento, hipersensibilidad al daño en el DNA, ni efecto en la

eficiencia de integración de transgenes selectivos (gene targeting) en la planta (Charlot

et al., 2014; Kamisugi et al., 2016), posiblemente debido a la existencia de un alto

nivel de redundancia en los elementos encargados del mantenimiento del genoma

de este organismo (Kamisugi et al., 2016).

En mamíferos, aunque no se ha identificado un homólogo de Srs2, se ha

descrito la existencia de varias proteínas que presentan funciones análogas

(RTEL1, RECQL5, FBH1, PARI y FIGNL1), capaces de suprimir la

recombinación homóloga desmantelando los filamentos de Rad51 o limitando la

extensión del bucle D (Chiolo et al., 2007; Hu et al. 2007; Matsuzaki et al. 2019;

Moldovan et al. 2012; Osman et al., 2005; Simandlova et al. 2013). Entre ellos
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destaca PARI (PCNA-associated recombination inhibitor), que presenta una

organización de dominios similar a la de Srs2, se une a PCNA sumoilado e inhibe

los eventos de recombinación homóloga inapropiados a través de los mecanismos

descritos para la helicasa de levaduras (Burkovics et al., 2016; Moldovan et al.,

2012).

Papel multifuncional de Srs2

En S. cerevisiae, Srs2 actúa como un regulador de la recombinación

homóloga, que participa tanto en la replicación como en la reparación del DNA

(Crickard y Greene, 2019; Niu y Klein, 2017).

Mecanismos de reparación de las roturas del DNA de doble cadena

(DSBs)

Las roturas del DNA de doble cadena (doble strand breaks, DSBs) son eventos

comunes en las células eucariotas, consecuencia de la exposición a agentes dañinos

(Vítor et al., 2020). Para reparar este daño las células cuentan con dos vías

principales: la unión de extremos no homólogos (non-homologous end joining, NHEJ)

o la recombinación homóloga (homologous recombination, HR). La primera vía es la

predominante en las células de mamíferos, e implica la unión de ambos extremos

de la doble cadena de DNA con poco o ningún procesamiento adicional. Este

mecanismo resulta eficiente y a menudo mutagénico, ya que origina pequeñas

deleciones o inserciones (Ali et al., 2022). La segunda vía, la reparación por

recombinación homóloga, incluye un grupo de vías que comparten dos

características: i) requieren secuencias de DNA homólogas intactas para la

reparación (DNA donante) y ii) comienzan con la resección del DNA alrededor

de la rotura, que genera DNA de cadena sencilla. Dependiendo de la naturaleza de

la rotura del dsDNA, la reparación dependiente de homología puede proceder a

través del anillamiento de una sola hebra (single-strand annealing, SSA), la replicación

inducida por rotura (break-induced replication, BIR) o la conversión génica (gene

conversion, GC) (Figura 17).

La recombinación homóloga comienza con la resección de los extremos 5’

de la doble cadena de DNA para formar un extremo 3’ protuberante, al que se une
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la proteína RPA y posteriormente Rad51 (presinapsis) (Daley et al., 2014; Jasin y

Rothstein, 2013). En este punto, si la zona de rotura del DNA está flanqueada por

repeticiones homólogas directas, puede ocurrir la reparación por la vía SSA, a

través del anillamiento de las secuencias complementarias en los extremos

reseccionados. Este mecanismo es mutagénico, ya que se pierde la secuencia

comprendida entre la zona de homología y el extremo 5’, pero puede actuar como

un mecanismo de salvaguarda cuando no hay otras opciones disponibles (Bhargava

et al., 2016) (Figura 17B). La recombinación homóloga continúa con la búsqueda

de secuencias homólogas por el filamento de nucleoproteína Rad51-ssDNA, el

establecimiento de un contacto físico con la molécula donante (sinapsis) y la

invasión del DNA homólogo (postsinapsis), desplazando a la hebra

complementaria y creando un bucle de desplazamiento (bucle D, o D-loop). La

cadena invasora y el molde homólogo se emparejan y forman un heterodúplex de

DNA, que es extendido en su extremo 3’ por la polimerasa δ para restaurar la

secuencia alrededor del sitio de ruptura bucle D extendido (McVey et al., 2016;

Sung, 1994). La estructura resultante, denominada bucle D extendido, es un

intermediario crítico en la determinación del entrecruzamiento o no

entrecruzamiento, y puede ser procesada a través de dos vías principales

comprendidas como conversión génica: SDSA (synthesis-dependent strand-annealing

pathway) y DSBR. En la vía SDSA, el bucle D extendido es disociado para permitir

la unión de la hebra recién sintetizada con el segundo extremo procesado de la

DSB, generándose exclusivamente productos sin entrecruzamientos. En cambio,

si el bucle D es desplazado y unido con el segundo extremo del DSB, se forman

las estructuras de unión doble de Holliday (dHJ), cuya resolución o disociación

puede dar lugar a productos con o sin entrecruzamientos, respectivamente (vía

DSBR) (Heyer, 2015; Ranjha et al., 2018; Symington et al., 2014) (Figura 17). En

este proceso participan diferentes helicasas que ayudan a prevenir la invasión de

cadenas erróneas o a limitar el alcance de la actividad de la polimerasa. Por último,

la vía BIR tiene lugar cuando la síntesis de DNA continúa hasta el final del

cromosoma. Tanto los mecanismos GC como BIR pueden dar lugar a una

reparación sin errores si se utiliza una cromátida hermana como donante, pero si

la reparación implica a un cromosoma homólogo o a un sitio de homología

ectópico, pueden producirse pérdidas de heterocigosidad o reordenamientos

cromosómicos (Chen et al., 2007; Malkova e Ira, 2013; Stark y Jasin, 2003).
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Figura 17.Mecanismos de reparación de la rotura de DNA de doble cadena (DSB).Una rotura
en el DNA de doble cadena suele considerarse el tipo más peligroso de daño en el DNA. Las células
poseen varios mecanismos para hacer frente a esta lesión, que es reparada principalmente por la unión
de extremos no homólogos (NHEJ) o por recombinación homóloga (HR). NHEJ (A) implica la
ligación de los extremos con poco o ningún procesamiento del DNA alrededor de la rotura del
dsDNA, lo que conlleva a menudo pequeñas inserciones o deleciones. Alternativamente,
dependiendo de la naturaleza del DSB, la reparación dependiente de homología puede proceder a
través del: (B) recocido de una sola hebra (SSA), (C) la replicación inducida por la rotura (BIR) o (D)
la conversión génica (GC). Estas tres vías de reparación comienzan con la resección del extremo 5'
alrededor de la DSB para crear extremos protuberantes de ssDNA (presinapsis). Una vez
reseccionado el DNA, puede ser reparado por SSA (B) cuando existen repeticiones directas
flanqueando el sitio de rotura (líneas rosas). GC y BIR requieren la invasión del extremo 5’
protuberante a una molécula donante (sinapsis) y un posterior intercambio de cadenas en el que una
cadena de la molécula donante es desplazada por la invasora para formar un bucle D (postsinapsis).
La vía BIR (C) se emplea cuando sólo está presente un extremo, de modo que la hebra invasora se
extiende y el DNA recién sintetizado se desplaza del donante para actuar como molde de la segunda
hebra. La GC (D) es el principal mecanismo de reparación de una DSB, para lo que requiere que
ambos extremos de la rotura tengan homología con una molécula de DNA donante y estén
disponibles para la reparación, y puede producirse a través de las vías SDSA o DSBR. Durante la
SDSA (E), la cadena invasora se desplaza de la molécula donante y se une a las secuencias del otro
extremo de la ruptura, generando exclusivamente productos sin entrecruzamiento. La DSBR (F), en
cambio, implica la extensión de la hebra invasora, la captura del segundo extremo de la rotura y la
resolución del intermediario de doble unión Holliday (dHJ) formado por endonucleasas o helicasas.
A diferencia del SDSA, la resolución de una dHJ puede dar lugar a un producto sin entrecruzamiento
(G) o con entrecruzamiento (H). Las puntas de las flechas indican los extremos 3' del DNA. Las



Introducción

70

Figura 17. (continuación) líneas punteadas muestran el DNA recién sintetizado y sus colores
corresponden a las moléculas de DNA que se han utilizado como plantillas. DSB: double-strand break;
NHEJ: non-homologous end joining; GC: gene conversion; BIR: break-induced replication; SSA: single-strand
annealing; SDSA: synthesis-dependent strand annealing; DSBR: double-strand break repair. Adaptado de
Andriuskevicius et al., 2018.

Actividad de Srs2 en la horquilla de replicación

Diversos estudios genéticos permitieron inferir el papel antirrecombinasa

de Srs2 en S. cerevisiae. La ausencia o mutación del gen SRS2: (1) da lugar a un

fenotipo hiperrrecombinante, (2) suprime la sensibilidad frente a agentes

genotóxicos en levaduras deficientes en la vía de tolerancia al daño en el DNA

(Aguilera y Klein, 1988; Palladino y Klein, 1992) y (3) exhibe letalidad sintética o

crecimiento lento en combinación con mutantes en genes implicados en el

mantenimiento del genoma (Gangloff et al. 2000; Klein, 2001; Ooi et al., 2003; Pan

et al., 2006; Tong et al., 2004; Xu et al., 2004), que en muchos casos se alivia por la

deleción de RAD51 y de otros factores esenciales en la recombinación homóloga

como RAD52, RAD55 y RAD57 (Gangloff et al. 2000; Heude et al., 1995; Schild,

1995). Todos estos fenotipos se han asociado con la generación de intermediarios

de recombinación tóxicos en la horquilla de replicación, lo que ha permitido situar

a Srs2 como un inhibidor de la recombinación homóloga (Aboussekhra et al., 1989;

Aboussekhra et al., 1992; Broomfield y Xiao, 2002; Chanet et al., 1996; Fabre et al.,

2002; Rong et al., 1991; Schiestl et al., 1990). Dicha función fue respaldada

posteriormente por estudios bioquímicos que demostraron que Srs2 es capaz de

desmantelar eficazmenre los filamentos de nucleoproteína de Rad51-ssDNA, un

intermediario clave para la recombinación homóloga (actividad bautizada como

stripasse) (Krejci et al., 2003; Veaute et al., 2003) (Figura 18).

Srs2 lleva a cabo su función antirecombinasa en la horquilla de replicación,

donde es reclutado por PCNA sumoilado, con la que interacciona a través de los

motivos SIM y PIM de su extremo C-terminal (Armstrong et al., 2012; Kolesar et

al., 2012; Papouli et al., 2005; Pfander et al., 2005). Para explicar cómo desempeña

esta función se han propuesto dos mecanismos. El primero de ellos es el

desmantelamiento de los filamentos de nucleoproteína Rad51-ssDNA, siguiendo

la dirección de translocación 3’-5’. Esta actividad prototípica de helicasas

antirrecombinasas (Bernstein et al., 2010; Branzei y Szakal, 2017; Brosh, 2013;

Veaute et al., 2005) ha sido estudiada principalmente in vitro, aunque aún no se
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dispone de mucha información sobre cómo se inicia o se regula. A partir de

diversos ensayos se ha propuesto que: 1) la interacción entre Srs2 y Rad51 es

esencial en ensayos in vitro, pero no in vivo (Antony et al., 2009; Colavito et al. 2009;

Sasanuma et al., 2013), que Srs2 es reclutado al complejo presináptico 2)

preferentemente en grupos de RPA flanqueados por Rad51, o bien al unirse 3) al

heterodúplex formado por la unión de dsDNA al filamento ssDNA-Rad51

(Kaniecki et al., 2017) o 4) al ssDNA desnudo (De Tullio et al., 2017), y también se

ha mostrado que Srs2 5) actúa en tándem (Dupaigne et al., 2008; Kaniecki et al.,

2017; Lytle et al., 2014) y 6) puede eliminar a Rad52 del RPA-ssDNA, un

intermediario temprano de la HR (De Tullio et al., 2017). En cuanto a la regulación

de este mecanismo, se ha visto que varios factores accesorios de la recombinación

homóloga, incluyendo Rad52, Rad55/57 y el complejo SHU, pueden actuar como

reguladores negativos de la actividad de Srs2 al promover el ensamblaje de los

nucleofilamentos de Rad51 (Bernstein et al., 2011; Burgess et al., 2009; Liu et al.,

2011). Otras proteínas, como las mencionadas previamente Esc2, Elg1 y el

complejo Slx5/Slx8 pueden directamente reducir la presencia de Srs2 en la

horquilla de replicación estancada (Urulangodi et al., 2015).

Además de desensamblar los filamentos de nucleoproteína de Rad51, se ha

mostrado que Srs2 también es capaz de inhibir la síntesis del DNA durante su

reparación al disociar a Polδ de su complejo con PCNA-SUMO, limitando la

extensión del extremo 3’ de la cadena invasora (que forma el bucle D) (Burkovics

et al., 2013). Esta actividad da lugar a tramos de conversión más cortos, lo que

reduce los eventos de entrecruzamiento.

Papel de Srs2 en la reparación de la rotura del DSB

Srs2 actúa preservando la integridad del genoma al evitar que se produzcan

eventos indeseados de recombinación homóloga durante la replicación del DNA,

y entrecruzamientos durante la reparación del dsDNA. A este respecto, Srs2

desempeña un papel importante al promover la reparación de roturas en el dsDNA

por la vía SDSA (Aylon et al., 2003; Dupaigne et al., 2008; Ira et al., 2003; Mitchel

et al., 2013; Miura et al., 2013; Robert et al., 2006; Saponaro et al., 2010).

Se ha sugerido que el mecanismo responsable de la promoción de la vía

SDSA (función pro-SDSA) también podría ser el desmantelamiento de los
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filamentos Rad51-ssDNA (Ira et al., 2003; Jenkins et al., 2019). Alternativamente,

se ha propuesto que podría depender de la capacidad de Srs2 para interrumpir los

bucles D extendidos (Figura 18), mediados por Rad51 y Rad54, reduciendo de

esta forma la generación de uniones dobles de Holliday y su resolución por

entrecruzamiento (Dupaigne et al., 2008; Ira et al. 2003; Liu et al., 2017; Piazza et al.

2019). Datos genéticos muestran que es necesaria la sumoilación de PCNA para

reclutar a Srs2 al bucle D, ya que las cepas mutantes siz y PCNA-K164R presentan

los mismos defectos que la cepa srs2 en la vía SDSA (Burkovics et al., 2013; Kolesar

et al., 2016; Le Breton et al., 2008; Miura et al., 2013; Robert et al., 2006).

Figura 18. Mecanismos de acción de Srs2. A. Desensamblaje de los filamentos presinápticos de
Rad51. El DNA de cadena sencilla, generado como resultado de la resección del extremo 5’ o la
separación de cadenas, es rápidamente cubierto por RPA (esferas azules). Srs2 es reclutado por RPA
dentro del complejo presináptico, desde comienza a desensamblar las moléculas de Rad51(esferas
verdes) (Antony et al., 2009). Esto permite que se carguen más moléculas de RPA y crea más sitios
para la asociación de nuevas proteínas Srs2 a lo largo del ssDNA (Kaniecki et al., 2017). B.
Desmantelamiento del bucle D. Srs2 limita la extensión de la síntesis de reparación dependiente de
Rad51 liberando a Polδ de su complejo con PCNA, bloqueando así la extensión adicional del extremo
3' de la cadena invasora y limitando la extensión de la conversión (Burkovics et al., 2013).

Papel de las modificaciones postraduccionales de Srs2

Las funciones de Srs2 están reguladas por modificaciones postraduccionales

(principalmente sumoilación y fosforilación) de la helicasa y otras proteínas

interactoras (Chiolo et al., 2005; Kolesar et al., 2012; Saponaro et al., 2010).

A B
Desensamblaje de los filamentos

presinápticos de Rad51
Desmantelamientodel bucle D
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La fostorilación de residuos de serina o treonina de Srs2 (Figura 16) es

necesaria para desmantelar estructuras específicas del DNA, como los bucles D

durante la vía de reparación SDSA (Saponaro et al., 2010). La sumoilación de Srs2

tiene lugar en tres lisinas localizadas en el extremo del dominio C-terminal (K1081,

K1089 y K1142) y es dependiente de su motivo SIM (Kolesar et al., 2012; Saponaro

et al., 2010). Esta modificación se induce por daño en el DNA, y se ha visto que:

(1) promociona específicamente la recombinación del rDNA (Kolesar et al., 2016;

Saponaro et al., 2010), (2) tiene un efecto inhibitorio en la vía de reparación SDSA

en ausencia de su fosforilación (Saponaro et al., 2010) y (3) altera su interacción

con otras proteínas, como es el caso de PCNA sumoilado (Kolesar et al., 2012;

Kramarz et al., 2017).

El motivo SIM de Srs2 también juega un papel importante en la regulación

de sus funciones al coordinar su interacción con otras proteínas. Este motivo: (1)

aumenta o reduce su afinidad por PCNA sumoilado, al estar disponible para su

unión al SUMO conjugado a PCNA o a la enzima conjugadora, respectivamente,

(2) estimula su unión a otras proteínas de recombinación sumoiladas como Mre11,

Rad51, Rad59 y Rad52, promoviendo el ensamblaje de complejos de reparación

del DNA (Kolesar et al., 2016), y (3) media su degradación a través de su

interacción con Esc2 (Urulangodi et al., 2015).

Funciones adicionales de Srs2

El levaduras, Srs2 también cumple un papel fundamental durante la meiosis

al resolver los filamentos de nucleoproteína de Rad51-ssDNA, suprimiendo así la

formación de daños letales aberrantes en el DNA durante la profase I tardía

(Palladino y Klein, 1992; Sasanuma et al. 2013; Sasanuma et al., 2019).

Además de la regulación de la recombinación homóloga, Srs2 también

participa en la correcta activación de los puntos de control de la replicación, así

como en la recuperación y la adaptación de la célula en respuesta a la detención

del ciclo celular (Liberi et al., 2000; Vaze et al., 2002). En ausencia de esta helicasa,

las células muestran un retraso en el crecimiento celular, con una fase S y/o G2

tardía prolongada y meiosis defectuosas (Palladino y Klein, 1992), lo cual podría

ser el resultado de la generación de intermediarios de recombinación irresolubles

que desencadenan en la activación de los puntos de control y comprometen la
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progresión del ciclo celular (Vaze et al., 2002). Srs2 también participa en otras vías

de repación de DSB como SSA, BIR y NHEJ (Aylon et al., 2003; Hegde y Klein

2000; Ira et al., 2003; Miura et al., 2012; Lydeard et al., 2007; Vaze et al., 2002).
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En la presente tesis doctoral se han establecido tres objetivos principales:

1. Estudiar la interferencia de las proteínas virales involucradas en la
replicación de los geminivirus en las modificaciones postraduccionales

de PCNA de tomate.

2. Caracterizar la proteína homóloga de SRS2 de Arabidopsis y estudiar su
posible papel en la replicación de los geminivirus.

3. Desarrollar herramientas que faciliten la identificación de proteínas de
la planta cuya sumoilación se vea alterada por la expresión de Rep de

geminivirus.
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MÉTODOS GENERALES

Las técnicas moleculares estándar, así como la manipulación de las cepas

bacterianas de Escherichia coli yAgrobacterium tumefaciens, se llevaron a cabo siguiendo

métodos descritos por Sambrook y Green, 2012.

El modelo de PCNA de tomate se realizó con el paquete UCSF Chimera

(Pettersen et al., 2004), usando como referencia el trímero de PCNA humano

(número de acceso al Banco de Datos de Proteínas: 1AXC).

MICROORGANISMOS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Escherichia coli

Las cepas de E. coli DH5α y TOP10 (Thermo Fisher Scientific) se usaron

para llevar a cabo la construcción, el mantenimiento y la amplificación de todos

los plásmidos. Los productos de PCR generados y clonados en este trabajo fueron

secuenciados. La cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RIL (Agilent) se empleó para la

prueba de expresión de AtSRS2 silvestre y NCM631, derivada de BL21 (Govantes

et al., 1996), para los ensayos de sumoilación y ubiquitinación. Las diferentes cepas

se cultivaron a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) (1% p/v triptona, 0,5% p/v

extracto de levaduras, 0,25% p/v NaCl [pH 7.0]) (Maloy, 1990) suplementado con

el/los antibiótico/s correspondiente/s: kanamicina (50 µg/mL), ampicilina (100

µg/mL), cloranfenicol (10 µg/mL) y/o estreptomicina (50 µg/mL).

- E. coli DH5α: F-endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80

dlacΔM15Δ (lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ– .

- E. coli NCM631 BL21: hsds gal λ DE3 LacI, LacUV5::T7 Pol.

- E. coli BL21 CodonPlus(DE3)-RIL: E. coli B F- ompT hsdS(rB- mB-) dcm+

Tetr gal λ(DE3) endA Hte [argU ileY leuW Camr].

Agrobacterium tumefaciens

Las cepas de A. tumefaciens GV3101 (pSoup) (Holsters et al., 1980) y C58C1
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y (Deblaere et al., 1985) se utilizaron para la expresión transitoria de proteínas en

N. benthamiana, y, en el caso de GV3101, también para la transformación de A.

thaliana por inmersión floral (Clough y Bent, 1998). Ambas cepas se cultivaron a

28°C en medio Luria-Bertani (LB) suplementado con los antibióticos rifampicina

(50 µg/mL) y kanamicina (50 µg/mL) o estreptomicina (100 µg/mL).

- A. tumefaciens GV3101: C58 (rifR) Ti pMP90 (pTiC58DT-DNA) (gentR)

Nopaline (pSoup-tetR).

- A. tumefaciens C58C1: pTiB6S3ΔT-DNA.

MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Cultivo de A. thaliana

En este trabajo se han empleado plantas de A. thaliana silvestres ecotipo

Columbia (Col0). El método de esterilización de las semillas fue superficial, por

exposición a vapores de gas cloro durante 4 horas, resultado de la mezcla de 100

mL de lejía y 3 mL de ácido clorhídrico concentrado (Lindsey et al., 2017). Éstas

se airearon posteriormente en una cabina de flujo laminar durante 4 horas y se

estratificaron a baja temperatura (4-6ºC) y oscuridad un mínimo de 48 horas. A

continuación, las semillas esterilizadas se sembraron en placas de Petri con medio

MS (medio de Murashige y Skoog), compuesto por 4.33 g/L de medio basal

Murashige y Skoog, 15 g/L de sacarosa, 0,5 g/L de ácido morfolinoetanesulfónico

(MES) (pH ajustado a 5,7), suplementado con higromicina (40 µg/mL) para la

selección de plántulas resistentes, y se dispusieron en cámaras de cultivo a una

temperatura de 22°C y un fotoperiodo de día corto (8/16 horas de luz/oscuridad,

a 120 µmol fotones m-2 s-1). Las placas se mantuvieron en estas condiciones entre

10 y 14 días para la selección de plántulas resistentes, y los ensayos de expresión

de AC1 y C1 de begomovirus. Las plántulas seleccionadas se transfirieron a una

mezcla de sustrato orgánico:vermiculita en proporción 4:1 v/v y se trasladaron a

otra cámara de cultivo a 22°C y fotoperiodo de día largo (16/8 horas de

luz/oscuridad, a 120 µmol fotones m-2 s-1) para inducir la floración y obtener

semillas.
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Líneas transgénicas de Arabidopsis

La línea HisSUM1 H89R sum1-1 sum2-1, a partir de la cual se generaron las

que se detallan en este trabajo, fue desarrollada y caracterizada por Saracco et al.,

2007 y Miller et al., 2010. Las líneas RC10B y AF24 fueron generadas por Edgar

Rodríguez Negrete y Manuel A. Arroyo Mateos (no publicado) mediante

transformación por inmersión floral (Clough y Bent, 1998) de plantas de

Arabidopsis ecotipo Col0 con la cepa de A. tumefaciens GV3101 que contenía los

vectores pER8-RepTYLCSV y pER8-RepTGMV, respectivamente.

Las distintas líneas HSTG, HSTS y HSP se generaron al transformar por

inmersión floral la línea His-SUMO1 H89R sum1-1 sum2-1 con la cepa de A.

tumefaciens GV3101 que contenía los vectores pER8-RepTYLCSV, pER8-RepTGMV o

pER8-vacío, respectivamente. La selección de plantas transformantes se realizó en

medio MS sólido (agar fisiológico 8 g/L, Sigma) suplementado con higromicina

(40 µg/mL).

Cultivo de N. benthamiana

Las plantas de N. benthamiana silvestres se cultivaron en una mezcla de

sustrato orgánico:vermiculita en proporción 4:1 v/v y se mantuvieron en

condiciones controladas de luz (16/8 horas de luz/oscuridad) y temperatura (22-

24°C).

CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS

Todas las construcciones utilizadas y generadas en este trabajo,

mencionadas y descritas a continuación, se recogen en la tabla 5.

Clonación de los sistemas de sumoilación y ubiquitinación en E. coli

Dianas y genes virales

Las secuencias de DNA codificantes (coding DNA sequence, CDS) de las

dianas de los ensayos de sumoilación y ubiquitinación, así como los marcos

abiertos de lectura (ORFs) de las proteínas virales cuya interferencia en dichas
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modificaciones postradruccionales se probó en los mismos, se clonaron en los

vectores de expresión para E. coli pET28b (Novagen, EMD Millipore, Billerica,

MA) o pET29aDEST (elaborado y cedido por el grupo del Dr. Harrold van den

Burg).

La región codificante de PCNA de S. lycopersicum (SlPCNA) y el ORF de

AC1 del begomovirus TGMV (posición 13 hasta el nucleótido 1543 -pasando por

el origen; número de acceso al GenBank: NC_001507) se amplificaron a partir de

los vectores pCNACT2 y pDBRepTG (Castillo et al., 2004) utilizando las parejas

de oligonucleótidos O1/O2 y O3/O4 (Tabla 6), respectivamente, y se clonaron

en los sitios NdeI/BamHI del vector pET28b. De esta forma, se obtuvieron las

construcciones pET28b-SlPCNA y pET28b-RepTGMV.

El marco abierto de lectura del doble mutante de Rep de TGMV que no

interacciona con la enzima conjugadora de SUMO, Rep K68/102A, se amplificó

por PCR a partir de la construcción pGBAL1-K68/102A (Sánchez-Durán et al.,

2011) con el par de cebadores O03/O04, y se clonó en los sitios NdeI/BamHI de

pET28b. Tal y como se ha descrito anteriormente, el fragmento RBS-6xHis- Rep

K68/102A se subclonó en pET28-SlPCNA previamente digerido con EcoRI y

XhoI, obteniéndose pET28-SlPCNA-RepK68/102A.

El ORF del gen AC3 de TGMV (posición 1465 al nucleótido 1067) se

amplificó por PCR a partir del vector que contiene el componente A del virus

(pNSB1429), para lo que se emplearon los oligonucleótidos O5 y O6 (Tabla 6).

El fragmento resultante se subclonó en los sitios de restricción NotI y AscI del

vector donador del sistema Gateway pENTRTM/D-TOPO (Invitrogen),

obteniéndose pENTR-REnTGMV. Por último, AC3 se transfirió al vector de

destino pET29aDEST por recombinación homóloga a través de la tecnología

Gateway (reacción LR, Invitrogen), dando lugar a pET29aDEST-REnTGMV.

La construcción pET28b-C2 se generó mediante la amplificación por PCR

del ORF de C2 de TYLCSV (posición 1631 al nucleótido 1224; número de acceso

al GenBank L27708) con el par de cebadores O7/O8 (Tabla 6) y su introducción

en los sitios EcoRI/XhoI de pET28b.

Los mutantes puntuales de PCNA, resultado de la sustitución de

determinadas lisinas por alanina o arginina, se generaron por PCR utilizando

pET28b-SlPCNA como sustrato. Las sustituciones aminoacídicas de las lisinas
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164, 254 y 190 por alaninas se introdujeron por PCR utilizando el kit Quikchange

Lighting Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, Agilent, Santa Clara, California),

siguiendo las instrucciones del fabricante, y las parejas de cebadores O9/O10,

O11/12 y O15/O16, respectivamente. Los dobles mutantes SlPCNAK164/168A

y SlPCNAK164/254A se generaron sobre el mutante simple SlPCNAK164A, y el

triple mutante SlPCNA K164/168/254A sobre SlPCNA K164/168A. La

mutación K168A se introdujo con la pareja de oligonucleótidos O13/O14,

mientras que para K254A se utilizó la mencionada anteriormente, O11/O12

(Tabla 6).

Las sustituciones aminoacídicas K164R y K254R se introdujeron

separadamente en SlPCNA por PCR con el kit NZYMutagenesis (NZYTech),

junto a las parejas de oligonucleótidos O17/O18 y O19/O20, respectivamente

(Tabla 6). El doble mutante SlPCNAK164/254R se generó al introducir la

mutación K254R sobre SlPCNAK164R, dando lugar a pET28b-

SlPCNAK164/254R.

La fusión transcripcional de PCNA de tomate y AC1 de TGMV silvestre o

mutante (Rep K68/102A) se generó al introducir el fragmento que contiene el

ORF viral con la etiqueta 6xHis y el sitio de unión a ribosoma (ribosome binding Site,

RBS) (RBS-6xHis-AC1/RBS-6xHis-Rep K68/102A) en el vector pET28b-

SlPCNA. Dicho fragmento se obtuvo al digerir pET28b-Rep o pET28b-

RepK68/102A con XbaI y XhoI, y se transfirió a pET28b-SlPCNA previamente

digerido con EcoRI y XhoI. Como los extremos resultantes del corte con XbaI y

EcoRI no son cohesivos, se hicieron romos con el fragmento Klenow de la

polimerasa de DNA I antes de digerir con XhoI. De este modo, PCNA y AC1 se

expresan desde el mismo promotor T7 y se traducen desde un único mRNA

policistrónico. El fragmento RBS-6xHis-AC1 también se introdujo en el sitioNotI

de pGEX-AtCAT3, tras eliminar los extremos 3’ protuberantes no compatibles,

obteniéndose pGEX-AtCAT3-RepTGMV. La generación de pGEX-AtCAT3, que

expresa el fragmento C-terminal de la catalasa (AtCAT3Ct, nucleótidos 419-472)

fusionado a GST (glutatión S-transferasa) y Flag, está descrita en Castaño-Miquel

et al., 2011.

Los ORFs de AC3 de TGMV y C2 de TYLCSV se clonaron en el vector

pET28b-SlPCNA siguiendo la estrategia detallada para AC1, dando lugar a

pET28-SlPCNA-C2TYLCSV y pET28-SlPCNA-REnTGMV, respectivamente.
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La versión silvestre de la región codificante del gen SRS2 de A. thaliana se

amplificó a partir del vector pCAL-n-FLAG-c-His-AtSRS2 (cedido por el Dr.

Holger Puchta), empleando los oligonucleótidos O33 y O34 (Tabla 6). El

fragmento resultante de la PCR se clonó en el vector donador pDONR211 y,

finalmente, se transfirió al vector de destino pEt29aDEST a través de la tecnología

Gateway, mencionada anteriormente.

Para expresar la proteína SRS2 de A. thaliana (AtSRS2) en la cepa de E. coli

NCM631, se sintetizó una versión optimizada de la región codificante del gen

SRS2 empleando el algoritmo OptimumGene™ (GenScript). De esta forma, se

modificaron una variedad de parámetros críticos para la eficiencia de la expresión

en la bacteria, entre ellos el sesgo en el uso de codones. Esta nueva versión del gen

SRS2 optimizada para su expresión en E. coli (AtSRS2 CO, por codon optimization)

se amplificó a partir del vector pUC57-AtSRS2-CO, proporcionado por

GenScript, usando los oligonucleótidos O35 y O36 y la enzima de alta fidelidad

Phusion (Thermo Fisher). A continuación, se clonó en el vector donador

pDONR/Zeo por recombinación, bajo la acción de la clonasa II BP (Gateway BP

clonase II EnzymeMix, Invitrogen), y, finalmente, se transfirió al vector de destino

pET29aDEST por la enzima clonasa II LR (Invitrogen).

Sistema de sumoilación

El sistema de sumoilación de mamíferos, constituido por los vectores

pBADE y pRHSUMO1, fue generado y cedido por Mencía y de Lorenzo (Mencía

y de Lorenzo, 2004). El sistema formado por las proteínas de A. thaliana se

construyó de forma similar al anterior, resultando en dos vectores compatibles que

contienen las enzimas activadora y conjugadora de SUMO (pASS1a) y una de las

isoformas maduras del péptido modificador (pAtSUMO).

El primer paso para generar pASS1a consistió en la amplificación de los

marcos abiertos de lectura de los genes de las enzimas activadora y conjugadora

de SUMO, AtSCE1 (483 pb), AtSAE1a (969 pb) y AtSAE2 (2103 pb) a partir de

cDNA de A. thaliana silvestre ecotipo Col0 y las parejas de oligonucleótidos

O21/O22, O23/O24 y O25/O26, respectivamente. Cada producto se subclonó

en pGEM-T easy para su secuenciación, y, posteriormente, con el fin de que cada

ORF incluyera su propio RBS, se transfirieron al vector de expresión pET28b
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previamente digerido con NcoI/BglII, NdeI/BamHI o NcoI/SalI para generar

pEt28b-AtSCE, pET28b-AtSAE1a y pET28b-AtSAE2, respectivamente. A

continuación, los tres ORFs con sus respectivos RBS se reagruparon en pET28b.

En primer lugar, el fragmento RBS-AtSCE1, obtenido al digerir pEt28b-AtSCE

con EcoRI y XbaI, se clonó en el sitio XbaI de pET28b-AtSAE2, generando así

pETSS. En segundo lugar, pET28b-AtSAE1a se digirió con XbaI/BamHI y se

introdujo en pETTS previamente digerido con SalI, siendo la construcción

resultante renombrada pETTS1a. Finalmente, el casete completo se clonó en el

vector pACYC184. Dicho vector, con origen de replicación P15A y gen de

resistencia a cloranfenicol, se escogió por su compatibilidad con el resto de

vectores del ensayo; las dianas del ensayo de sumoilación se clonaron en pET28b

(origen ColE1 y resistencia a kanamicina) y los tres AtSUMOs en pJB866 (RK2 y

resistencia a ampicilina). pETSS1a se digirió con SphI y EagI y el fragmento

resultante, una vez generados los extremos romos, se clonó en el pACYC184

previamente abierto con EcoRV, obteniéndose finalmente pASS1a.

Las versiones maduras (diGly o GG) de las regiones codificantes de los

genes AtSUMO1, AtSUMO2 y AtSUMO3 se amplificaron a partir de cDNA de

A. thaliana silvestre usando las parejas de cebadores O27/O28, O29/O30 y

O31/O32, respectivamente, y se clonaron en los sitios NdeI/BamHI de pET28b.

A continuación, el fragmento que contiene el CDS de SUMO fusionado a la

etiqueta de histidina 6xHis, obtenido al digerir con las enzimas XbaI y BamHI, se

insertó en el vector pRHSUMO1 previamente abierto con SphI y BamHI (Mencía

y de Lorenzo, 2004). Debido a que el corte con XbaI y SphI no produce extremos

cohesivos, se generaron extremos romos antes de digerir con BamHI. De este

modo, se sustituyó el gen SUMO1 de humano (HsSUMO1) por SUMO1, SUMO2

o SUMO3 de A. thaliana.

Sistema de ubiquitinación

El sistema de ubiquitinación de A. thaliana seleccionado para su expresión

en E. coli fue generado y cedido por el grupo del Dr. Strzalka (descrito en Strzalka

et al., 2013). Este sistema está formado por tres plásmidos diferentes: (1)

pACYCDUET-UBA1-RAD5, que contiene la enzima activadora de ubiquitina

UBA1 (ubiquitin activating enzyme 1) y la ligasa RAD5 (gamma-radiation hypersensitive 5);

(2) pETDUET-UBC35/pETDUET-UBC35-UEV1A, que incluye la enzima
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conjugadora UBC35 (ubiquitin conjugating enzyme 35), sola o con la ligasa UEV1A

(ubiquitin E2 variant 1A, también denominada MMZ1, por MMS ZWEI homologue

1), y (3) pCDFDUET-UBQ, que presenta la forma madura del péptido ubiquitina.

Plásmidos utilizados en ensayos en plantas

Ensayo de sumoilación en N. benthamiana

El CDS de SlPCNA (GenBank ID: NM_001247915, cedido por Keygene

N. V, Wageningen, Países Bajos) se amplificó por PCR usando la pareja de

oligonucleótidos O37/O38 (Tabla 6). El fragmento generado, que contiene

SlPCNA fusionado a la etiqueta FLAG en su extremo amino, se subclonó en el

vector pJL-TRBO (Lindbo, 2007) dando lugar a pTRBO-FlagPCNA. El vector

pK7WG2 (Karimi et al. 2002), que contiene Rep de Tomato yellow leaf curl virus-Oman

(TYLCV; Genbank ID: FJ956702.1) fusionado a eGFP, fue también

proporcionado por Keygene N.V. Finalmente, el CDS de la forma madura de

SUMO1 de A. thaliana (residuos 1-91) clonado previamente en el vector donador

pDONR211 (Mazur et al., 2017), se introdujo en el vector de destino pGWB402

mediante una reacción LR (Gateway LR Clonase II reaction (Thermo Fisher) para

generar pGWB402-AtSUMO1.

Localización subcelular en N. benthamiana

Los vectores que expresan SlPCNA silvestre y los mutantes SlPCNA

K164R, SlPCNA K254R y SlPCNA K164/254R fusionadas a GFP en su extremo

N-terminal se obtuvieron mediante reacción LR, empleando como donador las

construcciones generadas en pDONR/Zeo y pGWB6 como vector de destino.

La fusión traduccional de SlPCNA con AtSUMO1 (1-254 aa)

(SlPCNAK254AtSUMO1ΔGG o, de forma resumida, PCNASUMO) fue

sintetizada por GenScript, y se generó al incluir la secuencia de SUMO1 tras el

codón que codifica la lisina 254 de PCNA. Dicha secuencia se amplificó por PCR

a partir del vector pUC57-PCNASUMO con la pareja de oligonucleótidos O41 y

O42 (Tabla 6), que contienen los sitios de restricción NotI y AscI, y se clonó en

los mismos sitios del vector donador pENTRTM/D-TOPO. Finalmente, se

transfirió al vector de destino pGWB6 por acción de la enzima clonasa II LR.
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Las construcciones que expresan Rep de los begomovirus TGMV y

TYLCV -Almería (Número de acceso al Genbank AJ489258) en el vector binario

pBINX’ han sido descritas previamente en Sánchez-Durán et al., 2011 y la tesis

doctoral de Manuel A. Arroyo Mateos (2015).

La región codificante de AtSRS2 se clonó en los vectores pGWB655

(mRFP en el extremo N-terminal) y pGWB452 (GFP en el extremo N-terminal)

(Nakamura et al., 2010) utilizando la tecnología Gateway, con pDONR221-

AtSRS2 como vector donador.

Los vectores pGWB655-Nucleolin, pGWB452-AtPCNA1 y pGWB442-

AtSUMO1 fueron cedidos por el Dr. Harrold van den Burg.

Complementación fluorescente bimolecular (BiFC)

Los ensayos de BiFC se llevaron a cabo con la colección de vectores

Gateway generados por Gehl y colaboradores (Gehl et al., 2009).

La región codificante de la versión silvestre y los mutantes puntuales

simples y doble de PCNA de tomate, SlPCNAK164R, SlPCNAK254R y SlPCNA

K164/254R, se amplificaron a partir de las construcciones en pET28b (pET28b-

SlPCNA, pET28b-SlPCNA K164R, pET28b-SlPCNA K254R y pET28b-

SlPCNA K164/254R) empleando la pareja de oligonucleótidos O39/O40. Los

productos resultantes, que contienen los sitios attB, se clonaron a continuación en

el vector donador pDONR/Zeo para, finalmente, transferirlos a los vectores de

destino pDEST-SCYNEGW y pDEST-SCYCEGW utilizando la tecnología

Gateway. La fusión traduccional PCNASUMO se clonó en los mismos vectores

de destino por acción de la enzima clonasa II LR, utilizando como donador

pENTR-PCNASUMO.

El CDS deAtSRS2, clonado en el vector pDONR/Zeo, se introdujo en los

vectores de destino pDEST-VYNEGW (mitad N-terminal de Venus [residuos 1-

173 aa], referido como VenusN), pDEST-VYCEGW (mitad C-terminal de Venus

[residuos 156-239 aa], VenusC), pDEST-SCYNEGW (mitad N-terminal de

S(CFP)3A [residuos 1-173 aa], referido como SCFPN) y pDEST-SCYCEGW (mitad

C-terminal de S(CFP)3A [residuos 156-239 aa], SCFPC) por recombinación

homóloga, empleando la reacción LR (tecnología Gateway); de este modo, la mitad
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N- o C-terminal de las proteínas fluorescentes Venus o SCFP se expresa fusionada

al extremo amino de AtSRS2.

El resto de vectores empleados en los ensayos de complementación

fluorescente bimolecular (pSCYNE-AtSUMO1GG, pSCYCE-AtSUMO1GG,

pSCYNE-AtSUMO1ΔGG, pSCYNE-AtSUMO1SIM, pSCYNE-AtSUMO1

ΔGG-SIM, pRep-SCYCE, pSCYCE-AtSIZ1, pSCYCE-AtSCE1) (Mazur et al.,

2019) fueron cedidos por el Dr. Harrold van den Burg.

Genotipado de las líneas de A. thaliana generadas

Los genotipos mutantes sum1-1 (línea SAIL_296_C12) y sum2-1

(SALK_129775) de las plantas seleccionadas por su resistencia a higromicina se

confirmaron por PCR utilizando oligonucleótidos específicos para los extremos 5’

y 3’ de los genes SUM1 y SUM2 (nombrados LP y RP, respectivamente) y para el

borde izquierdo del T-DNA (LBb1.3 para las líneas SALK, renombrado en este

trabajo LB1, o LB3 para las líneas SAIL, designado como LB2) (Tabla 6). Estos

oligonucleótidos se combinaron para la amplificación del alelo silvestre LP + RP

y el alelo mutante RP + LB.

Todos los oligonucleótidos se diseñaron con la herramienta “T-DNA Primer

Design Tool” del Salk INstitute Genomic Analysis Laboratory.

Expresión inducible de Rep de geminivirus en A. thaliana

Para expresar de forma inducible la proteína Rep de los begomovirus

monopartito y bipartito TYLCSV y TGMV, respectivamente, en la línea de A.

thaliana His-H89R-SUM1 sum1-1 sum2-1, ambos ORFs se clonaron de forma

independiente en el vector pER8, que contiene un promotor inducible por β-

estradiol (Brand et al., 2006; Zuo et al., 2000). De esta forma, se generaron los

plásmidos pER8-RepTYLCSV (Edgar Rodríguez-Negrete, no publicado) y pER8-

RepTGMV (Manuel A. Arroyo-Mateos, 2015).
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ENSAYOS EN BACTERIAS

Ensayo de sumoilación con el sistema reconstituido en E. coli

El ensayo de sumoilación de SlPCNA, así como el de la interferencia en

dicha modificación postraduccional de Rep y REn, se llevaron a cabo según se

describe en Mencía y de Lorenzo, 2004, con algunas modificaciones. Las células

de E. coli de la cepa NCM631 se transformaron por choque térmico con el set

apropiado de plásmidos (dianas potenciales, elementos virales, enzimas de

sumoilación y SUMOs), incluyendo los antibióticos apropiados en cada caso (50

µg/mL de kanamicina, 25µg/mL de cloranfenicol y/o 100 µg/mL de ampicilina).

La expresión de las distintas proteínas se indujo añadiendo isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 1 mM a los cultivos en

fase exponencial de crecimiento (densidad óptica a 600 nm [DO600] entre 0.8 y 1).

Los cultivos se mantuvieron durante 4 horas a 37ºC y en constante agitación, tras

lo cual se realizó la extracción de proteínas totales y su análisis por western blot.

Ensayo de ubiquitinación con el sistema reconstituido en E. coli

El ensayo de ubiquitinación en E. coli se llevó a cabo de forma similar al

descrito para la sumoilación con algunas modificaciones. Todos los cultivos se

incubaron durante 15 horas a 20ºC una vez añadido el IPTG (Cf: 1 mM) y

suplementados con los antibióticos correspondientes (50 µg/mL de kanamicina,

25µg/mL de cloranfenicol, 100 µg/mL de ampicilina y/o 100 µg/mL de

espectinomicina). Los extractos de proteínas totales se analizaron por western blot.

Ensayo de expresión de AtSRS2 en E. coli

Las pruebas de expresión de AtSRS2 y AtSRS2 CO en E. coli se llevaron a

cabo de forma similar a los ensayos de sumoilación y ubiquitinación, con algunas

modificaciones. Una vez alcanzada una DO600 entre 0,8 y 1, el cultivo bacteriano

se dividió en dos, añadiendo IPTG 1 mM a uno de ellos (I) y manteniendo el otro

como control negativo de la expresión (NI). A continuación, estos se incubaron a

37ºC durante 4 horas o a 16ºC durante 6 o 20 horas. Transcurrido este tiempo, se

realizó la extracción de proteínas como se describe a continuación y se comprobó
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la expresión de AtSRS2 y AtSRS2 CO por electroforesis SDS-PAGE y la posterior

tinción del gel de poliacrilamida (6%) con azul de Coomassie.

Extracción de proteínas de E. coli

La extracción de proteínas totales de los cultivos de E. coli se realizó a partir

de un volumen equivalente a 2 mL a DO600= 2. Cada muestra se centrifugó a

máxima velocidad durante 1 minuto, y se resuspendió en 200 µl de tampón

Laemmli 2x (125 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% [p/v] SDS, 20% [v/v] glicerol, 2%

[v/v] β-mercaptoetanol y 0.01% [p/v] azul de bromofenol). Tras ello, cada

extracto se sonicó en un baño de agua durante 15 minutos, se incubó 10 minutos

a 96 ºC y se centrifugó a máxima velocidad durante 2 minutos. Finalmente, los

extractos de proteínas totales se guardaron a -80ºC o se analizaron directamente

por western blot.

ENSAYOS EN PLANTAS

Ensayo de sumoilación en N. benthamiana

Las construcciones pTRBO-FlagPCNA, pK7WG2-Rep, pGWB402-

AtSUMO1 y pBIN61-P19 TBSV (Tomato bushy stunt virus) (Voinnet et al., 2003) se

transformaron independientemente por electroporación en la cepa GV3101 de A.

tumefaciens. A los 2 días, se aislaron colonias de cada transformación y se cultivaron

en medio LB bajo en sales (1% p/v triptona, 0,5% p/v extracto de levaduras,

0,25% p/v NaCl [pH 7.0]) suplementado con los antibióticos correspondientes,

20 µM de acetosiringona y 10 mM deMES (ácido 2 [N-morfolino]-etanosulfónico;

pH= 5.6), a 28ºC y con agitación constante. Al día siguiente, las células se

centrifugaron y resuspendieron en medio de agroinfiltración (1 X MS [Murashige

and Skoog; Duchefa], 10 mM MES [pH 5.6], 2% [p/v] sacarosa, 200 µM

acetosiringona). Los diferentes cultivos se mezclaron entonces en una proporción

1:1:1, manteniendo una DO600 final de 1, y se coinfiltraron en hojas de N.

benthamiana de 2 semanas de edad (en la mezcla sin Rep, pK7KWG2-Rep se

sustituyó por un cultivo que contenía el vector pGWB451 vacío). En todas las

mezclas se añadió el supresor del silenciamiento P19 del TBSV a una DO600 final

de 0.5. Transcurridos 3 días, se recogieron las hojas completas y se dispusieron
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sobre papel húmedo en una placa de Petri, donde se incubaron durante 45 minutos

en un baño a 37°C. Finalmente, se congeló todo el tejido vegetal en nitrógeno

líquido y se guardó hasta la extracción de proteínas y su análisis por western blot.

Expresión transitoria de proteínas en N. benthamiana: localización

subcelular y ensayos de complementación fluorescente bimolecular (BiFC)

Las cepas de A. tumefaciens GV3101 y C58C1 se transformaron por

electroporación con los plásmidos correspondientes, incluyendo pBIN61-P19

TBSV en los ensayos en los que se incluyó AtSRS2. Para la expresión de PCNA y

sus distintas versiones, así como de PCNA silvestre y Rep de los virus TYLCV y

TGMV, se empleó la cepa GV3101, mientras que en los ensayos de BiFC y la

localización subcelular de AtSRS2 se utilizó la cepa C58C1. Colonias

independientes de cada transformación se cultivaron durante la noche en medio

LB suplementado con rifampicina (50 µg/mL) y el antibiótico de selección

apropiado. Al día siguiente, las células se centrifugaron a 4000 rpm durante 10

minutos, y el precipitado resultante se resuspendió en una solución de

agroinfiltración (10 mM MES, pH 5.6, 10 mM MgCl2 y 1 mM acetosiringona), y

se incubó durante 2 h a temperatura ambiente y condiciones de oscuridad. La

agroinfiltración de las diferentes soluciones de cultivos se llevó a cabo en la cara

abaxial de hojas deN. benthamina de 4-5 semanas de edad, con una jeringa de 1 mL

desprovista de punta, manteniendo siempre la densidad óptica final de las células

igual a 1. Para ello, en las coinfiltraciones, cada cultivo se preparó y mezcló a una

DO600 final de 0,5, o 0,4 en caso de incluir P19, que se mantuvo a una DO600 de

0,2. En los ensayos en los que participaron tres construcciones, cada cepa de

Agrobacterium se agregó a una DO600 de 0,26, y P19 a 0,2. En los casos requeridos,

se incluyó una solución de agrobacterias transformadas con un vector vacío para

obtener una DO600 total de 1. Tras la infiltración, las plantas se mantuvieron en

una cámara a una temperatura controlada de 22ºC y fotoperiodo de día largo, y se

analizaron a las 48-72 horas por microscopía confocal y western blot.

En los ensayos de localización de PCNA y sus distintas versiones, así como

de PCNA y Rep, se contabilizaron los núcleos de 8-10 células, que se clasificaron

según el número de cuerpos nucleares observados.
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En los ensayos de BiFC, las hojas se observaron bajo microscopía confocal

2 y 3 días tras la infiltración. La acumulación de las distintas proteínas se analizó

por western blot.

Extracción de proteínas a partir de tejido vegetal

Para extraer la fracción total de proteínas a partir del tejido foliar

agroinfiltrado de N. benthamiana, se tomaron ocho discos de 6 mm de diámetro

(100 mg aproximadamente) y se trituraron con nitrógeno líquido. A este tejido se

añadieron 200 µL de tampón Laemmli 2x y se homogeneizó con vórtex. Los

extractos resultantes se incubaron durante 10 minutos a 96ºC y se centrifugaron a

máxima velocidad (14.000 rpm y 4ºC) durante 5 minutos. Finalmente, éstos se

guardaron a -80ºC o se analizaron directamente por western blot.

Western blot

Los extractos de proteínas se analizaron por electroforesis SDS-PAGE,

resolviéndose en geles de poliacrilamida del 10-12%, o del 6% en el caso de los

extractos procedentes de células que habían sobreexpresado AtSRS2, y se

transfirieron a membranas de PVDF (fluoruro de polivinilideno) (Immobilon-P,

Millipore) empleando el Trans-blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) según las

instrucciones del fabricante (protocolos preprogramados y optimizados para el

peso molecular de las proteínas de interés). Las membranas se bloquearon con

solución de bloqueo (1xTBS con un 5% de leche), durante toda la noche y a

temperatura ambiente, y posteriormente se incubaron con los correspondientes

anticuerpos primarios (2 h) y secundarios (1 h), estos últimos conjugados a la

enzima HRP (horseradish peroxidase). Los anticuerpos y la dilución usadas en este

trabajo se indican en la tabla 6. Las diferentes proteínas de interés se detectaron

por quimioluminiscencia utilizando el sistema Clarity Western ECL Substrate

(BioRad) y, en caso de requerir una mayor sensibilidad, el SuperSignal West Femto

Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del

fabricante. Los geles de poliacrilamida y las membranas de PVDF se tiñeron con

Coomassie Brilliant Blue R250 para confirmar la misma carga entre las diferentes

muestras.
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Microscopía confocal

La fluorescencia de GFP, RFP, SCFP y Venus fusionadas a las proteínas de

interés (ensayos de localización subcelular y BiFC) se visualizó en células de la

epidermis de la cara abaxial de hojas de N. benthamiana infiltradas con un

microscopio confocal, 2 y 3 días después de la infiltración.

En ambos ensayos se utilizaron los microscopios con escáner laser Zeiss

LSM 510 o Zeiss LSM 880 con fast Airscan, equipados con láser de argón y de

helio-neón. La longitud de onda usada para la excitación de las diferentes proteínas

fluorescentes fue: 458 nm (SCFP), 488 nm (GFP y quimera Venus-SCFP) y 514

nm (Venus) y 543 nm (RFP). Cada experimento se repitió al menos dos veces y se

muestra una imagen representativa. Las imágenes fueron analizadas y procesadas

con el programa ImageJ Fiji 1.51v.

Tabla 6. Anticuerpos usados en este trabajo.

Anticuerpo Referencia

αPCNA Hoege et al., 2002

αHis Biomedal (AB-3237)
αSUMO Abcam (ab5316)

αAtSUMO1/2 Universidad de Amsterdam
αRepTGMV Sánchez-Durán et al., 2011

αFLAG Sigma-Aldrich (F7425)
αGFP Chromotek (3H9)

αT7 Novagen (69522)

Expresión de C1 y AC1 en A. thaliana

Una vez seleccionadas, esterilizadas y estratificadas, las semillas de las líneas

generadas y los correspondientes controles se sembraron en placas de Petri con

medio MS suplementado con higromicina (40 µg/mL), y se mantuvieron a 22ºC y

fotoperiodo de día corto. A los 10 días, se transfirieron 20 plántulas de cada línea

a matraces de 100 ml que contenían 20 ml de medio MS líquido suplementado con

β-estradiol a 0,2 µM o DMSO (control negativo), que se incubaron en las mismas

condiciones anteriores y agitación constante durante 24, 48 o 72 horas. En los

ensayos en los que se mantuvieron los niveles de β-estradiol, éste se añadió de

nuevo a las 24 y 48 horas. A los tres tiempos establecidos, se recogieron y
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congelaron en nitrógeno líquido las 20 plántulas de cada matraz para el posterior

análisis por PCR cuantitativa de la expresión de Rep.

Extracción de RNA

La extracción de RNA total se llevó a cabo a partir de las 20 plántulas de 10

días por línea de A. thaliana y condición experimental (100 mg aproximadamente).

Una vez homogeneizado el tejido con nitrógeno líquido, se añadieron 400 µL de

tampón de extracción (100 mM LiCl, 100 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA y

1% SDS), 400 µL de fenol básico (pH: 8) y 400 µL de cloroformo. A continuación,

la mezcla se centrifugó a 13.000 rpm durante 15 minutos y a temperatura ambiente.

Tras ello, se recogió el sobrenadante, se mezcló con 1/3 del volumen de LiCl 8M

y se mantuvo a 4ºC durante toda la noche. Tras este período de incubación, se

volvió a centrifugar a 13.000 rpm y 4ºC durante 15 minutos. El precipitado

resultante se resuspendió en 200 µL de agua libre de RNAsa y se añadieron 1/10

del volumen de acetato sódico 3 M (pH: 5.2) y 2,5 volúmenes de etanol 100%, que

se incubaron a -20°C. A continuación, se centrifugó de nuevo a 13.000 rpm y 4°C

durante 15 minutos, resuspendiendo el precipitado en 1 mL de etanol 70%. Tras

una nueva centrifugación, se descartó el sobrenadante y se resuspendió en 20 µL

de agua libre de nucleasas, tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) (Carl Roth).

Del RNA extraído, 5-7 µg se trataron con DNAsa (RNase free Turbo DNAseI,

Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante, que se precipitaron a

continuación con fenol/cloroformo. Finalmente, la calidad y la concentración del

RNA total de cada muestra se determinó con el espectrofotómetro Nanodrop

8000 (Thermo Fisher).

Síntesis de cDNA

Para la síntesis de cDNA, se usaron 500 ng del RNA ya tratado y limpio. Se

empleó el iSCript cDNA Synthesis kit (Bio-Rad) y se siguieron las instrucciones

detalladas por el fabricante.

Para confirmar la ausencia de DNA contaminante antes de la síntesis de

cDNA, se llevó a cabo una reacción de PCR utilizando la pareja de
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oligonucleótidos O43 y O44, que amplifican un fragmento del gen actina de

Arabidopsis (AtActin).

PCR cuantitativa (qPCR)

La medición de los niveles de expresión de los genes de interés se llevó a

cabo por PCR cuantitativa (qRT-PCR, de real-time quantitative reverse transcription

PCR). Para ello, se usaron 10 ng de cDNA. La mezcla de reacción para cada

muestra se preparó con 2 µL de molde, 1 µL de la mezcla de oligonucleótidos (10

µM) y 5 µL de SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad) en un volumen final de 10

µL. Los oligonucleótidos empleados se detallan en la tabla 6. La reacción fue

llevada a cabo usando el termociclador CFX96 Tocuh Real-Time PCR Detection

System instrument (Bio-Rad), y las condiciones establecidas fueron las estándares:

10 min a 95ºC, 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 10 segundos a 60ºC. Por cada

muestra se realizaron 3 réplicas técnicas. El valor final obtenido para cada muestra

por el método de cuantificación relativa basado en la comparación de valores Ct

(treshold cycle) para las secuencias de interés, normalizadas respecto a un gen

endógeno como control interno (en este caso, el gen actina de Arabidopsis) y en

relación a una muestra de referencia (calibrador), o 2-ΔΔCt (Livak y Schmittgen,

2001).

Extracción de DNA genómico de plantas

La extracción de DNA genómico de las plántulas de Arabidopsis se llevó a

cabo siguiendo el protocolo descrito en Edwards et al., 1991, con algunas

modificaciones: 1) una vez precipitado el DNA genómico con isopropanol, se

añadió un siguiente paso de lavado con 500 µl de etanol al 70%, y 2) tras la última

centrifugación, el precipitado se dejó secar al aire, sin aplicar vacío.
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Tabla 4. Lista de vectores utilizados en esta tesis doctoral.

Construcción Vector Inserto Referencia

pCNACT2 pACT2 SlPCNA Castillo et al., 2003

pDBRepTG pBD-GAL4 AC1 de TGMV Castillo et al., 2004

pGBAL1-K68/102A pGBKT7 Rep K68/102A Sánchez-Durán et
al., 2011

pGEX-AtCAT3 pGEX AtCAT3 Castaño-Miquel et
al., 2011

pET28b-SlPCNA pET28b SlPCNA Este trabajo

pET28b-RepTGMV pET28b AC1 de TGMV Este trabajo

pET28b-Rep K68/102A pET28b Rep K68/102A Manuel A. Arroyo-
Mateos, 2015

pENTR-REnTGMV pENTRTM/

DTOPO

AC3 de TGMV Este trabajo

pET29aDEST-REnTGMV pET29aDEST AC3 de TGMV Este trabajo

pET28b-C2 pET28b C2 de TYLCSV Este trabajo

pET28b-SlPCNA-
RepTGMV

pET28b SlPCNA y AC1 de
TGMV

Este trabajo

pET28b-SlPCNA-
REnTGMV

pET28b SlPCNA y AC3 de
TGMV

Este trabajo

pET28b-SlPCNA-
C2TYLCSV

pET28b SlPCNA y C2 de
TYLCSV

Este trabajo

pGEX-AtCAT3-
RepTGMV

pGEX AtCAT3 y AC1 de
TGMV

Este trabajo

pET28b-SlPCNA K164A pET28b SlPCNA K164A Este trabajo

pET28b-SlPCNA K254A pET28b SlPCNA K254A Este trabajo

pET28b-SlPCNA K190A pET28b SlPCNA K190A Este trabajo

pET28b-SlPCNA
K164/168A

pET28b SlPCNA K164/168A Este trabajo

pET28b-SlPCNA
K164/254A

pET28b SlPCNA K164/254A Este trabajo

pET28b-SlPCNA
K164/168/254A

pET28b SlPCNA K164/254A Este trabajo

pET28b-SlPCNA K164R pET28b SlPCNA K164R Este trabajo

pET28b-SlPCNA K254R pET28b SlPCNA K254R Este trabajo
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pET28b-SlPCNA
K164/254R

pET28b SlPCNA K164/254R Este trabajo

pBADE pBAD33 HsAos1, HsUba2 y
MsUbc9

Mencía y de
Lorenzo, 2004

pRHSUMO pJB866 HsSUMO1 Mencía y de
Lorenzo, 2004

pGAtSCE pGEM-T AtSCE1 Este trabajo

pGAtSAE1a pGEM-T AtSAE1a Este trabajo

pGAtSAE2 pGEM-T AtSAE2 Este trabajo

pEt28b-AtSCE1 pET28b AtSCE1 Este trabajo

pET28b-AtSAE1a pET28b AtSAE1a Este trabajo

pET28b-AtSAE2 pET28b AtSAE2 Este trabajo

pETSS pET28b AtSCE1 y AtSAE2 Este trabajo

pETTS1a pET28b AtSCE1, AtSAE2 y
AtSAE1a

Este trabajo

pASS1a pACYC184 AtSCE1, AtSAE2 y
AtSAE1a

Este trabajo

pET28b-AtSUMO1 pET28b AtSUMO1 Este trabajo

pET28b-AtSUMO2 pET28b AtSUMO2 Este trabajo

pET28b-AtSUMO3 pET28b AtSUMO3 Este trabajo

pRHAtSUMO1 pJB866 AtSUMO1 Este trabajo

pRHAtSUMO2 pJB866 AtSUMO2 Este trabajo

pRHAtSUMO3 pJB866 AtSUMO3 Este trabajo

pCAL-n-FLAG-c-His-
AtSRS2

pCAL AtSRS2 Cedido por el Dr.
Holger Puchta

pDONR211-AtSRS2 pDONR211 AtSRS2 Este trabajo

pUC57-AtSRS2CO pUC57 AtSRS2 CO Este trabajo

pDONRZeo-AtSRS2CO pDONR/Zeo AtSRS2CO Este trabajo

pET29aDEST-AtSRS2 pET29aDEST AtSRS2 Este trabajo

pET29aDEST-
AtSRS2CO

pET29aDEST AtSRS2CO Este trabajo

pACYCDUET-UBA1-
RAD5

pACYCDUET-1 AtUBA1 y AtRAD5 Strzalka et al., 2013

pETDUET-UBC35 pETDUET-1 AtUBC35 Strzalka et al., 2013

pETDUET-UBC35-
UEV1A

pETDUET-1 AtUBC35 y AtUEV1a Strzalka et al., 2013
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pCDFDUET-UBQ pCDFDUET-1 AtUBQ Strzalka et al., 2013

pTRBO-FlagPCNA pJL-TRBO SlPCNA Este trabajo

pK7WG2-RepTYLCV pK7WG2 C1 de TYLCV Cedido por
Keygene N.V.

pDONR211-AtSUMO1 pDONR211 AtSUMO1 Este trabajo

pGWB402-AtSUMO1 pGWB402 AtSUMO1 Este trabajo

pBIN61-P19 pBIN61 P19 Voinnet et al., 2003

pTRBO-FlagPCNA pTRBO SlPCNA Este trabajo

pDONRZeo-SlPCNA pDONR/Zeo SlPCNA Este trabajo

pDONRZeo-SlPCNA
K164R

pDONR/Zeo SlPCNA K164R Este trabajo

pDONRZeo-SlPCNA
K254R

pDONR/Zeo SlPCNA K254R Este trabajo

pDONRZeo-SlPCNA
K164/254R

pDONR/Zeo SlPCNA K164/254R Este trabajo

pGWB6-SlPCNA pGWB6 SlPCNA Este trabajo

pGWB6-SlPCNA K164R pGWB6 SlPCNA K164R Este trabajo

pGWB6-SlPCNA K254R pGWB6 SlPCNA K254R Este trabajo

pGWB6-SlPCNA
K164/254R

pGWB6 SlPCNA K164/254R Este trabajo

pUC57-PCNASUMO pUC57 SlPCNAK254

AtSUMO1ΔGG

Este trabajo

pENTR-PCNASUMO pENTRTM/

DTOPO

SlPCNAK254

AtSUMO1ΔGG

Este trabajo

pGWB6-PCNASUMO pGWB6 SlPCNAK254

AtSUMO1ΔGG

Este trabajo

pBINX’-Rep TGMV pBINX’ AL1 de TGMV Sánchez-Durán et
al., 2011

pBINX’-Rep TYLCV pBINX’ C1 de TYLCV Tesis de Manuel A.
Arroyo-Mateos,
2015

pGWB655-AtSRS2 pGWB655 AtSRS2 Este trabajo

pGWB452-AtSRS2 pGWB452 AtSRS2 Este trabajo

pGWB655-Nucleolin pGWB655 Nucleolin Cedido por el Dr.
Harrold van den
Burg
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pGW452-AtPCNA1 pGW452 AtPCNA1 Cedido por el Dr.
Harrold van den
Burg

pGW442-AtSUMO1 pGW442 AtSUMO1 Cedido por el Dr.
Harrold van den
Burg

pSCYNE-SlPCNA pDEST-
SCYNEGW

SlPCNA Este trabajo

pSCYNE-SlPCNA
K164R

pDEST-
SCYNEGW

SlPCNA K164R Este trabajo

pSCYNE-SlPCNA
K254R

pDEST-
SCYNEGW

SlPCNA K254R Este trabajo

pSCYNE-SlPCNA
K164/254R

pDEST-
SCYNEGW

SlPCNA K164/254R Este trabajo

pSCYNE-
SlPCNASUMOΔGG

pDEST-
SCYNEGW

SlPCNAK254

AtSUMO1ΔGG

Este trabajo

pSCYCE-SlPCNA pDEST-
SCYCEGW

SlPCNA Este trabajo

pSCYCE-SlPCNA
K164R

pDEST-
SCYCEGW

SlPCNA K164R Este trabajo

pSCYCE-SlPCNA
K254R

pDEST-
SCYCEGW

SlPCNA K254R Este trabajo

pSCYCE-SlPCNA
K164/254R

pDEST-
SCYCEGW

SlPCNA K164/254R Este trabajo

pSCYCE-
SlPCNASUMOΔGG

pDEST-
SCYCEGW

SlPCNAK254

AtSUMO1ΔGG

Este trabajo

pSCYNE-AtSUMO1 pDEST-
SCYNEGW

AtSUMO1 Mazur et al., 2019

pSCYCE-AtSUMO1 pDEST-
SCYCEGW

AtSUMO1 Mazur et al., 2019

pSCYNE-
AtSUMO1ΔGG

pDEST-
SCYNEGW

AtSUMO1ΔGG Mazur et al., 2019

pSCYNE-AtSUMO1SIM pDEST-
SCYNEGW

AtSUMO1F32A/I34A Mazur et al., 2019

pSCYNE-
AtSUMO1ΔGG SIM

pDEST-
SCYNEGW

AtSUMO1ΔGG
F32A/I34A

Mazur et al., 2019

pRepTYLCV-SCYCE pDEST-
GWSCYCE

C1 de TYLCV Maio et al., 2019
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pSCYCE-AtSCE1 pDEST-
SCYCEGW

AtSCE1 Mazur et al., 2019

pSCYCE-AtSIZ1 pDEST-
SCYCEGW

AtSIZ1 Mazur et al., 2019

pVYNE-AtSRS2 pDEST-VYNEGW AtSRS2 Este trabajo

pVYCE-AtSRS2 pDEST-VYCEGW AtSRS2 Este trabajo

pSCYNE-AtSRS2 pDEST-
SCYNEGW

AtSRS2 Este trabajo

pSCYCE-AtSRS2 pDEST-
SCYCEGW

AtSRS2 Este trabajo

pER8-RepTGMV pER8 AC1 de TGMV Tesis de Manuel A.
Arroyo-Mateos,
2015

pER8-RepTYLCV pER8 C1 de TYLCV Edgar Rodríguez
Negrete (no
publicado)
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Tabla 5. Lista de oligonucleótidos usada en este trabajo.

Nº Nombre Secuencia (5’-3’)

O1 O5 Le PCNA exp CCCATATGTTGGAACTACGTCTTGTTCAG

O2 O3 Le PCNA exp AAGGATCCTCAAGGCTTGGTTTC

O3 AL1 Fw NdeI CCCATATGCCATCGCATCC

O4 AL1 Rv BamHI AAGGATCCTTAGCTGCTCTGTGTTGA

O5 AL3 Fw NotI AAGCGGCCGCCATGGATTCACGCACAGGG

O6 AL3 Fw AscI AAGGCGCGCCCTTAATAAAATTTATATTTTATTGAAT
GATTTTCG

O7 C2 Fw EcoRI GGGCCGAATTCATGCAATCTTCGTCACC

O8 C2 Rv XhoI ACCTCGAGCCTAAAGACTCTTAAAAAATG

O9 SlPCNAK164AFw GATACAGTTGGTTATTTCGGTGACTgcgGAAGGTGTG

O10 SlPCNAK164ARv CACACCTTCcgcAGTCACCGAAATAACAACTGTATC

O11 SlPCNAK254AFw CCTGGCACCTgcaATAGAAGAGGATG

O12 SlPCNAK254ARv CCTCTTCTATtgcAGGTGCCAGG

O13 SlPCNAK164/168A
Fw

ACTgcgGAAGGTGTGgcaTTCTCAACCAGAGGT

O14 SlPCNAK164/168A
Rv

ACCTCTGGTTGAGAAtgcCACACCTTCcgcAGT

O15 SlPCNAK190A Fw CAACTGTTGACGCGCCTGAAGAAGCC

O16 SlPCNAK190A Rv GGCTTCTTCAGGCGCGTCAACAGTTG

O17 K164RFw TTTCGGTGACTCGGGAAGGTGTGAA

O18 K164RRv TTCACACCTTCCCGAGTCACCGAAA

O19 K254RFw ACCTGGCACCTCGGATAGAAGAGGA

O20 K254RRv TCCTCTTCTATCCGAGGTGCCAGGT

O21 AtSCE1FwNcoI CCATGGCTAGTGGAATCGCTCG

O22 AtSCE1RvBglII AGAGATCTTTAGACAAGAGCAGG

O23 AtSAE1aFwNdeI CATATGGACGGAGAAGAGCTTACC

O24 AtSAE1aRvBamHI GGATCCTTAAGAGGTAAAAGAGTCGG

O25 AtSAE2FwNcoI AACCATGGCTACGCAACAACAGC)

O26 AtSAE2RvSalI GGGTCGACCTATTCAACTCTTATCTTC)

O27 AtSUMO1 Fw AACATATGTCTGCAAACCAGG

O28 AtSUMO1 Rv AAGGATCCTCAGCCACCAGTCTGATG

O29 AtSUMO2 Fw AACATATGTCTGCTACT CCGG

O30 AtSUMO2 Fw AGGGATCCCTAACCACCAGTCTGAT G

O31 AtSUMO3 Fw AACATATGTCTAACCCTCAAG

O32 AtSUMO3 Rv AGGGATCCTTAACCACCACTCATCGC
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O33 AtSRS2wt GW attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGA
GAATCTCCCA

O34 AtSRS2wt GW attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCAGAG
TGATTTGTACTGT

O35 AtSRS2CO
GW_attB1

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGA
GAACCTGCCG

O36 AtSRS2CO GW
attB2

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTACAG
GCTTTTATACTGC

O37 FP5751 AAAATTAATTAAATGGACTACAAGGACGACGATGAC
AAAGTCAAGCTTCTCGAGAATTCCTTGGAACTACGTC
TTGTTCA

O38 FP6068 AAAAGCGGCCGCCTAAAGGCTTGGTTTCCTCTT
CATCC

O39 SlPCNA GW_attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTT
GGAACTACGTC

O40 SlPCNA GW_attB2 AAAAAAGCAGGCTTCATGTTGGAACTACGTC

O41 SlPCNA NotI Fw AAGCGGCCGCCATGTTGGAACTACGTCTTGTTC

O42 AtSUMO1ΔGG
AscI Rv

AAGGCGCGCCCTCAAGTCTGATGGAGC

O43 Actina At Fw GGCAAGTCATCACGATTGG

O44 Actina At Rv CAGCTTCCATTCCCACAAAC

O45 earn 108_C4TG-Fw GAAGATGGGCAACCTCACCTC

O46 earn 109_C4TG-Rv TGCTGCAGCGTCGTTAGATGT

O47 earn 102_C4TS-Fw TCCCCAACCAGATCAGCACAT

O48 earn 103_ C4TS-Rv TTGGCGTAAGCGTCATTGG

LP1 LP Sum1-1 TTTCGTGTAGCTGCGATTAGG

RP1 RP Sum1-1 TTATCTTTGCTCGCCATTAGC

BP1 LBb1.3 SALK ATTTTGCCGATTTCGGAAC

LP2 LP Sum2-1 GTCGGAGAATCGGATTTCTTC

RP2 RP Sum2-1 TGAGGGTGTGTATTGGTGGAG

BP2 LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
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RESULTADOS 1 .

Análisis de la interferencia de las proteínas de
los geminivirus implicadas en su replicación
con las modificaciones postraduccionales de

PCNA de tomate

En este capítulo se incluyen algunos resultados obtenidos por los Drs.

Miguel Ángel Sánchez Durán y Manuel A. Arroyo Mateos, incluidos en sus

respectivas tesis doctorales. Estos resultados, junto a parte de los presentados en

este trabajo, se han recogido en un artículo publicado bajo el título: Geminivirus

Replication Protein Impairs SUMO Conjugation of Proliferating Cellular Nuclear Antigen at

Two Acceptor Sites (Arroyo-Mateos et al., 2018).
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Rep reduce la sumoilación de PCNA

La expresión ectópica de la proteína viral esencial para la replicación, Rep,

altera la sumoilación de proteínas específicas de la planta (Sánchez-Durán et al.,

2011). Aunque la determinación del número e identidad de estas dianas requiere

un análisis proteómico exhaustivo, se plantearon como posibles candidatas

aquellas proteínas del hospedador que se sumoilen e interaccionen con Rep. Una

de las que reúne ambos requisitos es PCNA, para la que se ha descrito la

conjugación de SUMO a los homólogos de levaduras, X. laevis, mamíferos y

Arabidopsis (Arakawa et al., 2006; Elrouby et al., 2012; Gali et al., 2012; Hoege et al.,

2002; Leach y Michael, 2005; Moldovan et al., 2012; Strzalka et al., 2012) y la

interacción con Rep de varios begomovirus de las proteínas de Nicotiana tabacum y

tomate (Bagewadi et al., 2004; Castillo et al., 2003).

La sumoilación de PCNA1 y PCNA2 de Arabidopsis (AtPCNA1 y

AtPCNA2) se describió a partir de ensayos en células de E. coli que expresaban los

componentes de la ruta de sumoilación (Elrouby et al., 2010; Strzalka et al., 2012).

Para evaluar si PCNA de tomate (denominado en adelante como SlPCNA o

PCNA) también se sumoila y, además, si Rep interfiere con dicha modificación

postraduccional, se siguió una estrategia similar. En este caso, se empleó el sistema

de sumoilación de mamíferos desarrollado por Mencía y de Lorenzo (2004), en el

que los genes involucrados en dicha ruta, las enzimas activadoras E1 (SAE1/2) de

humanos, HsAos1/HsUba2, la conjugadora E2 (SCE) de ratón,MmUbc9, la forma

madura de SUMO1 de humano, HsSUMO1, y la proteína diana, se expresan a

partir de un sistema inducible basado en promotores T7. Al incluir el péptido

SUMO maduro, que contiene los dos residuos de Gly en el extremo C-terminal,

no se requiere la escisión proteolítica del péptido y, por tanto, la expresión de

proteasas de SUMO. En este sistema, HsAos1, HsSUMO1 y la proteína diana

están fusionados a una etiqueta de histidina para facilitar su detección. Los ensayos

de sumoilación se llevaron a cabo en células de E. coli (cepa NCM631, derivada de

BL21) cotransformadas con los tres plásmidos compatibles, de modo que se

expresan simultáneamente las enzimas activadoras y la conjugadora desde un

mRNA policistrónico (plásmido 1), SUMO (plásmido 2) y la proteína diana PCNA

de tomate o, alternativamente, PCNA y Rep desde un mRNA policistrónico

(plásmido 3). Tras inducir la expresión de proteínas en las células que reunían los
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plásmidos adecuados, los extractos de proteínas totales se analizaron mediante

western blot, empleando los anticuerpos anti-PCNA, anti-SUMO, anti-His y anti-

Rep de TGMV (Figura 19). En todos los extractos que incluían PCNA se detectó

una doble banda del tamaño esperado para dicha proteína (∼ 37 KDa) al incubar

con el anticuerpo anti-PCNA (Figura 19, calle 1). En aquellos procedentes de

células que también expresaban la maquinaria completa de sumoilación y SUMO

(E1/E2 y SUMO) se detectó una doble banda adicional de 55 KDa

aproximadamente (Figura 19, calle 5), que no estaba presente en los extractos que

no incluían SUMO (Figura 19, calle 4). Para confirmar que la misma correspondía

a PCNA-SUMO, ya que su tamaño se ajusta al esperado para la diana

monosumoilada, se repitió el western blot incubando la membrana con anticuerpos

anti-SUMO y anti-His. En ambos casos, se observó la misma doble banda, lo que

corroboró que se trataba de PCNA conjugado a un péptido SUMO, de modo que

cada banda correspondería a una molécula de PCNA-1xSUMO. Las bandas extras

observadas en las membranas incubadas con los anticuerpos anti-SUMO y anti-

His corresponden a aquellas descritas previamente como SUMO libre y cadenas

de SUMO (dímero, trímero y tetrámero) (Mencía y de Lorenzo, 2004) (Figura 19,

calles 5 y 6). Este resultado indica que PCNA de tomate se sumoila, tal y como se

ha descrito para los homólogos citados anteriormente.

Una vez confirmada la sumoilación de PCNA de tomate, se evaluó si Rep

del begomovirus TGMV interfiere en dicha modificación. Para ello, ambas

proteínas se coexpresaron desde el mismo vector a partir de un mRNA

policistrónico, junto al sistema de sumoilación y SUMO. En esta ocasión, la

intensidad de la banda identificada como PCNA-SUMO se redujo drásticamente

(Figura 19, calle 6). Esta misma disminución se observó en la banda de alto peso

molecular (X1) revelada con anti-SUMO y anti-His pero no con antiPCNA, que

debe corresponder a una cadena de SUMO o alguna otra proteína del ensayo y no

al monómero de PCNA unido a dos péptidos de SUMO, como se podría haber

esperado por su tamaño. La expresión de Rep se confirmó mediante el uso del

anticuerpo anti-Rep de TGMV, con el que se detectó una banda con un peso

molecular de 44 KDa, el estimado para la proteína viral (Figura 19, calles 2, 4 y

6). En esas mismas calles también se observaron bandas adicionales más pequeñas

(X2), que podrían corresponder a formas truncadas de Rep. Sin embargo, no se

reveló ninguna banda que pudiera identificarse como la forma sumoilada de la

proteína viral, descartando así que SUMO se una de forma covalente a Rep en las
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condiciones ensayadas. El conjunto de estos resultados demuestra que Rep reduce

la sumoilación de PCNA de tomate.

Figura 19. Rep modula la sumoilación de PCNA utilizando un sistema reconstituido en
bacteria. PCNA de tomate, Rep de TGMV, las enzimas E1 y E2 (HsAos1/HsUba2 y MmUbc9,
respectivamente) y SUMO (HsSUMO1) se coexpresaron en la cepa NCM631 de E. coli. Los extractos
de proteínas totales se incubaron con los anticuerpos anti-PCNA, anti-SUMO, anti-His y anti-Rep.
PCNA, Aos1, SUMO y Rep están marcados con una etiqueta 6xHis. Los componentes presentes en
cada calle (1-6) se indican en el panel superior (+/-). Las bandas detectadas están etiquetadas en el
lado derecho. X1: cadena de 4xSUMO; X2: forma truncada de Rep. El marcador de peso molecular
se indica a la izquierda (KDa). Figura extraída de la tesis doctoral de Miguel Ángel Sánchez Durán,
2009.
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Para determinar si la inhibición observada en la sumoilación de PCNA es

específica, se realizó un ensayo similar utilizando la proteína TrAP (codificada por

C2) del begomovirus monopartito TYLCSV en lugar de Rep. En este caso, la

intensidad de la banda identificada como PCNA-SUMO no se vio alterada (Figura

20A, calle 9), lo que indica que el efecto observado se debe a la presencia de Rep

y descarta que pueda tratarse de una interferencia inespecífica consecuencia de la

expresión simultánea de PCNA con otra proteína a partir de un mRNA

policistrónico.
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Figura 20. Rep interfiere de forma específica con la sumoilación de PCNA. A. PCNA de
tomate, Rep de TGMV, C2 de TYLCSV, E1/E2 (SAE1, SAE2 y Ubc9 de mamíferos) y SUMO
(HsSUMO1) se coexpresaron en células NCM631 de E. coli según se indica en la tabla superior (+/-
) Los extractos de proteína total se incubaron con los anticuerpos indicados a la izquierda. Las bandas
relevantes están etiquetadas en el lado derecho. B. Similar al panel A, pero se sustituyó PCNA por la
catalasa 3 de Arabidopsis (CAT3) como diana del ensayo. A la izquierda se indica el marcador de peso
molecular (KDa). Figura extraída de la tesis doctoral de Miguel Ángel Sánchez Durán, 2009.

A continuación, para comprobar si la supresión de la sumoilación de PCNA

se debe a la interacción de Rep con SCE, descrita anteriormente (Castillo et al.,

2004; Sánchez-Durán et al., 2011) y, como consecuencia, a una posible inhibición

de la actividad conjugadora de la enzima, se repitió el ensayo de sumoilación

utilizando como proteína diana la Catalasa 3 (CAT3) de A. thaliana, un sustrato

conocido de esta ruta de modificación postraduccional (Castaño-Miquel et al.,

2013). En esta ocasión, la intensidad de las bandas correspondientes a la forma

monosumoilada (CAT3-SUMO) y polisumoilada (CAT3-SUMO-SUMO) de

CAT3 no se vio alterada (Figura 20B, calle 6), lo que indica que la expresión de

Rep no afecta a la actividad global de la enzima conjugadora de SUMO y, de nuevo,

que el efecto observado es específico.

La interacción de Rep con la enzima conjugadora de SUMO no

participa en la reducción de la sumoilación de PCNA

La proteína Rep de los begomovirus monopartitos TYLCV y TYLCSV y

del bipartito TGMV se unen a SCE1 de plantas a través de su extremo amino-

terminal (Castillo et al., 2004; Sánchez-Durán et al., 2011; Maio et al., 2019). El

dominio de interacción se mapeó en la proteína Rep de TGMV entre los residuos

56-114, donde se identificó una región esencial para la unión a la enzima

conjugadora de SUMO (residuos 56-85) y otra región que estabiliza o potencia la

interacción (residuos 86-114) (Sánchez-Durán et al., 2011). El análisis posterior de

las lisinas localizadas en este dominio, ya que son aminoácidos que desempeñan

un papel crucial en la mayoría de las interacciones con SCE, permitió identificar a

K68 y K102 como residuos implicados en la unión entre ambas proteínas,

cumpliendo el primero de ellos el papel principal en el establecimiento de la

interacción (Sánchez-Durán et al., 2011). La eliminación de ambas lisinas, además,

afectó de forma dramática a la replicación viral, lo que sugiere que la interacción
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entre Rep y SCE es esencial para la multiplicación de los geminivirus (Castillo et

al., 2004; Sánchez-Durán et al., 2011).

Figura 21. La interacción entre Rep y SCE no es esencial para suprimir la sumoilación de
PCNA in bacteria. Este ensayo se llevó a cabo como se describe en la leyenda de la figura 1. En
esta ocasión, se incluyó el mutante de Rep que no interacciona con la enzima conjugadora SCE (Rep
K68/102A). Las proteínas expresadas en cada extracto se indican en el panel superior (+/-). A la
derecha se han etiquetado las bandas detectadas. El patrón del marcador peso molecular se muestra
a la izquierda (KDa).

Para profundizar en el mecanismo que media la interferencia de Rep con la

sumoilación de PCNA, se comprobó si es necesaria la interacción entre la proteína

viral y la enzima conjugadora de SUMO. En este caso, se llevó a cabo un ensayo

de sumoilación en E. coli sustituyendo el gen silvestre de Rep por el que porta la

doble mutanción K68/102A. Como se había observado, la expresión de la

proteína silvestre redujo drásticamente la intensidad de la doble banda

correspondiente a PCNA sumoilado, apareciendo sólo una muy tenue a la altura

aproximada de la de mayor peso molecular (Figura 21, calle 3). Este mismo
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resultado se obtuvo al incluir el mutante de Rep K68/102A (Figura 21, calle 4),

lo que indica que la interacción de Rep con SCE1 no interviene en la supresión de

la sumoilación de PCNA, al menos en las condiciones ensayadas

PCNA de tomate se sumoila en las lisinas 164 y 254

La sumoilación de PCNA de levaduras ocurre principalmente en la

conservada lisina K164, presente también en los homólogos pollo, de mamíferos

y de X. laevis (Arakawa et al., 2006; Gali et al., 2012; Göhler et al., 2008; Leach y

Michael, 2005; Moldovan et al., 2012), y en menor medida en la K127, ausente en

las proteínas de plantas, mamíferos y Xenopus. Mientras que la unión covalente de

SUMO a K164 requiere la participación de la ligasa de SUMO (E3) Siz1, la

modificación de K127 también puede tener lugar in vitro sin la presencia de la

enzima E3 (Hoege et al., 2002; Parker et al., 2008). En un trabajo previo, utilizando

un sistema de sumoilación reconstituido en E. coli, se obtuvo que PCNA1 y

PCNA2 de A. thaliana se sumoilan en la lisina K254 y, adicionalmente, en K13,

K14, K20, K217 y K240, pero no en K164 (Strzalka et al., 2012). En células

humanas, también se ha identificado el residuo K254 de PCNA como sitio aceptor

de SUMO (Gali et al., 2012).

Para determinar qué lisinas de PCNA de tomate se sumoilan y examinar si

Rep interfiere con la modificación de todas ellas, se llevaron a cabo ensayos de

sumoilación en E. coli en los que se incluyeron como diana mutantes puntuales de

SlPCNA en varios residuos candidatos, sustituidos por alaninas. Estas lisinas se

seleccionaron teniendo en cuenta el siguiente criterio: (1) están conservadas en los

homólogos de PCNA de diferentes organismos, (2) han sido descritas previamente

como un aceptor de SUMO en algún homólogo de PCNA, o bien (3) son sitios

potenciales de sumoilación según las herramientas informáticas GPS SUMO-gp y

SUMOsp2.0 (Ren et al., 2009; Zhao et al., 2014) y (4) se localizan en la superficie

de PCNA. Este análisis sugirió que los residuos K91, K164, K168, K190 y K254

tienen una alta probabilidad de ser sumoilados, destacando entre ellos K164 y

K254 como los principales candidatos (Figura 22A). Ambas lisinas están

conservadas en homólogos de PCNA desde levaduras a humanos (Figua S1) y

han sido descritas como sitios aceptores de SUMO.
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Figura 22. PCNA de tomate se sumoila en las lisinas 164 y 254. A. Modelo tridimensional del
trímero de PCNA de tomate, predicho a partir de la estructura de PCNA de humano. Las lisinas
mutadas se destacan en rojo (K164) y verde (K254) en los tres monómeros. B. Ensayo de sumoilación
de SlPCNA silvestre y los mutantes K164A, K254A y K164/254A. También se incluye Rep de
TGMV. Los extractos de proteínas se incubaron con el anticuerpo frente a PCNA, con el que se
detectaron las bandas etiquetadas a la derecha. El asterisco señala la banda correspondiente a PCNA
sumoilado en una lisina no identificada. Los componentes presentes en cada calle (1-6) se indican en
el panel superior (+/-). El marcador de peso molecular se muestra a la izquierda (KDa).

Una vez se generaron mutantes simples y doble de PCNA en estas dos lisinas,

se probó su sumoilación con el sistema de modificación de mamíferos

reconstituido en E. coli. Al expresar el mutante simple PCNA K164A se detectó

una única banda correspondiente a la diana sumoilada, concretamente la de menor

peso molecular de la doble banda observada con la proteína silvestre (Figura 22B,

calle 4). En cambio, al sustituir la lisina 254 (PCNA K254A), la intensidad de la
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misma se redujo, mientras que la de la banda superior se mantuvo inalterada

(Figura 22B, calle 6). Con el doble mutante PCNA K164/254A tan solo se

observó una banda tenue, de un peso molecular similar a la obtenida con el PCNA

K254A (Figura 22B, calle 5). Este ensayo reveló que la doble banda resultante de

la coexpresión de PCNA de tomate silvestre con la maquinaria completa de

sumoilación corresponde, al menos, a dos monómeros de la proteína diana unidos

a SUMO a través de dos residuos distintos, lo que da lugar a una movilidad

electroforética ligeramente diferente para cada uno de ellos. Concretamente, la

banda superior pertenece al monómero modificado en la lisina K164, y la inferior,

al menos parcialmente, es el producto de la conjugación de SUMO a la K254. Este

fenómeno ya se había descrito anteriormente para PCNA de levaduras y de

humanos, de modo que la proteína sumoilada en el residuo 164 migraba en el gel

de poliacrilamida con un peso molecular diferente al de PCNA modificado en la

lisina 127 o 254, respectivamente (Gali et al., 2012; Hoege et al., 2002; Pfander et

al., 2005). La banda restante, observada al expresar PCNA mutante para la lisina

254, podría corresponder a un monómero de la proteína conjugado a SUMO a

través de una lisina diferente a las dos identificadas. Para determinar cuál de ellas

estaba implicada, se introdujeron en el doble mutante de PCNA K164/254A

mutaciones adicionales en cada una de las otras lisinas seleccionadas (K91, K168

o K190) y se llevaron a cabo nuevos ensayos de sumoilación (Manuel Arroyo-

Mateos, 2015). No obstante, ninguna de estas mutaciones condujo a la

desaparición de la banda anterior, sugiriendo que es otra lisina la que actúa como

sitio de unión a SUMO, quizás en ausencia de las principales K164 y K254.

El sistema de sumoilación de A. thaliana también modifica PCNA de

tomate in bacteria

Como se mencionó anteriormente, Strzalka y colaboradores (2012)

realizaron ensayos de sumoilación en E. coli con AtPCNA1 y AtPCNA2,

detectando la modificación en la lisina 254 pero no en la descrita como principal

sitio de conjugación a SUMO, la K164. Nuestros resultados con PCNA de tomate

muestran, no obstante, que la lisina 164 también se une covalentemente al pequeño

péptido, y con una eficiencia similar a K254, lo que arroja dudas acerca de la

conservación de la modificación de este residuo en PCNA de plantas. No obstante,
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ambas aproximaciones experimentales difieren no solo en la diana, ya que se trata

de diferentes homólogos de PCNA, sino también en el origen de las enzimas de la

ruta de sumoilación. Mientras que el sistema empleado con SlPCNA,

originalmente desarrollado por Mencía y de Lorenzo, utiliza las enzimas E1 y

SUMO1 de humanos (Aos1/Uba2 y SUMO1) y E2 de ratón (Ubc9), Strzalka y

colaboradores utilizaron todos los componentes de A. thaliana. Con el fin de

determinar si la discrepancia entre ambos resultados se debe a la disparidad de los

sistemas utilizados, se optó por realizar los ensayos de sumoilación de SlPCNA

con las enzimas de modificación de la planta modelo. Para generar este sistema, se

clonaron en el mismo vector pACYC184 (Mok et al., 1991) las ORFs de las enzimas

de activación (AtSAE1a y AtSAE2) y conjugación (AtSCE1) de SUMO para su

expresión a partir de un mRNA policistrónico. Por otra parte, las ORFs de las

formas maduras de las isoformas 1, 2 y 3 de SUMO se clonaron

independientemente en el vector pRHSUMO (Mencía y de Lorenzo, 2004)

(Figura 23A).

Utilizando este sistema y siguiendo el mismo procedimiento descrito

previamente, se llevó a cabo el ensayo de sumoilación con SlPCNA para

determinar si nuestra diana podía ser modificada por AtSUMO1, AtSUMO2 y/o

AtSUMO3. Como control positivo, se incluyó SUMO1 de humano. Los extractos

totales de proteínas se incubaron con anticuerpos anti-PCNA y anti-His, éste

último para confirmar la expresión de distintas isoformas de SUMO (Figura 23B).

En consonancia con el resultado obtenido en los ensayos de sumoilación llevados

a cabo anteriormente con las enzimas de mamíferos, la coexpresión de PCNA y

SUMO1 de humano dio lugar a una doble banda de aproximadamente 55 KDa

(Figura 23B, calle 3). Ésta misma se detectó también en los extractos de proteínas

que contenían AtSUMO1 y AtSUMO2, aunque con un peso molecular

ligeramente menor al obtenido con HsSUMO1, debido a las diferencias en las

secuencias de estas isoformas (Figura 23B, calles 4 y 5). La misma doble banda

se detectó en presencia de AtSUMO3, pero la intensidad fue notablemente inferior

(Figura 23, calle 6), a pesar de que las tres isoformas del péptido se expresaron a

un nivel similar (Figura 23, calles 4, 5 y 6). Estos resultados indican que PCNA

de tomate es modificado por AtSUMO1 y AtSUMO2, y, con una baja eficiencia,

por AtSUMO3, con las enzimas E1 y E2 de la ruta de sumoilación de A. thaliana

y sin requerir la presencia de una ligasa E3.
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Figura 23. El sistema de sumoilación de A. thaliana también modifica PCNA de tomate in
bacteria. A. Diagrama de los plásmidos utilizados para expresar la maquinaria de sumoilación de A.
thaliana y la proteína diana en E. coli. Se destacan los orígenes de replicación (P15A, RK2 y f1), los
marcadores de resistencia (Km, kanamicina; Ap, ampicilina; Cl, cloranfenicol), el promotor T7
(triángulo negro), el sitio de unión a ribosoma o RBS (rectángulo amarillo), la etiqueta de 6xHis (rojo)
y los genes clonados en cada vector. B. Ensayo de sumoilación de SlPCNA con el sistema de
sumoilación de A. thaliana. PCNA de tomate, SAE1a/SAE2 y SCE1 de Arabidopsis se
cotransformaron y coexpresaron con AtSUMO1, 2, 3 o HsSUMO1 en la cepa de E. coli NCM631.
Los extractos de proteínas se incubaron con los anticuerpos anti-PCNA y anti-His. Los componentes
presentes en cada calle se indican en la tabla superior (+/-). Las bandas relevantes están señaladas y
etiquetadas a la derecha. Los números de la izquierda indican los tamaños del marcador de peso
molecular (KDa). La membrana se tiñó con azul de Coomassie como control de carga total de
proteínas para cada extracto.
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SlPCNA se sumoila en las lisinas 164 y 254 con el sistema de A.

thaliana

Para confirmar que la doble banda observada en el ensayo de sumoilación

de PCNA silvestre con el sistema de modificación de A. thaliana también

corresponde a la unión covalente de SUMO a dos lisinas diferentes del monómero,

K164 y K254, los mutantes simples y el doble para estos residuos se

sobreexpresaron junto con el sistema de sumoilación de la planta y AtSUMO1 en

E. coli (Figura 24B). Se escogió esta isoforma porque es homóloga a AtSUMO2 y

presenta un patrón y un nivel de expresión relativa similar en la planta, superior al

del resto de AtSUMOs. De nuevo, al incluir el mutante PCNA K164/254R, no se

detectó la doble banda observada con la proteína silvestre, revelándose en su lugar

una banda con una intensidad muy baja (Figura 24B, calle 6). Estos resultados

indican que PCNA de tomate se sumoila en las lisinas 164 y 254 en ensayos en E.

coli, independientemente del origen de los componentes del sistema de

modificación utilizados. La banda tenue observada en estos ensayos indica que,

como se sugirió anteriormente, puede haber un tercer residuo que se sumoile en

menor medida o pueda sumoilarse en ausencia de las dos lisinas principales.

Figura 24. SUMO 1 de A. thaliana modifica los mismos residuos de PCNA de tomate en un
sistema reconstituido en bacterias. Ensayo de sumoilación de los mutantes de SlPCNA (K164R,
K254R y K164/254R) con el sistema de modificación de A. thaliana en E. coli. La expresión de
proteínas se llevó a cabo en la cepa de E. coli NCM631 como se indica en el panel superior (+/-). Los
extractos se incubaron con el anticuerpo anti-PCNA para detectar PCNA y PCNA-SUMO,
etiquetados a la derecha. El marcador de peso molecular se muestra a la izquierda (KDa).
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Rep también interfiere en la modificación de PCNA por SUMO

usando el sistema de sumoilación de Arabidopsis reconstituido en bacteria

Una vez confirmada la sumoilación de PCNA de tomate utilizando el

sistema de modificación compuesto por las enzimas presentes en A. thaliana, se

comprobó si Rep también interfiere con la conjugación de SUMO a dicha diana

en estas condiciones. Siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente,

PCNA y Rep se coexpresaron desde el mismo vector como un mRNA

policistrónico junto con la maquinaria de sumoilación completa de Arabidopsis

(AtSAE1a/2, AtSCE1 y AtSUMO1). En presencia de Rep, la intensidad de las dos

bandas identificadas como PCNA monosumoilado se redujo considerablemente

en comparación con la mostrada en ausencia de la proteína viral (Figura 25, calles

3 y 4, respectivamente), ratificando así el resultado obtenido con el sistema de

mamíferos (Figura 19).

Figura 25. Rep interfiere en la sumoilación de PCNA de tomate en un sistema de Arabidopsis
reconstituido en bacteria. PCNA de tomate, Rep de TGMV y las enzimas SAE1a, SAE2 y SCE1,
así como SUMO1 de Arabidopsis, se coexpresaron en la cepa de E. coli NCM631. Los extractos de
proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF que se incubó con un anticuerpo frente a PCNA.
La expresión de los diferentes componentes (+/-) se indica en el panel superior. Las bandas
relevantes están destacadas a la derecha. El patrón de peso molecular se representa a la izquierda. La
membrana teñida con azul de Coomassie se incluyó como control de carga total de proteínas para los
distintos extractos.
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Rep también reduce la sumoilación de PCNA de tomate in planta

Mientras que la sumoilación de los homólogos de PCNA de plantas se había

detectado en bacterias utilizando diferentes sistemas de sumoilación

reconstituidos, ésta seguía sin poder demostrarse en la célula vegetal. PCNA se

expresa principalmente en la fase S del ciclo celular, y, debido a la naturaleza

dinámica y reversible de esta modificación postraduccional, tan solo una pequeña

proporción de la proteína se encuentra sumoilada en un momento dado.
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Figura 26. Rep compromete la sumoilación de PCNA de tomate in planta. A. Esquema del
diseño experimental. Flag-PCNA de tomate y SUMO1 de A. thaliana se expresaron transitoriamente
en hojas deN. benthamiana en presencia y ausencia de Rep-GFP del virus TYLCV. Las hojas infiltradas
se incubaron en un baño a 37ºC durante 45 minutos, tras lo cual se llevó a cabo la extracción de
proteínas. Este extracto se enriqueció en Flag-PCNA mediante inmunoprecipitación, usando una
resina anti-Flag (IP: αFlag) y se analizó por western blot. B. Las proteínas inmunoprecipitadas se
incubaron con anticuerpos frente a la etiqueta Flag y AtSUMO1. La acumulación de Rep se
comprobó con el anticuerpo anti-GFP (input). Las bandas detectadas se destacan a la derecha y el
patrón de peso molecular se indica a la izquierda. Se incluye la tinción con azul de Coomassie como
control de carga. C. Ensayo de complementación fluorescente bimolecular. SCFPN-PCNA y Rep-
SCFPC se sobreexpresaron transitoriamente en hojas deN. benthamiana, que se observaron 3 días más
tarde por microscopía confocal. Escala = 10 µm.

Tomando lo anterior en consideración, la principal dificultad residiría en los

niveles bajos de PCNA-SUMO en la célula, probablemente por debajo del umbral

de sensibilidad de los métodos de detección utilizados. Hasta el momento, ninguno

de los análisis masivos realizados para identificar las dianas de SUMO en plantas

han logrado detectar a PCNA como una de ellas (Budhiraja et al., 2009; Colignon

et al., 2017; Mailand et al., 2013; Miller et al., 2010; Miller et al., 2013; Park et al.,

2011; Rytz et al., 2018). Otras estrategias abordadas, como la expresión transitoria

de SlPCNA en hojas de N. benthamiana y en protoplastos de tomate, destinada a

aumentar la cantidad de la diana, tampoco permitieron identificar a SlPCNA-

SUMO. Para conseguir este objetivo y, posteriormente, confirmar que Rep

también modula el estado de modificación de esta proteína en la planta, resultaba

crucial, por lo tanto, aumentar su sumoilación.

Con este fin, y en colaboración con el grupo del Dr. Harrold van der Burg

en la Universidad de Ámsterdam, se diseñó un ensayo en N. benthamiana dirigido a

incrementar el porcentaje de PCNA sumoilado (Figura 26A). En primer lugar, se

generó una construcción para expresar PCNA de tomate fusionado a un epítopo

FLAG (Flag-PCNA), la cual se coagroinfiltró junto a la forma madura de
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AtSUMO1 en hojas jóvenes, no expandidas completamente, de N. benthamiana

silvestre (2 semanas de edad). En estas hojas, el número de células en la fase

replicativa del ciclo celular, en la que se encuentra la mayor proporción de PCNA

sumoilado (Pfander et al., 2005), es probablemente mayor. Tres días después, las

hojas agroinfiltradas se sometieron a un choque térmico de 37ºC durante 45

minutos para aumentar los niveles de sumoilación general de la planta (Kurepa et

al., 2003). Tras extraer las proteínas totales, la muestra se enriqueció en Flag-PCNA

usando una resina anti-FLAG (Figura 26A). Cuando la membrana se incubó con

un anticuerpo anti-FLAG, se detectaron tres bandas que mostraban intensidades

similares y tamaños que podían corresponder a PCNA en forma de monómero,

dímero y trímero (35, 70 y 100 KDa, respectivamente; Figura 26B). Por debajo

de los 55 KDa, se observaron algunas bandas del tamaño apropiado para PCNA-

SUMO, pero su definición e intensidad hacían difícil su identificación. Para

confirmar la sumoilación de PCNA, la membrana se incubó con anti-

AtSUMO1/2, revelándose así la banda correspondiente a PCNA-SUMO

(alrededor de los 50 KDa; Figura 26B, calle 1). Cuando Rep de TYLCV se

coexpresó en N. benthamiana (Rep-GFP) en las mismas condiciones descritas, la

intensidad de la banda anterior disminuyó drásticamente (Figura 26B, calle 2). La

presencia de la proteína viral se confirmó con el anticuerpo anti-GFP. Estos

resultados muestran por primera vez que PCNA también se sumoila en la planta y

confirman que, al igual que ocurre con el sistema reconstituido en E. coli, Rep

compromete dicha modificación postraduccional en la célula vegetal.

En este ensayo, por razones técnicas, se utilizó la proteína Rep de TYLCV

en lugar de Rep de TGMV, incluido en los experimentos en E. coli. Aunque la

interacción de esta proteína viral con PCNA se había confirmado para varios

begomovirus, aún no se había demostrado para la presente en TYLCV. Para

comprobar si el comportamiento de Rep era similar al de sus homólogos en cuanto

a su capacidad de interacción con PCNA, se llevó a cabo un ensayo de

complementación molecular bifluorescente (BiFC) en N. benthamiana. Para ello, la

mitad C-terminal de la proteína fluorescente super cyan (SCFPC; fragmento 156-

239 aa) (Gehl et al., 2009) se clonó en el extremo C-terminal de Rep TYLCV,

mientras que la parte N-terminal del mismo fluoróforo (SCFPN; fragmento 1-173

aa) se fusionó al extremo amino de SlPCNA, generando así Rep-SCFPC y SCFPN-

SlPCNA, respectivamente. Ambas construcciones se transformaron en A.

tumefaciens y se coinflitraron en hojas de N. benthamiana silvestre. Tres días más
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tarde, las hojas infiltradas se observaron bajo microscopía confocal. En el núcleo

de las células epidérmicas se observó la señal azul procedente de la reconstitución

de la proteína fluorescente súper cyan, destacando la aparición de varios cuerpos

nucleares que emitían una señal más intensa (Figura 26C). Este resultado muestra

que Rep de TYLCV también interacciona con PCNA y que esta unión tiene lugar

en el núcleo, tanto en zonas concretas que podrían ser cuerpos nucleares como en

el nucleoplasma.

REn también reduce la sumoilación de PCNA

Los datos publicados indican que dos de las seis proteínas mayores de 75

aminoácidos codificadas en el genoma de los begomovirus, REn (replication enhancer

protein) y Rep, participan en funciones similares. Estos dos factores, que

interaccionan entre ellos, comparten interactores del huésped (incluyendo PCNA)

y participan en la replicación del DNA del virus, lo que sugiere que ambos forman

parte del complejo que constituye el replisoma viral. Aunque no se ha detectado la

interacción de REn con componentes de la ruta de sumoilación, su unión a Rep y

a PCNA y su papel en la replicación viral condujo a plantear si su presencia

también reduciría la conjugación de SUMO a esta proteína de la planta, como se

ha observado previamente.

Para comprobarlo, el marco abierto de lectura del gen AC3 de TGMV se

clonó sustituyendo a C1 en el vector para la expresión en E. coli que contenía

PCNA de tomate, de modo que se expresara con la proteína diana a partir de un

mRNA policistrónico. A continuación, se llevó a cabo el ensayo de sumoilación

en E. coli con el sistema de A. thaliana y en las mismas condiciones descritas

previamente. Los extractos de proteínas se analizaron de nuevo por western blot,

con los anticuerpos frente a PCNA y 6xHis. En todas las calles, se volvió a

observar la banda correspondiente al monómero de la proteína de la planta, por

debajo de 37 KDa (Figura 27). En consonancia con los resultados obtenidos en

los ensayos anteriores, la coexpresión de las enzimas de la ruta de sumoilación y

AtSUMO1 dio lugar a la doble banda identificada como PCNA sumoilado (~55

KDa), que no se detectó en presencia de Rep (Figura 27, calles 3 y 4,

respectivamente) ni al incluir la proteína REn (Figura 27, calle 5). La expresión

de ambas proteínas virales se confirmó tras incubar la membrana con el anticuerpo
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anti-His (Figura 27). Este resultado indica que REn, al igual que Rep, interfiere

con la sumoilación de PCNA.

Figura 27. REn también reduce la sumoilación de PCNA de tomate con el sistema
reconstituido en bacteria. El sistema de sumoilación de A. thaliana (SAE1a/SAE2) y SUMO1 se
coexpresaron con PCNA, Rep o REn de TGMV en la cepa NCM631 de E. coli. La expresión de los
diferentes componentes (+/-) se indica en la tabla superior. Los extractos de proteínas totales se
incubaron con anticuerpos frente a PCNA y la etiqueta 6xHis y las bandas relevantes se han destacado
a la derecha. El marcador de peso molecular se muestra a la izquierda.

REn no se sumoila utilizando el sistema de sumoilación de

Arabidopsis reconstituido en bacteria

Para profundizar en cuál podría ser el mecanismo que utilizan estas

proteínas virales para interferir con la sumoilación de PCNA, se estudió si, como

ocurre con otras proteínas que interaccionan o afectan a este sistema de

modificación, REn se sumoila. El análisis de proteínas REn de begomovirus

monopartitos y bipartitos utilizando el software de predicción GPS-SUMO (Zhao
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et al., 2014) mostró la existencia de un sitio consenso de sumoilación (ΨKXE)

(Geiss-Friedlander y Melchior, 2007), que incluye la lisina 130 en REn de TGMV

(Figura 28). La secuencia de esta proteína está muy conservada en los geminivirus,

aunque la presencia de un residuo de lisina en la antepenúltima posición

(correspondiente a los aminoácidos 130, 131 o 132) solo se ha encontrado en

algunas especies de begomovirus (Figura 28).

Figura 28. Identificación de un residuo de lisina (K130) como sitio putativo de sumoilación
en REn de TGMV y su conservación en diferentes begomovirus. Esta lisina se identificó con la
herramienta de predicción informática GPS SUMO. Se muestra el alineamiento de los últimos
aminoácidos de la proteína REn de varios begomovirus bipartitos (Bi) del Nuevo y Viejo mundo
(NW y OW, respectivamente) y monopartitos (M). Los nombres completos y los números de
accesión se indican en materiales y métodos.

Para llevar a cabo el ensayo de sumoilación, la OFR del gen AC3 de TGMV

se clonó en el vector de expresión pET29aDEST, que se cotransformó en E. coli

junto al sistema de sumoilación y las tres isoformas de SUMO por separado

(AtSUMO1, 2 y 3). Los extractos de proteínas totales se analizaron por western blot

con los anticuerpos anti-His y anti-SUMO (Figura 29). La expresión de REn dio

lugar a una banda por debajo de los 25 KDa que identificamos como la proteína

viral (Figura 29; calles 1-5). En aquellos extractos que contenían las enzimas de

GPS SUMO

Posición K Secuencia Puntuación Corte P-valor

K130 KYKFY 3.851 3.32 0.045

TGMV …HSIKYKFY 132
AbMV …HSIKFKFY 132
BGMV …HEIKYKFY 132
CaLCuV …HVINFKIY 132
ToLCV …HDIKFNFY 134
ToMoV …HSIKFKFY 132
ToYMoV …HEIKVNLY 132
ACMV …HEIKFNVY 134
EACMV …HAIKFNLY 134
PepGMV …HEIKCKLY 132
MYMIV …HNVQYKLY 134
AYVV …SIIKFNLY 134
CLCuGV …HNIQIKLY 133
TYLCSV …HEIKYNLY 134
TYLCV …HDIKYKFY 134

: :: :.*

M

Bi/OW

Bi/NW
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la ruta de sumoilación y las isoformas de AtSUMO1 y 2 se detectaron dos bandas

de 15 KDa y 30 KDa, aproximadamente, correspondientes a los monómeros y

dímeros de SUMO1/2 (el anticuerpo anti-SUMO utilizado no reconoce la

isoforma AtSUMO3) (Figura 29; calles 3, 4, 6 y 7). Sin embargo, tras la expresión

de la proteína viral y el sistema completo de sumoilación no se observó ninguna

banda adicional del tamaño esperado para la forma sumoilada de REn, lo que

indica que esta diana no se ha modificado postraduccionalmente. Este mismo

resultado se había obtenido previamente con Rep (Manuel Arroyo-Mateos, 2015;

Miguel Ángel Sánchez Durán, 2009), lo que indica que ninguna de las proteínas

virales implicadas en la replicación se sumoilan.

Figura 29. REn no se sumoila usando el sistema de sumoilación reconstruido en E. coli.
Ensayo de sumoilación de la proteína REn de TGMV. El sistema de sumoilación de A thaliana
(SAE1a, SAE2, SCE1) y REn se coexpresaron junto a AtSUMO1, -2 o -3 en la cepa NCM631 de E.
coli. En la tabla superior se indican las proteínas presentes en cada calle. El tamaño de las bandas del
marcador de peso molecular se muestra en KDa.
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PCNA de tomate se ubiquitina en la lisina K164

La sumoilación y la ubiquitinación de PCNA juegan un papel clave en el

mantenimiento de la integridad del genoma (Choe y Moldovan, 2017), y ha sido

descrita en los homólogos de levaduras (Hoege et al., 2002; Frampton et al., 2006),

Xenopus (Leach y Michael, 2005), pollo (Arakawa et al., 2006), humanos (Gali et al.,

2012; Huang et al., 2009) y en Arabidopsis (Strzalka et al., 2012; Strzalka et al., 2013).

El número de enzimas implicadas en la ruta de ubiquitinación es muy

superior a las involucradas en la sumoilación (Miriscecu et al., 2018). En el genoma

de Arabidopsis se han identificado dos proteínas activadoras E1, UBA1 y UBA2

(Hatfield et al., 1997), y se han predicho 37 enzimas conjugadoras E2 y alrededor

de 1500 genes que codifican componentes de ligasas E3 (Lee y Kim, 2011) (Kraft

et al., 2005). Strzalka y colaboradores (2013) demostraron la ubiquitinación de

AtPCNA1 y AtPCNA2 empleando un sistema reconstituido en bacteria, e

identificaron las enzimas de la ruta que intervienen en esta modificación. Además,

determinaron que la principal lisina de AtPCNA1/2 que se une covalentemente a

la ubiquitina es la conservada 164, para lo que emplearon una estrategia de

mutación similar a la utilizada en el presente trabajo y, por tanto, diferente a la

escogida por estos mismos autores en los ensayos de sumoilación de estas dianas

(Strzalka et al., 2012).

Para establecer si la ubiquitina se une covalentemente a PCNA de tomate e

identificar a qué lisinas, se llevaron a cabo ensayos de mono y poliubiquitinación

en E. coli. El sistema utilizado, también basado en promotores T7, fue el mismo

que emplearon Strzalka y colaboradores (2013); los marcos abiertos de lectura de

las enzimas E1 (AtUBA2) y E3 (AtRAD5a) están clonados en el vector

pACYCDUET, el de la E2 (AtUBC35) en pETDUET y la secuencia

correspondiente a la forma madura de la ubiquitina (AtUBQ) en el plásmido

pCDFDUET (Figura 30B). Al contrario de lo que sucede con la sumoilación, la

enzima E2 no es capaz de transferir de forma directa la ubiquitina a la proteína

diana, por lo que es necesario incluir la correspondiente ligasa E3 en el ensayo.

Todos los vectores se cotransformaron en E. coli junto a SlPCNA silvestre o una

de las diferentes versiones mutantes (K164R, K168R, K254R y K190R). Los

extractos de proteínas se analizaron por western blot utilizando el anticuerpo anti-

PCNA. Como se observa en la figura 30C, la expresión de PCNA silvestre junto

a las enzimas del sistema completo de ubiquitinación y la ubiquitina dio lugar a una
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única banda por debajo de los 50 KDa (calle 2), que coincidía con el tamaño

esperado para PCNA-Ub. De esta forma, confirmamos que PCNA de tomate

también se monoubiquitina utilizando el sistema de modificación de Arabidopsis

conformado por las enzimas de UBA2/ UBC35/RAD5a (E1/E2/E3), en ensayos

llevados a cabo en E. coli.

Figura 30. PCNA de tomate se ubiquitina en la lisina 164. A.Modelo tridimensional del trímero
de PCNA de tomate. Las lisinas mutadas para el ensayo se destacan en rojo (K164), verde (K254),
morado (K168) y azul (K190) en los tres monómeros de la estructura. B. Diagrama de los plásmidos
utilizados para reconstituir el sistema ubiquitinación de A. thaliana y expresar la proteína diana en E.
coli. Se destacan los orígenes de la replicación (P15A, ColE1, pCloDF13 y f1), los marcadores de
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Figura 30. (continuación) resistencia (Km: kanamicina; Ap: ampicilina; Cl: cloranfenicol, St/Sp:
estreptinomicina/ espectinomicina), el promotor T7 (triángulo negro), la etiqueta de histidina (azul),
el sitio de unión al ribosoma (amarillo) y los genes clonados en cada vector; pACYCDUET-E1/E3
(UBA1 y RAD5), pETDUET-E2 (UBC35), pCDFDUET-UBQ (ubiquitina) y pET28b-PCNA
(SlPCNA silvestre y versiones mutantes). C. Ensayo de ubiquitinación de PCNA silvestre y mutantes.
Los vectores se cotransformaron en la cepa NCM631 y la expresión de proteínas se indujo con IPTG
1mM durante 20 horas. Los extractos se incubaron con el anticuerpo anti-PCNA. Las bandas
detectadas están etiquetadas a la derecha. Los tamaños de referencia del marcador de peso molecular
se muestran a la izquierda. La membrana se tiñó con azul de Coomassie como control de carga total
de proteínas similar para los distintos extractos.

Para determinar qué lisina o lisinas de PCNA están siendo

monoubiquitinadas, se utilizaron mutantes puntuales simples y dobles de la diana

en los residuos 164, 168, 190 y 254. La lisina 164 se identificó como aceptor de

ubiquitina en los homólogos de PCNA mencionados anteriormente, mientras que

de K254 solo se ha descrito su capacidad de unirse covalentemente a SUMO en

plantas y humanos. Las otras dos lisinas, 168 y 190, también se probaron como

aceptores potenciales porque cumplen los criterios establecidos para su selección

como residuos modificables por ubiquitina: (1) están muy conservadas, (2) han

sido identificadas como sitios potenciales de ubiquitinación usando las

herramientas informáticas UbPred (Radivojac et al., 2010) y UbSite (Lee et al., 2016)

y (3) se localizan en el exterior del anillo trimérico (Figura 30A). Tras llevar a cabo

el ensayo de ubiquitinación en E. coli y el análisis de los extractos totales de

proteínas por western blot, se obtuvo que la banda identificada como PCNA-Ub

(~45 KDa) no estaba presente al mutar la lisina 164 (mutantes K164A,

K164/168A y K164/168/254A; Figura 30B, calles 3, 5 y 6), pero sí los la 254 y

la 190 (mutantes simples K254A y K190A; Figura 30B, calles 4 y 7), lo que indicó

que el residuo de PCNA de tomate que se une covalentemente a la ubiquitina es

K164, como se había descrito para PCNA1 y PCNA2 de A. thaliana (Strzalka et al.,

2013).

Una vez detectada la monoubiquitinación de PCNA, se llevó a cabo el ensayo

de poliubiquitinación. Para ello, el plásmido que contenía la enzima E2 AtUBC35

se sustituyó por otro pETDUET en el que se había clonado una segunda enzima

E3, AtUEV1a. Esta proteína había sido identificada por Strzalka y colaboradores

como responsable de la poliubiquitinación de la lisina 164 de AtPCNA1 y

AtPCNA2 al coexpresarse con AtUBC35 y AtRAD5a. PCNA de tomate se

cotransformó junto al sistema completo de poliubiquitinación en E. coli y se llevó
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a cabo la expresión, extracción y análisis de las proteínas totales del mismo modo

que para el ensayo de ubiquitinación. En esta ocasión, no se detectó ninguna banda

de un peso molecular mayor a PCNA que pudiese corresponder a esta proteína

unida covalentemente a varios péptidos de ubiquitina (dato no mostrado), aunque

no podemos descartar que el homólogo de tomate se poliubiquitine.

Rep no interfiere en la ubiquitinación de PCNA de tomate

Los resultados obtenidos anteriormente confirmaron que PCNA de tomate

se sumoila y que la proteína Rep de geminivirus impide que SUMO se conjugue a

los dos residuos de lisina modificados, K164 y K254. También, en ensayos en E.

coli, se mostró que PCNA se ubiquitina en la misma lisina 164.

Figura 31. Rep no interfiere en la ubiquitinación de PCNA de tomate utilizando un sistema
reconstituido en bacteria. Las enzimas del sistema de ubiquitinación de A. thaliana UBA1 (E1),
UBC35 (E2), RAD5a (E3) y UBQ (péptido ubiquitina maduro) se coexpresaron con PCNA de
tomate y Rep de TGMV en la cepa NCM631 de E. coli. El ensayo se llevó a cabo como se describe
en la leyenda de la figura 12. Las combinaciones de proteínas se indican en el panel superior (+/-).
La membrana se tiñó con azul de Coomassie para confirmar la igualdad de carga de cada muestra. El
tamaño de las bandas del marcador de peso molecular se muestra en KDa.
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Aunque no se conoce el mecanismo por el que Rep interfiere en la

sumoilación de PCNA, los resultados previos sugieren que la interacción directa

entre ambas proteínas podría alterar la unión de la enzima conjugadora de SUMO

a la diana, o bien ocultar las lisinas aceptoras, impidiendo así la conjugación de

SUMO. Considerando que K164 se modifica tanto por sumoilación como por

ubiquitinación, nos preguntamos si Rep también afectaría a la unión covalente de

la ubiquitina. Con tal fin, se llevó a cabo el ensayo de ubiquitinación en bacterias

con PCNA y Rep junto al sistema de ubiquitinación de A. thaliana (AtUBA2,

AtUBC35, AtRAD5a y AtUBQ). Los extractos de proteína totales se analizaron

mediante western blot utilizando anticuerpos frente PCNA y Rep. Como se observó

previamente, al coexpresar el sistema de ubiquitinación y PCNA se obtuvo una

banda de ~ 50 KDa correspondiente a PCNA-Ub (Figura 31, calle 3). Sin

embargo, en esta ocasión, la presencia de Rep no disminuyó la intensidad de la

banda anterior (Figura 31, calle 4), lo que indica que esta proteína viral no

interfiere con la ubiquitinación de PCNA y que, por tanto, reduce de forma

específica la unión de SUMO a las lisinas aceptoras. Para confirmar la expresión

de la proteína viral se incubaron todos los extractos con un anticuerpo contra Rep

de TGMV. Sólo en la calle que contenía el extracto en el que se había expresado

la proteína viral se detectó una banda de unos 40 KDa, que se ajusta al tamaño

esperado para la misma (Figura 31, calle 4).

Rep favorece la localización de SlPCNA en áreas concretas del

nucleoplasma

Los geminivirus se replican en células vegetales diferenciadas, donde

reactivan el ciclo celular e inducen la expresión de la maquinaria de síntesis de

DNA del huésped (Nagar et al., 1995). La expresión de Rep produce un incremento

en la acumulación de PCNA e induce la endorreduplicación del DNA

cromosómico (Egelkrout et al., 2001; Nagar et al., 2002). En los núcleos en los que

Rep del begomovirus TGMV está presente, Nagar y colaboradores (2002)

observaron que la cromatina mantiene una distribución similar a la que presenta

durante la fase S del ciclo celular, organizándose en foci que podrían corresponder

a los sitios de replicación del DNA. En esta fase, PCNA muestra un patrón de

localización similar, agrupándose en foci que representan las factorías activas de

replicación celular (Essers et al., 2005; Meister et al., 2007). En plantas, este patrón
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punteado se ha observado para AtPCNA1 durante la fase S temprana de ciclo

celular (Yokoyama et al., 2016).

Figura 32. La presencia de Rep de los virus TGMV y TYLVC acelera la localización
subcelular de GFP-PCNA en foci. Las hojas de N. benthamiana se agroinfiltraron con las
construcciones GFP-PCNA, Rep TGMV y Rep TYLCV y se visualizaron mediante microscopía
confocal a los 2 y 3 dpi. A y B. Imágenes de núcleos de células epidérmicas representativos de la señal
emitida por GFP-PCNA en los estadíos I, II y III a los 2 dpi (A) y 3 dpi (B). Escala = 10 µm. C y D.
Porcentaje de células que expresan GFP-PCNA, GFP-PCNA + Rep TGMV y GFP-PCNA + Rep
TYLCV en cada estadío a los 2 (C) y 3 (D) dpi. Para cada columna, n = 8-10 células. GFP: 26 KDa;
GFP-PCNA: 56 KDa.
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un cambio en la maquinaria de replicación. Para comprobarlo, se realizó un ensayo

de expresión transitoria en hojas deN. benthamiana, en las que se coagroinfiltró una

construcción para expresar PCNA de tomate fusionado a GFP en su extremo N-

terminal (GFP-PCNA) y otra para Rep de TYLCV o TGMV (Figura 32). La

distribución subnuclear de GFP-PCNA se observó por microscopía confocal dos

y tres días después de la infiltración (2 y 3 dpi), estableciéndose tres estadíos (I, II

y III) en función del patrón que mostraba la señal emitida; como referencia, se

utilizó el patrón de localización subnuclear que presenta GFP-AtPCNA1 a lo largo

de la interfase del ciclo celular (Yokoyama et al., 2016). El estadío I se caracterizó

por la distribución uniforme de la proteína en el nucleoplasma; el estadío II, por la

aparición de algunos foci, siendo el número observado inferior a 50; y el estadío

III representó las células cuyo nucleoplasma mostraba una señal punteada, con un

número de foci mayor a 50 (Figura 32A y 32B). A los 2 dpi, el 62,5% de las células

que solo expresaron GFP-PCNA exhibieron una señal homogénea en el núcleo

(estadío I), mientras que el 37,5% presentaron algunos foci (estadío II) (Figura

32C). A los 3 dpi, el número de foci por célula aumentó, de modo que el 75% de

las células manifestaron un patrón punteado correspondiente al estadío III

(Figura 32D). La coexpresión de la proteína Rep de los dos geminivirus produjo

un incremento tanto en el número de células que mostraban foci de GFP-PCNA

como en el número de foci por núcleo. Este amento fue especialmente visible a

los 2 dpi, cuando el 100% y el 62,5% de los núcleos que también contenían Rep

de TGMV y Rep de TYLCV, respectivamente, ya presentaban algún foci (estadíos

II y III) (Figura 32C). Concretamente, el 12,5% de las células que coexpresaron

GFP-PCNA y Rep de TGMV y el 37,5% que contenían GFP-PCNA y Rep de

TYLCV ya se encontraban en el estadío III. Este resultado indica que la presencia

de la proteína Rep de geminivirus favorece la distribución de SlPCNA en foci

nucleares.

La unión a AtSUMO1 activa la localización de PCNA de tomate en

foci en el núcleo

A lo largo de la interfase del ciclo celular, se ha observado que AtPCNA1

exhibe distintos patrones de localización subnuclear, los cuales son indicadores de

la progresión de la fase S y, concretamente, de la replicación del DNA (Yokoyama

et al., 2016). En levaduras, PCNA es modificada por SUMO de forma constitutiva
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durante esta fase (Papouli et al., 2005; Pfander et al., 2005). EnArabidopsis y tomate,

PCNA también se sumoila, pero se desconoce cuándo tiene lugar su modificación

(Strzalka et al., 2012; este trabajo).

Los resultados anteriores muestran que GFP-PCNA expresado en hojas de

N. benthamiana presenta una dinámica de distribución nuclear similar a la descrita

para AtPCNA1 durante el avance del ciclo celular (Yokoyama et al., 2016).

Considerando que PCNA es sumoilado durante la fase S, nos preguntamos si esta

modificación alteraría su localización subnuclear. Para llevar a cabo este estudio,

se expresaron fusiones traduccionales de GFP con los mutantes de PCNA

deficientes en sumoilación (los mutantes simples y doble en las lisinas 164 y 254)

y una versión de la proteína que mimetiza un estado constitutivamente sumoilado

(GFP-PCNA-SUMO) en hojas de N. benthamiana. Esta versión se generó

fusionando la forma madura de AtSUMO1 (AtSUMO1GG) a continuación de la

lisina 254 de PCNA, por lo que se eliminaron los últimos aminoácidos del extremo

carboxilo de la diana. Aunque este pequeño péptido se conjuga a la lisina aceptora

a través de la doble glicina situada en su C-terminal, varios autores comprobaron

que esta fusión es una forma completamente funcional y una estrategia útil en el

estudio del efecto de la sumoilación sobre una proteína diana (Gali et al., 2012;

Hishida et al., 2006; Long et al., 2004; Ross et al., 2001; Shiio y Eisenman, 2003; Xie

et al., 2007).

Como en el ensayo anterior, se observó la distribución subnuclear de las

diferentes versiones de GFP-PCNA a los 2 y 3 dpi, y clasificándose las células en

los estadíos I, II o III según el criterio establecido previamente (Figura 33A y

33B). A los dos días tras la infiltración, el 87,5% de las células que expresaban la

quimera GFP-PCNA-SUMO mostraron una señal punteada en el nucleoplasma

(estadío III), mientras que el restó presentó mayoritariamente pocos foci (estadío

II). Tan solo con el mutante GFP-PCNA K254R se observaron algunas células en

el estadío III (12,5%) (Figura 33C). A los 3 dpi, en cambio, los núcleos del 60%,

50%, 80% y 60% de las células que expresaban GFP-PCNA silvestre y los

mutantes GFP-PCNAK164R, K254R y K164/254R, respectivamente, exhibieron

numerosos foci, aunque los núcleos con GFP-PCNA-SUMO seguían mostrando

el mayor porcentaje (90%) (Figura 33D). La expresión de todas las versiones de

GFP-PCNA se confirmó por western blot (Figura 33E). Estos resultados sugieren

que las mutaciones en las lisinas 164 y 254 no alteran la distribución subnuclear de
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la proteína silvestre, mientras que la fusión de AtSUMO1 al extremo carboxilo

terminal activa su localización en foci. Esto indicaría que la unión covalente del

pequeño péptido no es imprescindible para que PCNA adquiera la distribución

punteada observada en el núcleo, pero favorece su localización temprana en los

foci. Alternativamente, podría significar que el efecto conductor de SUMO tiene

lugar a través de una interacción no covalente con PCNA.
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Figura 33. La mutación de las principales lisinas sumoilables de SlPCNA no altera su
distribución subnuclear, pero la unión covalente de SUMO acelera su localización en
numerosos foci. El ensayo se llevó a cabo tal y como se describe en la leyenda de la figura 14. GFP-
PCNA silvestre y los mutantes GFP-PCNA K164R, GFP-PCNA K254R, GFP-PCNA K164/254R
y GFP-PCNA-SUMO se expresaron en hojas de N. benthamiana. A y B. Imágenes de microscopía
confocal que muestran la fluorescencia de GFP-PCNA en núcleos de células epidérmicas en estadío
I, II y III a los 2 dpi (A) y 3 dpi (B). Escala = 10 µm. C y D. Porcentaje de células que expresan una
de las versiones de GFP-PCNA en cada estadío a los 2 dpi (C) y 3 (D) dpi. Para cada columna, n =
8-10 células. E.Western blot de los extractos de proteínas totales de las hojas agroinfiltradas con GFP
y las distintas variantes de GFP-PCNA a los 3 dpi. Como control negativo se incluyó un extracto de
hoja sin inocular (naïve). Para la detección de GFP-PCNA se emplearon los anticuerpos antiGFP y
antiSlPCNA. El marcador de peso molecular se indica a la izquierda (KDa). GFP: 26 KDa; GFP-
PCNA: 56 KDa; GFP-PCNA-SUMO: 67 KDa.

La mutación de las lisinas 164 y 254 de PCNA de tomate no alteran

su interacción con AtSUMO1

Para comprobar si la interacción entre PCNA de tomate y SUMO1 de

Arabidopsis tiene lugar a través de la conjugación del pequeño péptido a los residuos

de lisina, se llevó a cabo un ensayo de complementación fluorescente bimolecular

(BiFC) en hojas de N. benthamiana. Para ello, se clonó AtSUMO1, PCNA silvestre

y los mutantes simples de la diana PCNAK164R y K254R y el doble K164R/254R

en el sistema de vectores generado por Gehl y colaboradores (2009), de modo que

se expresaran como proteínas de fusión unidas a la mitad N-terminal o C-terminal

del fluoróforo SCFP (SCFPN, fragmento 1-173 aa; SCFPC, fragmento 156-239 aa)

(Figura 34A). La reconstitución de la fluorescencia de SCFP se empleó para

determinar la interacción de SCFPC-PCNA silvestre y los distintos mutantes con

SCFPN-SUMO1, a los 2 y 3 dpi. Como control, cada construcción se combinó con

el vector vacío que contenía la mitad del fluoróforo correspondiente, sin que se

observase fluorescencia en ningún caso. A los 2 dpi, se obtuvo una señal

fluorescente en el citoplasma y el núcleo de las células que expresaban tanto PCNA

silvestre como los distintos mutantes junto a SUMO1 (Figura 34B). En el

nucleoplasma destacó la presencia de varios agregados similares a cuerpos

nucleares (nuclear bodies, NB), de tamaño y número similar en todos los casos. A los

3 dpi, la interacción del par PCNA-SUMO1 mantuvo la misma distribución en la

célula y, de nuevo, no se observaron diferencias entre la localización de los

mutantes de PCNA o la proteína silvestre con SUMO1 (Figura 34C). Sin

embargo, la señal fluorescente emitida por los cuerpos nucleares fue menos intensa

que a los 2 dpi.
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Este resultado indica que PCNA interacciona con SUMO1 y que ello no se

ve alterado por la mutación de las lisinas 164 y 254 (Figura 34B y 34C). Esto

podría deberse a que: (1) alguna otra lisina está siendo sumoilada en ausencia de

las dos principales, (2) PCNA se une a SUMO1 de forma no covalente y es atraída

a los sitios activos de sumoilación, o (3) PCNA interacciona con otras proteínas

sumoiladas por SUMO1.
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Figura 34. Ensayo de interacción por BiFC de SUMO1 y los mutantes de PCNA de tomate.
A. Esquema de los vectores empleados: pDEST-SCYNE(R)GW (SCFP3AN, 1–173 aa; etiqueta
FLAG) y pDEST-SCYCE(R)GW (SCFP3AC, 156–239; etiqueta HA). Ambos contienen un fragmento
de SCFP3A (SCFP) para su fusión al extremo N-terminal de la proteína diana (adaptado de Gehl et
al., 2009). B y C. Localización subcelular de SCFPC- PCNA silvestre y de los mutantes puntuales en
las lisinas 164 y 254 con SCFP-SUMO1 en células epidérmicas de N. benthamiana. El tejido
agroinfiltrado se observó mediante microscopía confocal a los 2 dpi (B) y 3 dpi (C). Se muestra la
fluorescencia de CFP y la combinación CFP + camplo claro. Escala = 10 µm.

PCNA también interacciona con SUMO de forma no covalente

Para caracterizar la interacción de PCNA con SUMO1 y comprobar si la

formación de los cuerpos nucleares observados se debe a la actividad conjugativa

del péptido modificador, se llevó a cabo el ensayo de BiFC con las versiones de

AtSUMO1 descritas en Mazur et al., 2019. Éstas incluyen: (1) una variante no

conjugativa de SUMO1, que carece del motivo diGly final necesario para su unión

a la lisina aceptora (SUMO1 ΔGG); (2) el mutante afectado en la interacción no

covalente con las proteínas diana, SUMO1 F32A/I34A (denominado SUMO1

SIM), en el que se eliminaron los dos residuos hidrofóbicos conservados

determinantes para su unión a través de los motivos SIM, y (3) el mutante doble

SUMO1 ΔGG+SIM (Figura 35A). Todas las versiones de SUMO1 se fusionaron

en su extremo N-terminal a SCFPN y se coinfiltraron con SCFPC-PCNA silvestre

en hojas de N. benthamiana.

A los 2 y 3 dpi, la coexpresión de SCFPC-PCNA junto a SCFPN-SUMO1

silvestre o SCFPN-SUMO1 SIM permitió la reconstitución de la proteína SCFP en

el citoplasma y en varios cuerpos nucleares, siendo muy leve la señal emitida por

el fluoróforo en el nucleoplasma (Figura 35B y 35C). Sin embargo, la

combinación de PCNA con los mutantes de SUMO1 defectivos en conjugación

(ΔGG y ΔGG+SIM) no dio lugar a la formación de ningún agregado nuclear,

detectándose una señal homogénea y más intensa en el nucleoplasma (Figura 35B

y 35C). La expresión y acumulación de niveles similares de las distintas variantes

de SUMO1, así como la expresión de PCNA, se comprobó por western blot (Figura

35D). Los resultados obtenidos muestran que presencia de la forma madura de

SUMO es esencial para la formación de cuerpos nucleares, y que PCNA también

interacciona con AtSUMO1 de forma no covalente, tanto en el nucleoplasma

como en el citoplasma, al detectarse su unión a la variante que carece del motivo

diGly.
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Figura 35. Ensayo de interacción por BiFC de PCNA con las variantes de SUMO1. A.
Representación esquemática de los residuos mutados y eliminados en los mutantes de SUMO1: SIM,
F32A/I34A; ΔGG: deleción del motivo diGly final (ΔG92/93). B y C. Localización subcelular de la
interacción de PCNA y las variantes de SUMO1 en células epidérmicas de N. benthamiana. Las hojas
se agroinfiltraron con SCFPC-PCNA silvestre y SCFPN-SUMO1 (forma madura, GG), SCFPN-

SUMO1 ΔGG, SCFPN-SUMO1 SIM y SCFPN-SUMO1 ΔGG+SIM. El tejido infiltrado se observó
mediante microscopía confocal a los 2 dpi (B) y 3 dpi (C). Se muestran la fluorescencia de CFP y la
combinación CFP + campo claro. Escala = 10 µm. D. Detección de la expresión de las distintas
variantes de SCFPN-SUMO1 y SCFPC-PCNA por western blot a los 3 dpi. Los extractos de proteínas
totales se analizaron con los anticuerpos antiHA y antiFLAG para detectar SCFPC-PCNA y SCFPN-
SUMO1, respectivamente. SCFPN-SUMO1: 32,3 KDa; SCFPC-PCNA: 41,3 KDa.

PCNA de tomate contiene dos motivos potenciales de interacción

con SUMO

Los resultados obtenidos por BiFC muestran que SlPCNA interacciona con

la variante no conjugativa de SUMO1, lo que índica que la unión entre ambas

proteínas puede estar produciéndose por una vía diferente a la sumoilación. Dado

que SUMO es capaz de interaccionar con múltiples proteínas de forma no

covalente, a través de los denominados como motivos de interacción con SUMO

(SIM), nos preguntamos si PCNA podría contener uno de estos motivos.

Los motivos SIM están tradicionalmente compuestos por una secuencia

corta de aminoácidos ([V/I]-X-[V/I]-[V/I]) flanqueados por residuos ácidos

hidrofóbicos (Song et al., 2010), aunque se han descrito hasta una decena de

variantes del mismo. Empleando las herramientas informáticas GPS-SUMO (Ren

et al., 2009; Zhao et al., 2014) y JASSA (Beauclair et al., 2015), se identificaron en

PCNA dos secuencias como potenciales sitios de unión a SUMO, denominadas

SIM 1 y SIM 2 (Figura 36). Estos motivos, clasificados como SIM tipo β ([V/I]-

[V/I]-X-[V/I/L]) (Song, 2004), se encuentran conservados en otros homólogos

de PCNA de plantas y, en el caso del SIM 1, también en PCNA de vertebrados

(Tabla 7).
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En la estructura tridimensional del homólogo de tomate, ambos motivos

putativos forman parte de una lámina β; SIM 1 está localizado en el dominio 1,

orientado hacia la cara anterior, y SIM 2 en el dominio 2, en la zona lateral del

Tabla 7. Motivos SIM identificados para distintos homólogos de PCNA.

GPS SUMO JASSA

Motivo Organismoa Secuencia Puntuación P valor Puntuación

SlPCNA IITI 43,44 0,057 0,877

NbPCNA IITL 35,792 0,108 1,392

AtPCNA1 IITI 42,8 0,061 0,877

AtPCNA2 IITI 43,44 0,057 0,877

ZmPCNA IITI 42,74 0,06 0,877

OsPCNA IITI 44,82 0,049 0,877

SIM 1 MpPCNA IITM – – –

(87-90) ScPCNA TLTL – – –

SpPCNA LVTL – – 0,223

CePCNA TCML – – –

XlPCNA IITL 40,965 0,085 1,392

GgPCNA IITL 38,693 0,103 1,392

MmPCNA IITL 38,693 0,103 1,392

HsPCNA IITL 38,693 0,103 1,392

SlPCNA VISV 38,719 0,09 2,632

NbPCNA VISV 39,001 0,089 0,700

AtPCNA1 VISV 38,739 0,09 0,700

AtPCNA2 VISV 38,739 0,09 0,700

ZmPCNA IISV 38,865 0,037 0,700

OsPCNA IISV 45,474 0,046 0,272

SIM 2 MoPCNA TISV – – –

(159-162) ScPCNA NIMI – – –

SpPCNA TINA – – –

CePCNA NITA – – –

XlPCNA VISC – – –

GgPCNA VISC – – –

MmPCNA VISC – – –

HsPCNA VISC – – –
aPCNA de S. lycopersicum (SlPCNA; NP_001234844.1), N. benthamiana (NbPCNA; AAG24908.1), A.
thaliana (AtPCNA1; NP_172217.1; AtPCNA2; NP_180517.1), Zea mays (ZmPCNA;
NP_001105461.1), Oryza sativa (OsPCNA; XP_015627245.1), Marcantia polymorpha (MpPCNA;
PTQ33763.1), S. cerevisiae (ScPCNA; NP_009645.1), S. pombe (SpPCNA; NP_596504.1), Caenorhabditis
elegans (CePCNA; NP_500466.3), X. laevis (XlPCNA; P18248.1), Gallus gallus (GgPCNA;
NP_989501.1), M. musculus (MmPCNA; NP_035175.1) y H. sapiens (HsPCNA; 5IY4_A)
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trímero y separado por un aminoácido de la lisina 164 (Figura 36). La función

potencial de estas secuencias como mediadoras de la interacción no covalente con

SUMO se puede confirmar mediante ensayos de interacción con mutantes de

PCNA en uno o varios de los residuos que los componen. Adicionalmente, estos

SIM podrían actuar favoreciendo la sumoilación de esta proteína, como se ha

descrito para muchas dianas de mamíferos (Knipscheer et al., 2008; Lin et al., 2006;

Meulmeester et al., 2008; Takahashi et al., 2005; Zhu et al., 2008).

Figura 36. Localización de los motivos de interacción con SUMO identificados en PCNA de
tomate. Modelo estructural del trímero de PCNA de tomate mostrando la posición que ocupan los
motivos SIM1 (cyan) y SIM2 (azul marino) así como la de las lisinas que se sumoilan (K164 y K254).
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SRS2 es una proteína conservada en plantas

Srs2 es una helicasa de DNA perteneciente a la superfamilia 1 (SF1) que

presenta similitud estructural y funcional con las helicasas bacterianas UvrD, Rep

y PcrA (Aboussekhra et al., 1989). Esta proteína ha sido ampliamente caracterizada

en S. cerevisiae. En plantas, la existencia de un homólogo fue confirmada por Blanck

y colaboradores, quienes realizaron la caracterización bioquímica de SRS2 de A.

thaliana (Blanck et al., 2009). Según este estudio, SRS2 es una proteína codificada

por un gen de copia única, conservada en el reino vegetal pero no en el animal,

donde solo se han encontrado homólogos en invertebrados y anfibios. A pesar de

su ausencia en otros metazoos como los mamíferos, éstos disponen de varias

helicasas que cumplen funciones análogas a Srs2 (Karpenshif y Bernstein, 2012;

Uringa et al., 2011). En humanos, se han propuesto distintos ortólogos, entre los

que destacan PARI, FBH1 y RTEL1 (Bacquin et al., 2013; Barber et al., 2008;

Chiolo et al., 2007; Moldovan et al., 2012; Recker et al., 2014).

Figura 37. Esquema de la organización de los dominios y motivos identificados en SRS2.
Comparación de Srs2 de levaduras y las proteínas homólogas presentes en plantas. Los dominios
helicasa se han identificado con la herramienta Interpro y se han coloreado con dos tonalidades de
azul, que representan el fragmento N- y C-terminal (la extensión de cada fragmento se indican en la
tabla 9). En el extremo C-terminal de Srs2 de S. cerevisiae se muestran la región de interacción con
Rad51 (magenta), los motivos de unión a PCNA o PIM (naranja) y SUMO o SIM (rojo) y los residuos
de lisina sumoilados (K1081, K1089 y K1142, verde). En Srs2 de S. pombe y los homólogos en plantas
se destacan los motivos SIM y SAS identificados con las herramientas GPS-SUMO, JASSA y
SUMOplot™ (Tabla 10). La longitud de cada proteína se indica a la derecha (aa).

S. cerevisiae
S . pombe

A. thaliana
N. benthamiana
S. lycopersicum
O. sativa
Z. mays

1174 aa

889 aa

1147 aa

1205 aa

1217 aa

1165 aa

1193 aa

E. Coli UvrD 720 aa

P. patens 1301 aa

SASHelicasa-UvrD-like Interacción con RAD51 PIM SIM 100 aa
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Para profundizar en el estudio de SRS2 en plantas, se analizaron las

proteínas homólogas a esta helicasa presentes en varias especies vegetales: S.

lycopersicum, N. benthamiana, O. sativa, Z. mays y P. patens (Tabla 8). En aquellos

organismos en los que existen varias isoformas, se escogieron las que muestran un

mayor porcentaje de identidad con respecto a AtSRS2 (Tabla 8). En el siguiente

análisis también se incluyó Srs2 de S. pombe, un ortólogo de ScSrs2 con actividad

antirrecombinasa descrita (Doe y Withby, 2004).

Tabla 8. Listado de homólogos de Srs2 en varias especies de plantas.

Organismo Isoforma Longitud Identidadb

(%)
Cobertura
(%)

Número de
accesoa

A. thaliana – 1147 – – NP_001320059.1

S. lycopersicum – 1289 56.10 98 XP_010318187.1

N. benthamiana – 1205 56.54 99 Nbv6.1trP37483

Z. mays X1 1151 58.33 79 XP_008670427.1

X2 1183 61.83 79 XP_008670428.1

O. sativa X1 1143 59.38 79 XP_015647242.1

X2 1145 59.39 79 XP_015647243.1

X3 1143 59.38 79 XP_015647244.1

X4 1106 58.04 79 XP_015647245.1

X5 1155 61.03 79 XP_015647246.1

X6 1166 62.3 79 XP_015647247.1

X7 1143 61.31 79 XP_015647248.1

X8 1168 62.3 79 XP_015647249.1

X9 938 65.22 60 XP_015647250.1

P. patens X1 931 51.02 79 XP_024395384.1

X2 935 51.07 79 XP_024395408.1

X3 936 51.23 79 XP_024395416.1

X4 862 48.67 79 XP_024395426.1

X5 931 50.87 79 XP_024395434.1

X6 783 54.9 61 XP_024395447.1

X7 783 54.9 61 XP_024395458.1

X8 931 50.87 79 XP_024395471.1

X9 942 51.28 79 XP_024395476.1

ªNúmero de acceso en GenPept, salvo para N. benthamiana, cuya secuencia se obtuvo de N.
benthamiana Genome and Transcriptome Sequencing Consortium. bPorcentaje de identidad con respecto a
AtSRS2.
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Srs2 de S. cerevisiae contiene, en su extremo N-terminal, un dominio helicasa

homólogo a la proteína UvrD deE. coli (UvrD-like) (Aboussekhra et al., 1989; Rong

et al., 1991). Éste se divide, a su vez, en dos dominios estructurales, que

corresponden a la región N-terminal, que media la unión a ATP (IPR014016), y la

región C-terminal, que participa principalmente en la unión al DNA (IPR014017)

(Tabla 8). Este dominio helicasa, que en los homólogos de plantas ocupa una

posición central en la proteína, se identificó en todas las proteínas SRS2 utilizando

el programa Interpro (EMBL-EBI (Figura 37; Tabla 9; Figura S2). En el

alineamiento de las secuencias proteicas se incluyó también la helicasa de E. coli

UvrD, de la que toma nombre el dominio característico (Figura S2).

Tabla 9. Dominio helicasa identificado en UvrD, Srs2 y homólogos de Srs2.

Dominio helicasa-UvrD like

Organismo Proteína
Unión a ATP
(N-terminal)
(IPR014016)

Helicasa de DNA
(C-terminal)
(IPR014017)

E. Coli UvrD 8-286 277-616

S. cerevisiae Srs2 14-316 307-734

S. pombe Srs2 9-304 296-645

P. patens SRS2-like 352-654 645-1032

A. thaliana SRS2-like 246-548 540-915

N. benthamiana SRS2-like 318-609 601-978

S. lycopersicum SRS2-like 329-621 613-988

O. sativa SRS2-like 286-578 570-943

Z. mays SRS2-like 314-606 597-971

En ScSrs2 se han identificado, además, una serie de motivos característicos

distribuidos a lo largo del dominio helicasa. Estos motivos, dieciséis en total, están

conservados en las helicasas SF1 y, en su mayoría, también en las SF2, e incluyen

residuos involucrados en la unión e hidrólisis de ATP y la unión al DNA: I, Ia-Id,

II-IV, IVa-IVc, V, Va, VI, VIa y motivo Q (Gorbalenya y Koonin, 1993;

Hodgman, 1988; Korolev et al., 1998; Lee y Yang, 2007; Tanner et al., 2003).

Concretamente, los motivos I, Ia, Ib, II, III, IV, V, VI y el motivo Q (Gorbalenya
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et al., 1989; Gorbalenya y Koonin, 1993; Hodgman, 1988; Tanner et al., 2003) están

implicados en la unión a ATP (Theis et al., 1999; Velankar et al., 1999) y se

encuentran conservados en las helicasas de ambas superfamilias. Entre ellos

destacan I y II, que incluyen los motivos Walker A y Walker B, respectivamente,

los cuales son esenciales para la unión al ATP y la hidrólisis de dicha molécula. La

presencia de estos elementos es necesaria, aunque no suficiente, para identificar

una proteína como helicasa, ya que son los únicos elementos compartidos por

todos los grupos de helicasas conocidos (Walker et al., 1982). Los motivos Ic-d,

IVa-c, Va y VIa, que participan en la unión al DNA y en la interacción entre

dominios estructurales en UvrD (Korolev et al., 1998; Lee y Yang, 2007), están

menos conservados entre las helicasas SF2. Todos estos motivos mencionados

quedaron alineados en el dominio helicasa predicho de las distintas proteínas

homólogas de SRS2, a excepción del VIa (Figura 38A). Como se ha descrito para

las helicasas SF1 y SF2, los motivos I, Ia, Ib, II, III, IV, IVa, V, VI y Q mostraron

una alta conservación entre las proteínas homólogas a SRS2 (Figura 38A y Figura

S2). En el motivo Walker A destacó la conservación de una lisina, K41 en ScSrs2

y K273 en AtSRS2, la cual se ha descrito en ambos organismos como fundamental

para la actividad helicasa y translocasa (Blanck et al., 2009; Krejci et al., 2004)

(Figura 38A). Sin embargo, las secuencias alineadas con los motivos Ic-d, IVb-c

y Va en los homólogos SRS2 de plantas presentaron una mayor variación en sus

secuencias con respecto a ScSrs2 y UvrD, y, por tanto, un menor grado de

conservación (Figura 38A; Figura S2). Entre ellos, el motivo IVc no mantuvo

ninguno de los aminoácidos definidos para dicho motivo en ScSrs2 o UvrD.

Para completar el análisis, se obtuvieron los modelos estructurales de los

dominios helicasa UvrD-like de ScSrs2 (14-734 aa) y AtSRS2 (246-915 aa), así

como EcUvrD (1-646 aa), utilizando la herramienta I-TASSER (Zhang et al.,

2015). Los diferentes motivos mencionados anteriormente se colorearon en la

estructura tridimensional resultante. Mientras que los motivos Q, I, Ia, II, III, IV,

IVa, V y VI se disponen alrededor del sitio de unión e hidrólisis del ATP en UvrD,

Ib, Ic, Id, IVb, IVc, Va y VIa rodean el área de unión al DNA (Lee y Yang, 2007;

Figura 39). Como se puede observar en la figura 39, los dominios helicasa de S.

cerevisiae yArabidopsis presentan una estructura casi idéntica que, a su vez, mantiene

una gran similitud con la proteína EcUvrD. Además, las tres helicasas conservan

los diferentes motivos en localizaciones similares (Figura 39). Estos análisis, que

muestran la similitud existente en la secuencia proteica y la estructura terciaria entre
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los diferentes homólogos de SRS2, sugieren que estas proteínas deben ser similares

también desde el punto de vista funcional.

Motivo Q Motivo I (Walker A) Motivo Ia Motivo Ib Motivo Ic
∇ ∇ ∇∇∇∇ *** ∇ * * ♦ ♦

EcUvrD LNDKQREA-V ... VLAGAGSG TRVL ... IMAVTFTNKAAAEMRHRI ... TFH ... DFQILDSED ...
ScSrs2 LNTQQRAAAL ... VIAGAGTG TKVL ... IIVTTFTNKAANEMKERL ... TFH ... DWRIIDEKE ...
SpSrs2 LNEEQRIS-V ... ILAGPGSG TRVL ... LIIATFTNKAANEIKLRI ... TFH ... NWLIADRND ...
PpSRS2 X9 LNDSQREAAL ... ILAGPGSG TSTM ... ILAMTFTTAAATEMRQRV ... TFH ... EFLVYGHGQ ...
AtSRS2 LNDRQRDAAC ... VIAGPGSG TSTM ... ILAMTFTKAATSEMRERI ... TFH ... EFSVYGHGQ ...
NbSRS2 LNDRQQEAAC ... IVAGPGSG TSTM ... ILAMTFTTAAASEMRERI ... TFH ... EFLIYGHGQ ...
SlSRS2 LNDRQQEAAC ... IVAGPGSG TSTM ... ILAMTFTIAAASEMRERI ... TFH ... EFLIYGHGQ ...
OsSRS2 X8 LNDRQREAAC ... IVAGPGSG TSTM ... ILAMTFTTAAASEMRDRI ... TFH ... EFIIYGNGQ ...
ZmSRS2 X2 LNDRQKEAAC ... IVAGPGSG TSTM ... ILAMTFTTAAASEMRERI ... TFH ... EFIIYGHGQ ...

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

Motivo Id Motivo II (Walker B) Motivo III Motivo IV
* ∇∇ ∇ * ** ∇∇

EcUvrD VDFAELLL ... ILV FQDTNNIQ ... IVGDDDQSIYGWRGA ... TIRLEQNYRSTSNIL ...
ScSrs2 LDFDDLLM ... VLV FQDTNGIQ ... IVGDPDQSIYAFRNA ... TIILVENYRSSQKIL ...
SpSrs2 ADFDDLLL ... ILI FQDTSKIQ ... IVGDPDQSIYGFRSA ... VLHLERNYRSAKPIL ...
PpSRS2 X9 MDYHDFIS ... VLV FQDTSRMQ ... IVGDDDQSIFSFNGA ... EVRLHQNYRSTRSIV ...
AtSRS2 LDYHDLIS ... IIV FQDTSTMQ ... IVGDDDQSIFGFNGA ... EVRLIKNYRSSRHIV ...
NbSRS2 LDYHDLIS ... IVI FQDTSAMQ ... IVGDEDQSIFGFSGA ... EVRLSKNYRSTRCIV ...
SlSRS2 LDYHDLIS ... MVI FQDTSAVQ ... IVGDEDQSIFGFSGA ... EVRLSKNYRSTRCIV ...
OsSRS2 X8 LDYHDFIN ... IVV FQDTSAMQ ... IVGDEDQSIFSFNGA ... EVRLSKNYRSTRAIV ...
ZmSRS2 X2 LDYHDFIN ... IVV FQDTSAMQ ... IVGDEDQSIFSFNGA ... EIRLSKNYRSTRAIV ...

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

Motivo IVa Motivo IVb Motivo IVc Motivo V
* * ** ♦ ♦ * * * * * ∇ ∇

EcUvrD AILYRSN ... MPYRIYGGMRFFERQEIKDALSYLRLI ... PTRGIGDRT ... VQLMTLHSAKGLEFPQVF ...
ScSrs2 AILVRQR ... IPYKIIRGHSFWDSKETRAMLNLLKLI ... PARGLGPAT ... VTISTIHGAKGLEWPVVF ...
SpSrs2 AILVRSS ... VPYRMVGVNKFFDREEIRDLIAYLRVL ... PPRNIGKTK ... VTISTLHAAKGLEWPVVF ...
PpSRS2 X9 AVLYRRQ ... IPFNVH-GVAFYRKKIIKSVISMLRTV ... ALYSGDKSE ... VTLTTMHQSKGLEWDTVY ...
AtSRS2 AILYRRQ ... IPFNVH-GVAFYRKKVVQVILAMLKTT ... ALLPFEKEE ... VTLTTIHQSKGLEWDIVF ...
NbSRS2 AVLFRRQ ... IQFNVH-GVAFYRKKVVRAIISMLKTT ... ALLPSEKEE ... VTLTTIHQSKGLEWDTVF ...
SlSRS2 AVLFRRQ ... IPFNVH-GVAFYRKKVVKGIIAMLRTT ... ALLPSEKEE ... VTVTTIHQSKGLEWDTVF ...
OsSRS2 X8 AVLYRRQ ... IPFNIH-GVAFYRKKVIKAIMAILKTT ... AILPGDKEE ... ITLTTIHQSKGLEWDVVF ...
ZmSRS2 X2 AVLYRRQ ... IPFNIH-GVAFYRKKVIKAIMAILRTT ... ALLPGDKEE ... ITLTTIHQSKGLEWDVVF ...

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

Motivo Va Motivo VI Motivo VIa
* * ∇ * *

EcUvrD FPSQMS ... LEEERRLAYVGVTRA ... RRLYG ... --VSH
ScSrs2 IPCVFN ... IDEERRMFFVAQTRA ... ----- ... KKLYR
SpSrs2 IPHSR- ... LDEERRLLYVGATRA ... ----- ... --VF-
PpSRS2 X9 TPLLNE ... IEEERRLFYVAMTRA ... ----- ... -PGAI
AtSRS2 IPLLHE ... LEEERRLLYVAMTRA ... ----- ... HENLP
NbSRS2 IPLLHE ... IEEERRLLYVAMTRA ... ----- ... QEETP
SlSRS2 IPLLHE ... IEEERRLLYVAMTRA ... ----- ... QKGTP
OsSRS2 X8 IPLLHE ... LEEERRLFYVAMTRA ... ----- ... ----P
ZmSRS2 X2 IPLLHE ... LEEERRLLYVAMTRA ... ----- ... ----P

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

∇ unión a nucleótidos
* unión a ssDNA
* unión a dsDNA
♦ interacción 1B-2B



Resultados 2

150

Figura 38. Motivos helicasa conservados en UvrD de E. coli , Srs2 de levaduras y plantas.
Comparación de las secuencias aminoacídicas de los 16 motivos conservados en el dominio helicasa
de UvrD y Srs2 entre los homólogos de Srs2. EcUvrD: UvrD de E. coli (EGT71023.1); ScSrs2: Srs2
de S. cerevisiae (NP_012443.1); SpSrs2: Srs2 de S. pombe (NP_594341.1); PpSRS2 X9: SRS2 de P. patens,
isoforma 9; AtSRS2: SRS2 de A. thaliana; NbSRS2: SRS2 de N. benthamiana; SlSRS2: SRS2 de S.
lycopersicum; OsSRS2 X8: SRS2 de O. sativa, isoforma 8; ZmSRS2: SRS2 de Z. mays, isoforma 2. Los
números de acceso para los homólogos de SRS2 en plantas se indican en la Tabla 2. En colores fríos
se destacan los 8 motivos ATPasa (motivo Q, I, Ia, II, III, IV, V y VI); en colores cálidos se han
coloreado los 8 motivos de unión a DNA y, en caso de EcUvrD, de interacción entre los dominios
estructurales 1B y 2B (Ib, Ic, Id, IVa, IVb, IVc, Va y VIa) (indicados en la rueda de color). En los
motivos I y II se destacan los motivos Walker A y Walker B.

Tras el dominio helicasa, ScSrs2 contiene una región C-terminal flexible de

casi 400 aminoácidos de longitud que media la mayoría de las interacciones

proteína-proteína y contiene las regiones que son modificadas

postraduccionalmente (Chiolo et al., 2005). Concretamente, en este extremo

destaca la región de unión a Rad51, motivos de interacción con PCNA (PIM) y

SUMO (SIM) y tres residuos de lisina que son sumoilados (K1081, K1089 y

K1142) (Niu et al., 2017). Continuando con el análisis, se buscaron los elementos

anteriores en los diferentes homólogos de SRS2, sin que se pudiera identificar

ninguno de ellos. Para Rad51 no se ha definido aún un motivo consenso de

interacción, habiéndose acotado una región en la zona central de Srs2 que no se

ha conservado. En cambio, para la unión con PCNA se han definido los

denominados motivos de interacción con PCNA (PIM) o cajas PIP, que presentan

una amplia variación en su secuencia (Prestel et al., 2019). ScSrs2 contiene una caja

PIP no canónica (Armstrong et al., 2012), y su secuencia tampoco se ha conservado

en los diferentes homólogos analizados. No obstante, este motivo ha podido

mantenerse en las diferentes proteínas SRS2 con algunas variaciones respecto a la

secuencia definida en S. cerevisae, lo que dificulta su identificación al no haber

disponibles herramientas informáticas de predicción. En cambio, se han

desarrollado diferentes programas que han permitido identificar varias secuencias

como potenciales motivos SIM y de unión covalente a SUMO (GPS SUMO,

JASSA y SUMOplotTM) (Beauclair et al., 2015; Ren et al., 2009; Zhao et al., 2014),

(Figura 37; Tablas 10 y 11). Los motivos SIM se localizaron principalmente en la

región correspondiente al dominio helicasa, en una posición idéntica en las

especies dicotiledóneas, estando uno de ellos presente en todas las proteínas de

plantas (Figura 37; Figura S2). Los sitios de sumoilación se distribuyeron a lo
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largo de las proteínas, y presentaron diferentes secuencias y localización en los

distintos homólogos a excepción de uno, presente en SRS2 de Arabidopsis, N.

benthamiana y S. lycopersicum (Figura 37; Figura S2). En P. patens no se reconoció

ninguna secuencia como sitio potencial de sumoilación. El alineamiento de las

secuencias aminoacídicas completas de los homólogos de Srs2, con todos los

motivos y dominios mencionados destacados, se muestra en la figura S2.

Figura 39. Modelos de la estructura tridimensional del dominio helicasa de EcUvrD (1-646
aa), ScSrs2 (246-915 aa) y AtSRS2 (246-915 aa). A. Los modelos se obtuvieron in silico utilizando
el servidor I-TASSER (Zhang et al., 2008) y se procesaron con el programa Chimera (Pettersen et al.,
2004). Los motivos se han mapeado y resaltado utilizando los mismos colores que en la figura 19. En
la estructura de EcUvrD se han remarcado los espacios en los que se disponen la molécula de DNA
de doble cadena y ATP/ADP (figura adaptada de Lee y Yang, 2007). B. Superposición de los tres
modelos anteriores.

El análisis de las secuencias de los diferentes homólogos de SRS2 indica que

esta proteína es una helicasa de DNA también en plantas y que, potencialmente,
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conservará algunas de las funciones descritas en S. cerevisiae y A. thaliana. Aunque

no se han identificado los motivos de interacción descritos en la proteína de

levaduras, es probable que se hayan mantenido con variaciones en sus secuencias,

dada su relevancia en los distintos roles que Srs2 desempeña en la célula eucariota.

Tabla 10. Potenciales motivos SIM identificados en los homólogos de SRS2.

GPS-SUMO JASSA

Organismo Posición Secuencia Puntuación P valor Puntuación Tipo

S. Pombe 261 - 264 ITIV 49,797 0,024 0,314 α

562 - 565 IVLL 47,778 0,021 1,338 β

P. patens 611 - 614 VTIV 33,075 0,144 0,808 α

723 - 726 IAVL 33,467 0,103 0,616 2

A. thaliana 281 - 284 VLVL 35,554 0,08 3,166 3

505 - 508 ITIV 37,341 0,096 0,314 α

600 - 603 IIEI 42,779 0,067 2,632 β

N. benthamiana 335 - 338 LIIV 37,375 0,069 1,815 3

566 - 569 ITIV 35,5 0,118 0,314 α

661 - 664 ILEI 29,983 0,182 0,304 1

S. lycopersicum 346 - 349 LIIV 37,375 0,069 1,815 3

578 - 581 ITIV 35,5 0,118 0,314 α

673 - 676 ILEI 30,312 0,179 0,304 1

O. sativa 535 - 538 ITIV 36,749 0,102 0,314 α

Z. mays 252-255 VISV 36,45 0,094 0,7 β

563-566 ITIV 36,652 0,103 0,314 α

658-661 IIEI 40,197 0,078 2,632 β

829-832 VVDV 34,233 0,154 10,774 β

SRS2 de A. thaliana se sumoila utilizando un sistema reconstituido

en E. coli

Srs2 de S. cerevisiae se mono y polisumoila, tanto in vivo como in vitro, en tres

lisinas situadas en su extremo C-terminal (K1081, K1089 y K1142) (Kolesar et al.,
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2016; Saponaro et al., 2010). Esta modificación es estimulada por la acción de las

ligasas E3 Siz1 y Siz2 y, como sucede con otras proteínas de mamíferos, es

dependiente de su motivo SIM, probablemente al mediar la unión de la proteína

diana con la enzima conjugadora Ubc9 y SUMO (Kolesar et al., 2012; Kolesar et

al., 2016; Saponaro et al., 2010).

Tabla 11. Potenciales sitios de sumoilación identificados en los homólogos de SRS2
estudiados.

SUMOplot™ GPS-SUMO JASSA

Organismo Secuenciaa P P P valor P Tipob

S. Pombe

VKNE
(K465)

0,93 21,99 0,002 Alto Consenso
directo fuerte

PFLKGE
( K668) 0,91 11,95 0,009 Bajo HCSM

A. thaliana

LKPEIES
(K84) 0,91 6,21 0,02 Bajo PDSM

extendido

LKLDEET
( K218)

0,91 3,42 0,035 Bajo PDSM
extendido

IKHE
(K971) 0,94 17,18 0,004 Alto Consenso

directo fuerte

N. benthamiana

LKLE
(K270) 0,91 7,19 0,015 Bajo Consenso

fuerte

MKKEP
(K444) 0,8 21,96 0,003 Bajo

SUMO-Ac
switch

IKGETECNT
EG
(K871)

0,94 17,13 0,004 Alto NDSM

S. lycopersicum

FKLE
(K281) 0,85 4,35 0,025 Bajo Consenso

directo

VKRE
(K818) 0,93 31,28 0 Alto Consenso

directo fuerte

O. sativa

LKEE
(K326) 0,91 11,05 0,01 Bajo

Consenso
directo fuerte

IKWEQIP
(K1098) 0,94 17,74 0,004 Alto Minimal SC

SUMO

Z. mays IKWEQIP
(K1126) 0,94 15,53 0,006 Alto Minimal SC

SUMO

P: puntuación; aMotivo de sumoilación (posición de la lisina); bHCSM, hydrophobic cluster sumoylation
motif; PDSM, phosphorylation-dependent sumoylation motif; SUMO-Ac switch, SUMO-Acetyl switch; NDSM,
negatively charged aminoacid-dependent sumoylatiom motif; Minimal SC SUMO, Minimal synergy control motif-
SUMO
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Figura 40. Ensayos de sobreexpresión de AtSRS2 en E. coli. A. Expresión de AtSRS2 en las
cepas bacterianas NCM631 (derivado de BL21) y BL21-CodonPlus(DE)-RIL en tres condiciones:
37ºC/4h, 16ºC/6h y 16ºC/20h. Los extractos de proteínas totales procedentes de las células
inducidas y no inducidas se analizaron en un gel de poliacrilamida al 8%, que se tiñó con una solución
de azul de Coomassie. El marcador de peso molecular (KDa) se indica a la derecha. B. Expresión de
la versión optimizada AtSRS2 CO, según se ha descrito en A. Se incluyó AtSRS2 silvestre como
control de expresión. AtSRS2: 129 KDa. NI: no inducido; I: inducido.

En SRS2 de A. thaliana no se ha confirmado la existencia de ningún motivo

de unión a SUMO, así como tampoco lisinas que se sumoilen, contando tan solo

con los candidatos propuestos anteriormente (Tablas 10 y 11). Para determinar si

AtSRS2 se sumoila, se llevó a cabo el ensayo de sumoilación con el sistema de

modificación postraduccional de la planta, desarrollado para su expresión en E.

coli. El marco abierto de lectura de AtSRS2 se clonó en el vector pET29aDEST,

en fase con la etiqueta T7 en su extremo amino. Como paso previo al ensayo, dicha
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construcción se transformó en la cepa de E. coli NCM631 (derivado de BL21) y se

realizó una prueba de expresión, para lo que se establecieron tres condiciones: alta

temperatura y tiempo corto (37ºC/4 horas) y baja temperatura y tiempos más

largos (16ºC/6 horas y 16ºC/20 horas). Tras la inducción y extracción de

proteínas, se analizó la expresión de AtSRS2 en un gel de acrilamida al 8%no

detectándose la banda esperada para AtSRS2 (130 KDa) en ninguna de las

condiciones probadas. Ante la posibilidad de que la falta de expresión de AtSRS2

se debiera a una reducción de la eficiencia de la traducción como consecuencia de

la existencia en AtSRS2 de codones poco frecuentes en el genoma de E. coli

(Bonekamp et al., 1985; Kane, 1995), se decidió utilizar la cepa bacteriana BL21

Codon Plus (DE)-RIL. Esta cepa contiene un vector con copias extra de los genes

de tRNA argU, ileY y leuW, que reconocen los codones de arginina AGA y AGG,

el codón de isoleucina AUA y el codón de leucina CUA, respectivamente, poco

usuales en E. coli. Las células transformadas se utilizaron para un nuevo ensayo de

expresión de AtSRS2 bajo las tres condiciones establecidas inicialmente. Al

comparar los extractos inducido y no inducido obtenidos tras la inducción, en la

cepa BL21 CodonPlus se observó una banda del tamaño esperado para la helicasa

en todas las condiciones probadas (Figura 40A, calles 8, 10 y 12). Este resultado

confirmó que el problema en la expresión de la proteína de interés era,

efectivamente, el sesgo de codones. Desafortunadamente, las copias extras de los

genes de tRNA argU, ileY y leuW están clonadas en el vector pACYC, el mismo

que se utiliza para la expresión de las enzimas de la ruta de sumoilación. Ello

impide, por tanto, que el ensayo de sumoilación pueda llevarse a cabo en esta cepa,

al tratarse de plásmidos incompatibles.

Para resolver el problema se optó por sintetizar una secuencia de AtSRS2

optimizando el uso de codones y otros parámetros que aumentan la eficiencia de

su traducción en la bacteria, como el contenido en GC (GenScript). Esta secuencia,

denominada AtSRS2 CO, se clonó en el vector pET28aDEST y se transformó en

las cepa NCM631 y BL21 CodonPlus para llevar a cabo una prueba de expresión.

Tras la inducción y extracción de proteínas, se detectó la banda esperada para

AtSRS2 en los extractos inducidos procedentes de ambas cepas. La mayor

expresión se obtuvo con AtSRS2 CO transformada en BL21, a 16ºC y tras 20 horas

de inducción (Figura 40B).
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Figura 41. Ensayo de sumoilación de AtSRS2 con el sistema de conjugación de SUMO
reconstituido en E. coli. A. Representación esquemática de los vectores utilizados en el ensayo, en
los que se han clonado las enzimas SAE1a, SAE2 y SCE1 (pASS1a), los parálogos de SUMO
(pRHSUMO) o la proteína diana (pET29aD-AtSRS2). En cada vector se destaca el origen de
replicación, el gen de resistencia, el sitio de unión al ribosoma (amarillo), la etiqueta de histidina (azul)
los genes clonados. B. SRS2, SAE1a/2, SCE y AtSUMO1, -2 y -3 de Arabidopsis se coexpresaron en
la cepa de E. coli NCM631; pET28b se incluyó como control negativo. Los extractos de proteínas
totales se incubaron con los anticuerpos antiT7, antiAtSUMO1/2 y antiHis. La membrana se tiñó
con azul de Coomassie como control de carga. La expresión (+/-) de los diferentes componentes se
muestra en el panel superior. Las bandas relevantes están indicadas en el margen derecho. El
marcador de peso molecular (KDa) se muestra a la izquierda. AtSRS2: 129 KDa; AtSUMO: 10 KDa.
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Para llevar a cabo el ensayo de sumoilación, AtSRS2 CO se cotransformó

en NCM631 junto a las enzimas de la ruta de sumoilación y las tres isoformas de

AtSUMO (Figura 41A). La expresión de estas proteínas, su extracción y posterior

análisis por western blot utilizando los anticuerpos antiT7 y antiSUMO1/2, permitió

detectar una banda por encima de los 150 KDa en las calles que contenían la diana

junto al sistema de modificación y AtSUMO1 o AtSUMO2, que podría

corresponder a la proteína sumoilada (Figura 41B, calles 3 y 4). En cambio, no

se identificaron bandas que pudieran identificarse como formas polisumoiladas de

la helicasa. En las calles que contenían el vector vacío no apareció ninguna señal

similar con el primer anticuerpo, mostrando la especificidad del mismo, mientras

que con antiSUMO1/2 se revelaron bandas correspondientes a cadenas de

poliAtSUMOs pero no la identificada como AtSRS2-SUMO. La expresión de

AtSUMO se comprobó con el anticuerpo antiHis, con el que se revelaron los

monómeros y dímeros de AtSUMO1 y AtSUMO2.

Figura 42. AtSRS2 se localiza en el núcleo y el nucleolo. Las células epidérmicas deN. benthamiana
coagroinfiltradas con GFP-AtSRS2 y RFP-Nucleolina se observaron mediante microscopía confocal
a los 3 dpi. Se muestra la fluorescencia GFP y RFP, la combinación de los dos canales y con el campo
claro. Escala = 10 µm.

SRS2 de A. thaliana se localiza en el núcleo y nucleolo

Para continuar con la caracterización de SRS2 de A. thaliana, se determinó

su localización subcelular. AtSRS2, fusionada a GFP (GFP-AtSRS2) por su

extremo amino, se expresó en hojas de N. benthamiana, y el tejido coinfiltrado se

observó a los tres días en un microscopio confocal. Tal y como sucede con su

homólogo en levaduras, SRS2 deA. thaliana se localiza exclusivamente en el núcleo

de la célula (Figura 42). La señal GFP se detectó de forma homogénea por todo

GFP-AtSRS2 RFP-Nucleolin Combinación Campo claro
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el nucleoplasma, incluyendo el nucléolo. Esta localización se confirmó incluyendo

la proteína RFP-Nucleolina de tomate como marcador (Figura 42).

AtSRS2 colocaliza con AtPCNA y AtSUMO1 en el núcleo

Dada la importancia que la unión de PCNA y SUMO tiene para muchas de

las funciones que Srs2 desempeña en la levadura de gemación, es probable que su

interacción se haya conservado en los diferentes homólogos de la helicasa. En

primer lugar, y como paso previo a los ensayos de interacción, se comprobó si las

tres proteínas colocalizaban en la célula. Para ello, se clonaron las fases abiertas de

lectura de AtSRS2, AtPCNA1 y AtSUMO1 en vectores binarios fusionados a

diferentes fluoróforos en su extremo N-terminal, para dar lugar a RFP-AtSRS2,

GFP-AtPCNA1 y YFP-AtSUMO1 (Figura 43). Las tres construcciones se

transformaron de forma independiente en A. tumefaciens y después se coinfiltraron

en hojas deN. benthamiana silvestre junto al supresor del silenciamiento P19. Como

se observa en la figura 43, a los 3 dpi las tres proteínas colocalizaron en el núcleo,

AtSRS2 y AtSUMO1 también lo hicieron en el nucléolo y AtPCNA1 y AtSUMO1

en el citoplasma.

Figura 43. AtSRS2 interacciona con AtPCNA1 y AtSUMO1 en el núcleo de la célula vegetal.
Las hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con las construcciones RFP-AtSRS2, GFP-AtPCNA1 y
YFP1-AtSUMO1 se observaron bajo microscopía confocal a los 3 dpi. Se muestra la fluorescencia
de RFP, GFP, YFP y la combinación de los tres canales y también con el campo claro. Escala = 10
µm.

AtSRS2 interacciona con PCNA y SUMO, pero no consigo mismo

Para determinar si AtSRS2 interacciona con PCNA y SUMO, tal y como

sucede con su homólogo en levadura, se llevó a cabo un ensayo BiFC usando el

RFP-AtSRS2 GFP-AtPCNA1 CombinaciónYFP-AtSUMO1 Campo claro
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mismo sistema de vectores mencionados previamente (Gehl et al., 2009). AtSRS2

se expresó como proteína de fusión junto a la mitad N-terminal de SCFP (SCFPN-

AtSRS2), mientras que SlPCNA y SUMO1 de A. thaliana se unieron a la parte C-

terminal del mismo fluoróforo (SCFPC-SlPCNA y SCFPC-AtSUMO1). La

coexpresión de SCFPN-AtSRS2 con SCFPC-SlPCNA o SCFPC-AtSUMO1 en

hojas de N. benthamiana reveló una señal fluorescente en el núcleo de las células

infiltradas (Figura 44). Además, para ambas parejas de interactores se detectó la

aparición de cuerpos nucleares similares a los observados en la interacción de

SlPCNA con AtSUMO1 (Figuras 34 y 35). Estos resultados indican que AtSRS2

interacciona con PCNA y SUMO en el núcleo. En el ensayo de interacción de

AtSRS2 con AtSRS2 no se detectó ninguna señal (Figura 44).

Figura 44. AtSRS2 interacciona con SlPCNA y AtSUMO1 en el nucleoplasma y en cuerpos
nucleares. El ensayo de complementación fluorescente bimolecular se llevó a cabo en hojas de N.
benthamiana coagroinfiltrada con los pares SCFPN-AtSRS2·SCFPC-SlPCNA, SCFPN-AtSRS2·SCFPC-
AtSUMO1 y SCFPN-AtSRS2· SCFPC-AtSRS2. El tejido infiltrado se visualizó con un microscopio
confocal a los 3 dpi. Se muestra la fluorescencia de CFP y la combinación con el campo claro. Escala
= 10 µm.

AtSRS2 interacciona con enzimas de la ruta de sumoilación pero no

con Rep

Tras comprobar que AtSRS2 se sumoila en el ensayo en E. coli (Figura 41),

se estudió si esta helicasa interacciona con los componentes de la ruta de

sumoilación, como se ha descrito para Srs2 de S. cerevisiae. Esta proteína se une a

SCFPN-
AtSRS2

SCFPC-
AtSUMO1

SCFPC-
SlPCNA

SCFPC-
AtSRS2

Campo
claro
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Ubc9 (SCE) y a las ligasas SIZ1 y SIZ2 (Kolesar et al., 2012; Pfander et al., 2005),

aunque se ha sugerido que la interacción con la enzima conjugadora esta mediada

por SUMO (Kolesar et al., 2012).

Figura 45. AtSRS2 interacciona con las enzimas de la ruta de sumoilación SCE1 y SIZ1 de
Arabidopsis. Las células epidérmicas de N. benthamiana co-agroinfiltradas con los pares VenusN-
AtSRS2·SCFPC-SCFPC-AtSCE1 y VenusN-AtSRS2·AtSIZ1-SCFPC se observaron mediante
microscopía confocal a los 3 dpi. Como control positivo, se incluyó la combinación de todas las
proteínas anteriores con SCFPN-AtSUMO1. Se muestra la fluorescencia YFP y la combinación YFP
+ campo claro. Escala = 10 µm.

Utilizando el sistema de vectores para BiFC implementado por Gehl y

colaboradores (2009), AtSRS2 se fusionó al extremo N-terminal de la proteína

fluorescente Venus (VenusN-AtSRS2), mientras que AtSCE1 y AtSIZ1 lo hicieron

al extremo C-terminal de SCFP (SCFPC-AtSCE1 y AtSIZ1-SCFPC). La
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coexpresión de VenusN-AtSRS2 con estas dos proteínas de la ruta de sumoilación

en hojas de N. benthamiana dio lugar a la reconstitución de la señal fluorescente en

el núcleo de las células, detectándose muchos cuerpos nucleares al combinarse con

la ligasa E3 y una señal menos intensta con la enzima conjugadora de SUMO

(Figura 45A). Como control positivo, las tres proteínas se coexpresaron con

SCFPN-AtSUMO1 (Figura 45A y 45B).

Figura 46. AtSRS2 no interacciona con Rep. Ensayo de BiFC con las parejas VenusN-
AtSRS2·Rep-SCFPC, VenusN-AtSRS2·SCFPC-AtSUMO1 y Rep-SCFPC·SCFPN-AtSUMO1. Tanto
AtSRS2 como Rep se combinaron con AtSUMO1 como control positivo. Se muestra la fluorescencia
de YFP (VenusN+ SCFPC), CFP (SCFPN + SCFPC) y la combinación de ambas con el campo claro.
Escala = 10 µm.

A continuación, se realizó el mismo ensayo incluyendo Rep como diana.

Tanto AtSRS2 como la proteína viral interaccionan con SlPCNA, AtSUMO1 y

AtSCE1 y actúan directamente sobre el DNA durante su replicación y

recombinación, por lo que presumiblemente compartirían un mismo escenario

durante la replicación del genoma viral. Rep del virus TYLCV se fusionó al

fragmento SCFPC en su extremo C-terminal (Rep-SCFPC) y se coexpresó junto a

VenusN-AtSRS2 en hojas de N. benthamiana, pero no se detectó la reconstitución

del fluoroforo en el tejido infiltrado (Figura 46). Como control positivo, se incluyó

de nuevo SCFPC-AtSUMO1.
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Caracterización de la interacción de AtSRS2 con SlPCNA y AtSUMO1

En levaduras, Srs2 interactúa preferentemente con PCNA sumoilado a través

de dos motivos de interacción adyacentes para PCNA y SUMO, PIM y SIM,

localizados en su extremo C terminal (Armstrong et al., 2012; Kolesar et al., 2012;

Papouli et al. 2005; Pfander et al., 2005). Para comprobar si AtSRS2 establece su

unión con SlPCNA de la misma forma, se realizó de nuevo el ensayo de BiFC

incluyendo las versiones de la abrazadera que carecen de las lisinas 164 y 254.

Tanto los mutantes simples como el doble se clonaron en el vector pDEST-

SCYCEGW (Figura 47A) (SCFPC-SlPCNA K164R, SCFPC-SlPCNA K254R y

SCFPC-SlPCNA K164/254R), y se coexpresaron con SCFPN-AtSRS2 en hojas de

N. benthamiana. Para todas las combinaciones se observó fluorescencia en el

nucleoplasma de las células, destacando la formación de cuerpos nucleares, sin

aparentes diferencias entre la señal emitida por la interacción de AtSRS2 con

SlPCNA silvestre y los mutantes simples y doble, afectados en la unión de

AtSUMO1 y ubiquitina (Figura 47A).

No obstante, dado que las células epidérmicas de N. benthamiana en las que

se sobreexpresaron las proteínas se encuentran en su mayoría en la fase G0 del

ciclo celular, cabe esperar que los niveles de sumoilación de PCNA sean muy bajos.

Por ello, SCFPN-AtSRS2 se coexpresó a continuación con la quimera SlPCNA-

SUMO fusionada a SCFPC. Tanto la combinación SCFPN-AtSRS2 + SCFPC-

SlPCNA como SCFPN-AtSRS2 + SCFPC-SlPCNA-SUMO dio lugar a una señal

fluorescente en el nucleoplasma y en cuerpos nucleares. Sin embargo, la

fluorescencia emitida por la interacción con SlPCNA fue más intensa en el

nucleoplasma, mientras que tras la expresión de SlPCNA-SUMO se detectó una

señal más intensa en el cuerpo nuclear (Figura 47B). Estos resultados apuntan a

que AtSRS2 interacciona de forma directa con SlPCNA, por lo que debe contener

en su secuencia un motivo PIM.

Una vez confirmada la interacción de AtSRS2 con AtSUMO1 (Figura 44),

se llevó a cabo un ensayo de BiFC para determinar si la unión entre ambas

proteínas tiene lugar de forma covalente, a través de la sumoilación, y no covalente,

mediada por un motivo SIM. Tal y como se hizo con SlPCNA, SCFPC-AtSRS2 se

coexpresó con SCFPN-AtSUMO1GG, SCFPN-AtSUMO1 ΔGG, SCFPN-

AtSUMO1 SIM y SCFPN-AtSUMO1 ΔGG+SIM. La reconstitución de SCFP se
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detectó tres días más tarde en el núcleo de todas las células, pero no se observaron

cuerpos nucleares en las combinaciones que incluían las variantes no conjugativas

(SCFPN-AtSUMO1 ΔGG y SCFPN-AtSUMO1ΔGG+SIM) (Figura 48), como se

había observado anteriormente con SlPCNA (Figura 47). Los resultados sugieren

que la formación de estas estructuras subnucleares es dependiente de sumoilación.

Figura 47. AtSRS2 interacciona con SlPCNA de forma independiente a su sumoilación. El
ensayo de BiFC se llevó a cabo con SCFPC-SlPCNA y los distintos mutantes en las lisinas aceptoras
de SUMO combinados con SCFPN-AtSRS2. Las células epidérmicas agroinfiltradas se observaron
bajo microscopía confocal a los 3 dpi. La pareja SCFPN-AtSRS2·SCFPC-AtSRS2 se añadió como
control negativo. Se muestra la fluorescencia de CFP y la combinación CFP + campo claro. Escala
= 10 µm.

En resumen, SRS2 de A. thaliana interacciona con SlPCNA y AtSUMO1

enel núcleo de la célula vegetal, tanto en el nucleoplasma como en los

denominados cuerpos nucleares. La interacción con AtSUMO1, además, parece
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tener lugar tanto de forma covalente como no covalente, como sucede entre Srs2

y SUMO en S. cerevisiae (Kolesar et al., 2012).

Figura 48. AtSRS2 interacciona con AtSUMO1 de forma covalente y no covalente. El ensayo
se llevó a cabo como se describe en la figura 29, pero combinando SCFPN-AtSRS2 con las variantes
de AtSUMO1. Las células epidérmicas que coexpresaron cada una de las parejas de BiFC se
visualizaron bajo microscopía confocal a los 3 dpi. La pareja SCFPN-AtSRS2·SCFPC-AtSRS2 se
añadió como control negativo de interacción Se muestra la fluorescencia de CFP y la combinación
CFP + campo claro. Escala = 10 µm.

SCFPN-
AtSRS2GG ΔGG SIM ΔGG/SIM

SCFPC-
AtSRS2

Campo
claro

SCFPN-
AtSUMO1



165

DISCUSIÓN .



166



Discusión

167

¿Qué efecto/s tienen Rep y ren sobre las modificaciones

postraduccionales de PCNA?

PCNA de tomate se sumoila

Los ensayos realizados con el sistema de sumoilación reconstituido en E.

coli muestran que PCNA de tomate se sumoila con SUMO1 y SUMO2 de

Arabidopsis y, de forma menos eficiente, con SUMO3 (Figura 23). Este resultado

difiere parcialmente del obtenido por Strzalka y colaboradores, quienes mostraron

que los dos homólogos de PCNA presentes en el genoma de Arabidopsis

(AtPCNA1 y 2) se modifican con AtSUMO1, 2, 3 y 5 con una eficiencia similar

(Strzalka et al., 2012). Considerando que se emplearon las mismas enzimas de

modificación en los dos ensayos, la diferencia en la conjugación de los SUMOs

podría deberse a características específicas de los PCNAs utilizados, en lo que se

refiere a la unión con las isoformas de SUMO (cabe considerar que en el genoma

de tomate no se ha identificado un homólogo de AtSUMO3). Esta especificidad

de unión de las distintas isoformas se ha observado en PCNA de humanos, el cual

se conjuga predominante a HsSUMO1 (ortólogo de AtSUMO3) y, de forma

mucho más débil, a HsSUMO2/3 (ortólogos de AtSUMO1/2) (Gali et al., 2012).

El análisis de mutantes de SlPCNA ha confirmado que esta proteína se

sumoila en dos lisinas: la K164, cuya conjugación a SUMO se ha detectado en

otros eucariotas pero no en PCNA de Arabidopsis, y la K254, identificada como un

residuo aceptor en la planta modelo y en humanos (Gali et al., 2012; Strzalka et al.,

2012) (Figura 24). La identificación de la lisina 164 como residuo sumoilable en

la proteína de tomate, pero no en las de Arabidopsis se podría atribuir a diferencias

experimentales relacionadas con:

1. La isoforma de SUMO elegida. Strzalka y colaboradores emplearon

AtSUMO3 para identificar los residuos sumoilados, presente sólo en un

pequeño clado de la familia Brassicaceae (Hammoudi et al., 2016), mientras

que en nuestros ensayos se utilizó la isoforma 1.

2. La estrategia utilizada en la generación de los mutantes de PCNA. Para la

identificación de los residuos sumoilables de AtPCNA1 y 2, Strzalka y

colaboradores reemplazaron todas las lisinas de ambas proteínas por
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argininas a excepción de la elegida para su análisis, en lugar de sustituir un

único residuo, como se ha hecho en este trabajo. Es posible que el cambio

masivo de aminoácidos altere la estructura terciaria de las proteínas,

afectando así al resultado de su sumoilación. Además, la sobreexpresión de

las enzimas activadora y conjugadora en presencia de una diana con un solo

residuo de lisina podría generar falsos positivos, debido a las condiciones

estequiométricas de la reacción. En este sentido, cabe destacar que en los

ensayos de Strzalka y colaboradores (2012) se detectó la sumoilación de

cinco lisinas adicionales ubicadas en el círculo interno del anillo del trímero,

posiciones que no parecen accesibles para las enzimas de la maquinaria de

modificación.

A partir de los resultados en ambos estudios se pueden plantear dos

posibilidades: (1) K164 se sumoila sólo con AtSUMO1, mientras que a K254 se

conjugan tanto AtSUMO1 como AtSUMO3, o bien (2) que la no detección de la

K164 en AtPCNA1/2 se debe a la estrategia empleada en la identificación de los

residuos sumoilables. Esta lisina, sin embargo, se detectó como un residuo que se

ubiquitina en los homólogos de Arabidopsis al emplear mutantes puntuales

(AtPCNA1/2 K164R) (Strzalka et al., 2013).

Además de su conjugación a SUMO, se ha descrito la mono- y

poliubiquitinación de la lisina 164 de PCNA de levaduras, animales y Arabidopsis

(Kanao y Masutani, 2017; Leung et al., 2019). Los ensayos en bacterias han

permitido confirmar que la proteína homóloga de tomate también se

monoubiquitina en el mismo residuo K164 por la enzima conjugadora UBC35

(homóloga de Ubc13, involucrada en la ubiquitinación de PCNA de S. cerevisiae) y

la ligasa RAD5a (homóloga de Rad5) de Arabidopsis (Figura 30), proteínas

empleadas previamente en ensayos con AtPCNA1/2 (Strzalka et al., 2013). Sin

embargo, no se ha podido detectar la poliubiquitinación de SlPCNA (datos no

mostrados) a pesar de emplear el mismo complejo enzimático AtUBC35/

AtUEV1A/AtRAD5a con el que se obtuvo la formación de cadenas de ubiquitina

en los homólogos de Arabidopsis (Strzalka et al., 2013). La falta de sensibilidad del

ensayo, o que la combinación de enzimas anterior no es la más apropiada para la

formación de cadenas de ubiquitina en el homólogo de tomate, pueden ser causas

que hayan impedido detectarla.
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PCNA y SUMO interaccionan de forma covalente y no covalente en

el núcleo y el citoplasma

Mazur y colaboradores determinaron que la versión madura de AtSUMO1

y la actividad conjugativa de AtSCE1 son esenciales para su ensamblaje en cuerpos

nucleares, que podrían constituir centros de sumoilación activos (Mazur et al.,

2019). Los cuerpos formados en el nucleoplasma tras la sobreexpresión de SCFPN-

PCNA y SCFPC-AtSUMO1 resultaron ser dependientes de sumoilación, ya que

solo se observaron al utilizar la variante conjugativa de SUMO (Figura 35). Sin

embargo, que estas estructuras también sean visibles al expresar los mutantes de

PCNA en las lisinas 164 y 254, indica que: (1) existe otra lisina no identificada que

es sumoilada, (2) PCNA es capaz de formar heterotrímeros con NbPCNA

endógeno, que sería el monómero sumoilado, o bien (3) AtSUMO1 se conjuga a

otros sustratos nucleares, que interaccionarían con SlPCNA, permitiendo la

reconstitución del fluoróforo.

Si bien la conjugación de SUMO a homólogos de PCNA ha sido

ampliamente demostrada, solo se ha descrito su interacción no covalente en el

núcleo y citoplasma entre la variante no conjugativa de AtSUMO3

(AtSUMO3ΔGG) y AtPCNA1/2 (Strzalka et al., 2012). En nuestro ensayo de

BiFC, la ausencia de la doble glicina final de AtSUMO1 (AtSUMOΔGG) no

interrumpió su interacción con PCNA de tomate en ninguno de los

compartimentos celulares (Figura 35), lo que indica que esta unión no es

dependiente de la sumoilación de esta diana. La identificación de dos secuencias

como potenciales SIMs en SlPCNA, una en el dominio A (SIM 1) y otra en el

dominio B, cerca de la K164 (SIM 2) (Figura 36), sugiere que la interacción no

covalente podría estar mediada por estos motivos. Los SIMs, descritos en la

mayoría de las proteínas que son sumoiladas (Song et al., 2004), juegan un papel

relevante en la sumoilación al acoplar la enzima conjugadora cerca de la lisina de

la diana o al aumentar localmente la concentración de moléculas de SUMO

(Kerscher, 2007). Todos los ejemplos conocidos de sumoilación que ocurren en

lisinas que no forman parte de un motivo consenso (como K164 de PCNA)

implican un SIM funcional (Beauclair et al., 2015). De este modo, los motivos SIM

identificados en PCNA de tomate podrían constituir un sitio de contacto adicional

que favorezca la conjugación de SUMO o contribuya o refuerce su unión a

interactores sumoilados (Mayanagi et al., 2011).
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Aunque no podemos descartar que la interacción entre PCNA de plantas y

SUMO en el citoplasma sea un artefacto generado por la sobrexpresión de ambas

proteínas, (1) la existencia de sustratos citoplasmáticos modificados por SUMO,

(2) la localización de PCNA en el citoplasma de algunos tipos de células humanas,

donde se ha descrito su participación en el control de la supervivencia celular y la

regulación del metabolismo del carbono (Bouayad et al., 2012; De Chiara et al.,

2012; Müller et al., 2013; Naryzhny and Lee, 2010; Ohayon et al., 2016; Rosental et

al., 2011; Witko-Sarsat et al., 2010), y (3) la existencia de interactores de PCNA

situados fuera del núcleo e implicados en la señalización celular, que contienen

cajas PIP y motivos APIM (Olaisen et al., 2015; Olaisen et al., 2018), indica que

PCNA sumoilado podría tener un papel aún no descrito en este compartimento

celular. La identificación en PCNA de mamíferos y vertebrados de una secuencia

de exportación nuclear (nuclear export signal, NES) dependiente del receptor de

exportación nuclear CRM1/Exportina1 (Bouayad et al., 2012; De Chiara et al.,

2013), ampliamente conservada en plantas, abre la posibilidad de que PCNA, o

PCNA sumoilado pueda ser exportado al citoplasma.

Rep y REn reducen la sumoilación pero no la ubiquitinación de

PCNA

Rep reduce la sumoilación de PCNA en sus dos lisinas aceptoras (Figuras

19 y 25). Cómo tiene lugar esta interferencia está por determinar, pero los datos

obtenidos indican que: (1) es específica de PCNA, o, al menos, de un reducido

número de sustratos e (2) independiente de su interacción con SCE1, ya que el

mutante de Rep afectado en su unión a la enzima conjugadora presenta el mismo

efecto sobre la sumoilación de la proteína de tomate (Figura 20). Ambos

resultados indican que la unión de esta proteína viral a SCE no debe afectar su

actividad conjugadora, por lo que la reducción observada en la sumoilación de

PCNA no es consecuencia de la inhibición general de esta modificación. Teniendo

todo ello en cuenta, se ha propuesto que Rep interfiere en la conjugación de

SUMO a PCNA mediante su unión directa a la diana. Considerando la estructura

hexamérica de Rep construida in silico (mostrada más adelante) y los resultados

obtenidos previamente, que muestran que esta proteína viral interacciona con

residuos localizados por toda la superficie de PCNA a través de su región central

(Bagewadi et al., 2004) y que la expresión de versiones truncadas de Rep que
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contienen esa región es suficiente para reducir la sumoilación de PCNA (Tesis

Manuel Arroyo-Mateos, 2015), se ha propuesto un modelo de interacción entre

ambas proteínas (Figura 50). De acuerdo con este modelo, proponemos que la

unión de Rep a PCNA podría afectar a la conjugación de SUMO al limitar o alterar

el acceso de la enzima conjugadora a la lisina aceptora. Esta interferencia podría

ser consecuencia de la interacción de esta proteína viral con SCE y/o SUMO a

través de su motivo SIM (Tesis de Francesca Maio, 2019), que alteraría la correcta

orientación de la enzima con respecto a PCNA, interrumpiendo así con la

conjugación de este pequeño péptido. Otra opción que se podría considerar es que

la proteína viral presente actividad proteasa de SUMO, pero no se ha realizado

ningún estudio al respecto. La generación de mutantes puntuales afectados en la

unión de Rep a PCNA permitirá confirmar si esta interacción es necesaria para

inhibir la conjugación de SUMO a las lisinas diana.

Más complejo, por falta de más datos experimentales, resulta proponer un

mecanismo para explicar la reducción en la sumoilación de PCNA observada al

expresar REn (Figura 27). Dado que esta proteína viral no interacciona con SCE1

(Castillo et al., 2004) pero sí con PCNA (Castillo et al., 2003) y Rep (Settlage et al.,

1996), y que la inhibición de la conjugación de SUMO a la abrazadera no requiere

la presencia de Rep, la unión directa a PCNA también podría ser la responsable de

la interferencia. La mutación de los residuos hidrofóbicos situados en la región de

REn que participan en su unión a PCNA (Castillo et al., 2003; Settlage et al., 2005)

permitirá confirmar si la interacción entre ambas proteínas reduce la conjugación

de SUMO a esta diana.

Los resultados obtenidos en este trabajo también muestran que, al contrario

de lo detectado con SUMO, Rep no interfiere con la conjugación de ubiquitina a

la lisina 164 de PCNA de tomate. Ensayos preliminares con REn revelaron que su

expresión tampoco reduce la ubiquitinación de PCNA (datos no mostrados), lo

que indica que ambos factores virales alteran de forma similar las modificaciones

postraduccionales de esta proteína eucariota. Estos datos contrastan,

aparentemente, con la hipótesis propuesta para la interferencia en la sumoilación,

ya que, si la unión de las proteínas virales a la abrazadera obstaculiza el acceso de

SCE al sitio aceptor, sería esperable que el complejo enzima conjugadora/ligasa de

ubiquitina encontrase el mismo impedimento. Sin embargo, es posible que las

distintas enzimas se unan de forma diferente a la diana, por lo que la unión de Rep
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y REn a PCNA no suponga un impedimento para la conjugación de la ubiquitina

pero lo sea para la de SUMO. Como se ha propuesto anteriormente para Rep, la

interferencia con la sumoilación podría producirse al interaccionar REn con la

enzima conjugadora, o con SUMO a través de su motivo SIM. Sin embargo, en las

proteínas virales no se ha detectado una secuencia similar que medie su unión a la

ubiquitina.

Modelo teórico de la interacción de Rep y PCNA

Durante la replicación del genoma geminiviral, Rep actúa como

endonucleasa, ligasa, ATPasa y helicasa de DNA, actividades en las que están

involucradas sus diferentes dominios y que parecen requerir la formación de

oligómeros (Ruhel y Chakraborty, 2019). Esta proteína, presente en los

denominados virus CRESS (Circular Rep-encoding single-stranded DNA) (filo

Cressdnaviricota) entre los que se encuentran los geminivirus, se ha clasificado como

miembro de la superfamilia de helicasas SF3 (clado 4), incluida a su vez en la

superfamilia de ATPasas asociadas con diversas actividades celulares (ATPases

associated with diverse cellular activities, AAA+). Esta superfamilia incluye

principalmente helicasas replicativas de virus de DNA y , enzimas ensambladas a

partir de seis subunidades dispuestas en forma de anillos homohexaméricos (Javed

et al., 2021; Khan et al., 2022; O’Donnell y Li, 2018).

Recientemente, se ha determinado la estructura de la proteína Rep del

circovirus porcino 2 (PCV2) en complejo con ADP y ssDNA/dsDNA (Tarasova

et al., 2021), el representante prototípico del género Circovirus (virus CRESS). Ésta

constituye un hexámero formado por la unión de seis monómeros a través de sus

dominios de oligomerización, organizados alrededor de un canal central al que se

une el ss/dsDNA. A partir de esta estructura se muestra, además, que los dominios

N-terminal (dominio endonucleasa) y C-terminal (dominio ATPasa) son móviles,

adoptando este último una disposición en escalera de caracol alrededor del

ssADN/dsADN que demuestran un modo secuencial de hidrólisis de ATP y la

dirección de translocación del ssDNA (Tarasova et al., 2021).
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Figura 49. Modelo hexamérico de Rep “cerrado” y “abierto”. Los seis monómeros de Rep se
unen a través de la región central, de modo que los dominios amino y carboxilo se disponen
enfrentados formando dos anillos apilados. Esta estructura hexamérica es similar a la presentan otras
proteínas Rep de virus CRESS y las helicasas replicativas. El dominio N-terminal, se ha coloreado de
verde, la región C-terminal de azul y de lila el dominio C-terminal. A. Vista frontal. B. Vista posterior.
C. Vista lateral. D. Vista girada.

Para los geminivirus se ha propuesto un modelo hexamérico similar, unido

a DNA y a ADP, a partir de Rep del begomovirus Tomato leaf curl New Delhi virus

(ToLCNDV) (Ruhel et al., 2021). Este modelo se ha basado en el dominio helicasa

del factor E1 del papilomavirus bovino (bovine papillomavirus, BVP), un virus de

DNA de cadena doble, y su estructura homohexamérica (Enemark y Joshua-Tor

et al., 2006).

Considerando los resultados anteriores, en nuestro laboratorio se ha

generado un modelo in silico de la estructura de la proteína Rep del begomovirus

Tomato yellow leaf curl Sardinia virus, en el que se han dispuesto seis subunidades

formando un hexámero similar al que presentan las helicasas, principalmente de

viras de DNA, de la superfamilia SF3 (Luis Díaz-Martínez y Manuel A. Arroyo-

Mateos, sin publicar) (Figura 49). En la conformación propuesta, similar a la

denominada forma de campana de las helicasas hexaméricas, los dominios amino

y carboxilo terminal de los seis monómeros o subunidades forman dos anillos

separados por la región central (también anular), que constituyen un canal o

cavidad central al que se une el DNA y, en los residuos próximos al mismo, el

ATP. Tanto la región amino como la carboximo terminal conectan con la zona

central a través de una zona más desordenada y flexible que permitiría su

movimiento independiente, adaptándose a la funciones de la estructura (Figura

49), de forma similar a como se ha mostrado para la proteína Rep de PCV2. Según

la disposición de las regiones amino, se han establecido dos conformaciones de la

estructura hexamérica, denominadas “cerrada” o “abierta”; en la conformación

cerrada, las tres regiones de cada monómero están alineadas en el mismo plano,

mientras que en la “abierta” la parte amino terminal se ha desplazado 90º hacia el

exterior del anillo central, quedando la zona central expuesta. Esta estructura es

consistente, como sugieren Ruhel y colaboradores, con funciones independientes

de los dos extremos de la proteína, de modo que el C-terminal lleva a cabo la

actividad helicasa y el N-terminal está involucrado en el inicio y la terminación de

la replicación del DNA viral.
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Figura 50. Modelo de la interacción de Rep con PCNA. A. Modelo hexamérico de Rep
(izquierda) y trímero de PCNA de tomate (derecha). Las lisinas 164 y 254 de PCNA se han destacado
en rojo y verde, respectivamente. El modo de unión propuesto entre Rep y PCNA, a través de su
extremo amino y la cara anterior, respectivamente, se representa en B. Vista frontal. D. Vista
posterior. D. Vista lateral. E. Vista girada.

A partir del hexámero de Rep y la estructura homotrimérica de PCNA se

ha construido un modelo de interacción entre ambas proteínas. Entre las posibles

opciones, se ha propuesto que su unión tiene lugar a través de la región central del

factor viral (aminoácidos 120-180), como mostraron Bagewadi y colaboradores

(2004), y la cara posterior de la abrazadera, quedando la cara frontal disponible

para su interacción con las polimerasas de DNA (Figura 50). Los dominios amino

terminal de los monómeros de Rep se dispondrían como se muestra en el

denominado modelo abierto, quedando expuesta y disponible la región central

para su unión a PCNA. De este modo, Rep podría actuar como una especie de

gancho que dirija a PCNA hacia el DNA viral.

A

B

D

C
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La conjugación de SUMO y la expresión de Rep aceleran la

localización temprana de PCNA en subáreas nucleares

La dinámica subnuclear de AtPCNA1-sGFP presenta tres patrones

diferentes a lo largo del ciclo celular caracterizados por una distribución

homogénea en las fases G1 y G2 y la agrupación en foci durante la etapa de síntesis

del DNA (Yokoyama et al., 2016). Durante la fase S, PCNA de levaduras presenta

una distribución similar, agrupándose en foci que constituyen las factorías de

replicación celular (Essers et al., 2005; Meister et al., 2007).

En este trabajo, se ha observado un patrón de distribución en foci de GFP-

SlPCNA similar al descrito para AtPCNA1-sGFP, lo que sugiere que su

sobreexpresión altera el ciclo celular de la célula diferenciada y promueve su

entrada en fase S (endorreduplicación), un efecto ya descrito en células humanas

(Wang et al., 2018). La sumoilación de PCNA de tomate no es esencial para su

localización y dinámica subnuclear pero parece actuar como promotor de la

misma, ya que, mientras que la mutación de las lisinas 164 y 254 no impidió esta

distribución, la fusión de SUMO al extremo C-terminal aceleró su agrupación

subnuclear en áreas concretas del carioplasma (Figura 33). Esta acción podría

tener lugar a través de la interacción de PCNA-SUMO con proteínas con motivos

SIM que estén acumulándose en estas áreas, consideradas como potenciales

centros de replicación, donde SUMO actúaría promoviendo, a través de su

interacción con motivos SIM, el ensamblaje de complejos proteicos y

compartimentos sin membrana (Martín-Rufo et al., 2022; Yau et al., 2021).

Un escenario similar al descrito para la localización de PCNA-SUMO se

obtuvo al coexpresar PCNA con Rep de begomovirus, que aceleró la distribución

de la proteína de tomate en foci. Si estos foci representaran áreas de replicación

activa, este resultado indicaría que el factor viral actúa favoreciendo la localización

de PCNA en los puntos en los que se está produciendo la copia del DNA. No

obstante, la sugerencia de que tanto la sumoilación de PCNA como la presencia

de Rep favorecen la asociación de la abrazadera en puntos activos de replicación

no es incompatible con nuestro resultado anterior, que muestra que la proteína

viral interfiere con la conjugación de SUMO a esta diana. En este caso, la proteína

viral sería la que conduciría a PCNA a los foci mediante su interacción a otros

factores sumoilados a través de su motivo SIM. Se ha descrito que este motivo

media la unión de Rep a SCE1 y SUMO1, con los que forma un complejo ternario
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en subáreas nucleares (Rep-SCE1-SUMO) (Sánchez-Durán et al., 2011; Tesis de

Francesca Maio, 2019), similar a los formados por SCE1, SUMO y SIZ1 (Mazur

et al., 2019). En este contexto se ha sugerido que Rep podría actuar como ligasa de

SUMO, lo que revela una relación compleja de la proteína viral con la sumoilación

y una capacidad potencial de explotar dicha modificación para manipular múltiples

rutas de la planta (Tesis de Francesca Maio, 2019).

¿Cuáles son las posibles consecuencias biológicas del efecto de Rep

y REn sobre las modificaciones postraduccionales de PCNA?

Rep y REn en la sumoilación de PCNA en la planta durante el

proceso de infección

Los resultados obtenidos muestran que la sobrexpresión de las dos

proteínas de geminivirus implicadas en la replicación, Rep y REn, reduce la

sumoilación de PCNA. Considerando el papel que esta proteína conjugada a

SUMO desempeña en levaduras, donde inhibe los eventos de recombinación al

reclutar a la helicasa Srs2, proponemos que la interferencia observada provoca un

aumento de la frecuencia de HR durante la amplificación del genoma viral.

SRS2 es una proteína conservada en plantas

La helicasa Srs2 de S. cerevisiae actúa como antirecombinasa y como factor

limitante de los entrecruzamientos durante la replicación y la reparación del

DNA: evita los eventos de recombinación en las horquillas de replicación, donde

es reclutada por PCNA sumoilado, y favorece la reparación de las roturas del

dsDNA por la vía SDSA, evitando que se produzcan entrecruzamientos (Niu y

Klein, 2017). En plantas se ha identificado un homólogo de SRS2 en Arabidopsis

(AT4G25120) que presenta actividad helicasa de DNA con polaridad 3’-5’ y es

capaz de procesar las estructuras ramificadas que se forman durante la vía SDSA

(Blanck et al., 2009).

Los datos obtenidos en el análisis in silico confirmaron que los homólogos

de Srs2 de plantas presentan una estructura y características similares a la proteína
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de levaduras, ya que contienen el característico dominio de las helicasas UvrD-like,

incluyendo los motivos implicados en la actividad ATPasa y de unión al DNA, y

también los motivos de unión covalente y no covalente a SUMO (SAS y SIM,

respectivamente) (Figura 37; Figura S2). Aunque no se ha identificado la región

de interacción con Rad51 ni cajas PIP, la detección de interacción entre SlPCNA

y AtSRS2 indica que debe existir un motivo de unión a PCNA en la helicasa de

Arabidopsis. La interacción de SRS2 con Rad51 es uno de los aspectos pendientes

de estudio, que no ha dado tiempo a abordar durante la presente tesis doctoral.

En levaduras, Srs2 se encuentra en el núcleo formando múltiples y

pequeños foci que colocalizan con PCNA sumoilado (Burgess et al., 2009). La

proteína SRS2 de Arabidopsis también se localiza en el núcleo de la célula vegetal,

distribuyéndose homogéneamente entre el nucleoplasma y el nucléolo (Figura 42).

Esta diferencia en la distribución podría deberse a que nuestros ensayos se llevaron

a cabo en células vegetales diferenciadas, principalmente en la fase G0 del ciclo

celular, mientras que la localización de Srs2 se observó en levaduras en fase S

(Burgess et al., 2009).

AtSRS2, al igual que la proteína de levadura, interacciona con PCNA y

SUMO en el núcleo de la célula vegetal, tanto en el carioplasma como en áreas

subnucleares concretas semejantes a cuerpos nucleares (Figura 43). Su unión a

PCNA es independiente de su sumoilación, ya que se mantiene al eliminar las

lisinas sumoilables (K164 y K254), aunque ésta parece favorecer su localización en

cuerpos nucleares, como muestra que la señal emitida por los mismos al

interaccionar AtSRS2 y PCNA-SUMO sea más intensa que cuando se expresan

AtSRS2 y PCNA (Figura 47). Estos cuerpos nucleares son similares a los

formados por AtSRS2 y la forma madura de SUMO (AtSUMO1 y el mutante

AtSUMO1SIM) (Figura 48), cuyo ensamblaje depende de la capacidad

conjugativa del péptido modificador, como ya se observó con PCNA y SUMO.

Estos resultados sugieren que la sumoilación juega un papel clave en la formación

de estas estructuras nucleares, posiblemente a través de la interacción

SUMO/SIM, similar a la formación de complejos como los cuerpos PML (Lascorz

et al., 2021). Recientemente, se ha descrito que la formación de los complejos

SUMO1-SCE1-SIZ1 de Arabidopsis y su agregación en cuerpos nucleares depende

estrictamente de la actividad y capacidad conjugativa de SCE y SUMO,

respectivamente, actuando estos como centros de sumoilación activa (Mazur et al.,
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2019). De este modo, en estas áreas podría encontrarse una fracción de AtSRS2-

SUMO, pero también la forma no conjugada de la proteína, que sería reclutada

por otros factores sumoilados a través de su motivo SIM.

Srs2 de S. cerevisiae se mono y polisumoila, tanto in vivo como in vitro, en tres

lisinas situadas en el extremo C-terminal de la proteína (1081, 1089 y 1142)

(Kolesar et al., 2016; Saponaro et al., 2010). Esta modificación, inducida por daño,

depende del motivo SIM de la helicasa, que interacciona con el péptido SUMO

cargado a Ubc9 (SCE) (Kolesar et al., 2012; Kolesar et al., 2016; Saponaro et al.,

2010). El ensayo de sumoilación de AtSRS2 con el sistema deArabidopsis confirmó

que la helicasa de DNA de plantas también se modifica por AtSUMO1 y

AtSUMO2, mientras que AtSUMO3 se conjuga con una eficiencia mucho menor

(Figura 41). Aunque no se ha podido confirmar la sumoilación de esta proteína

en la planta, su interacción por BiFC con: (1) AtSUMO1, (2) la enzima conjugadora

(AtSCE1) y (3) la ligasa de SUMO (AtSIZ1), apoyan su sumoilación en la célula

vegetal.

En levaduras, Srs2 interacciona con un amplio número de proteínas

implicadas en el metabolismo del DNA (PCNA, Rad51, Rad52, Rad59, Mre11,

entre otras), muchas de las cuales son sumoiladas. En la determinación de ese

interactoma participan motivos específicos y el sitio SIM presente en la helicasa,

pero también su sumoilación, ya que esta modificación compite por la

disponibilidad del SIM (Kolesar et al., 2012). Un ejemplo bien estudiado es PCNA;

la sumoilación de esta proteína refuerza su unión a Srs2 a través de los motivos

PIM y SIM situados en su extremo carboxilo, al mismo tiempo que reduce la

conjugación de SUMO a la helicasa. No obstante, la sumoilación de Srs2 limita su

interacción con PCNA-SUMO, lo que muestra la existencia de un mecanismo de

regulación establecido por competencia por el sitio SIM (entre PCNA-SUMO y

Ubc9-SUMO) (Kolesar et al., 2012; Kolesar et al., 2016). De este modo, se ha

propuesto que el motivo SIM de Srs2 regula su función en la recombinación

homóloga, actuando como inhibidor al mediar su unión a PCNA-SUMO y como

promotor al favorecer su sumoilación y/o, como se ha sugerido, la formación de

complejos recombinogénicos (Kolesar et al., 2016). Además del estudiado papel de

Srs2 como factor antirecombinogénico, a lo largo de los años se han acumulado

pruebas que muestran que esta helicasa también puede cumplir una función pro-

recombinogénica en algunas situaciones (Friedl et al., 2001; Vaze et al., 2008). Srs2
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también promueve la reparación del dsDNA a través de la vía de reparación SDSA

(Ira et al., 2003), pero los estudios más recientes sugieren que esta actividad está

favorecida por PCNA-SUMO (Liu et al., 2017). Teniendo todo lo anterior en

cuenta, la unión directa de AtSRS2 a SUMO y PCNA y, por tanto, la existencia de

potenciales motivos SIM y PIM, permite inferir que la sumoilación y el motivo

SIM juegan un papel similar al descrito para Srs2 de levadura en la regulación del

interactoma de la helicasa en la planta y, consecuentemente, en su papel en la

célula.

Hipótesis

Los datos obtenidos con AtSRS2 en este trabajo, junto con la detección de

su actividad helicasa (Blanck et al., 2009), indican que el genoma de plantas codifica

una proteína homóloga a Srs2 de levaduras que podría desempeñar algunas de las

actividades descritas asociadas a PCNA y SUMO, como participar en la replicación

y reparación del DNA evitando los eventos de recombinación inapropiados.

En los geminivirus, la recombinación homóloga es un fenómeno mucho

más frecuente que el esperado al considerar que emplean la maquinaria de la planta

para su replicación y que la frecuencia de HR en el genoma de la planta es muy

inferior (García-Andrés et al., 2007; Lefeuvre y Moriones, 2015; Malathi et al., 2017;

Richter et al., 2014). Se ha visto que la presencia de estos virus induce la expresión

de factores involucrados en este mecanismo (Ascencio-Ibáñez et al., 2008; Jeske et

al., 2001) y, a partir de experimentos de desarrollo de replicones, se ha sugerido

que la proteína Rep genera aumento de la frecuencia de HR en la planta (Bates et

al., 2014). Aunque se desconocen cuáles son los mecanismos de HR asociados a

los virus de ssDNA, es muy probable que estén fuertemente influenciados por la

forma en la que estos patógenos se replican. Así, uno de los mecanismos de

amplificación del genoma viral es la replicación dependiente de recombinación

(RDR), en la que participan proteínas del huésped. Una de ellas, RAD51D,

parálogo de RAD51, promueve la amplificación del begomovirus bipartito

Euphorbia yellow mosaic virus en las primeras etapas de la infección y es necesario para

la recombinación intra e intermolecular del genoma viral (Richter et al., 2016b).

Tras los resultados obtenidos en este trabajo, proponemos que la unión de

Rep y REn con PCNA interferiría con su sumoilación, evitando el reclutamiento
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de la helicasa SRS2 al replisoma viral. Según el modelo propuesto, la unión de Rep

en su forma hexamérica con la cara posterior del trímero de PCNA impediría que

la enzima SCE1 conjugase SUMO a las lisinas aceptoras 164 y 254, quedando éstas,

no obstante, disponibles para su ubiquitinación. Esta interferencia no afectaría a la

actividad de PCNA como factor de procesividad de la polimerasa, que

permanecería unida a su cara frontal para la síntesis del DNA, sino que reduciría

su interacción con SRS2 y, de este modo, su presencia en la horquilla de

replicación. De este modo, al producirse una lesión en una cadena de DNA y

detenerse la replicación, se podría unir la nucleoproteína Rad51 al ssDNA, o bien

llevarse a cabo la extensión del extremo 3’ de la cadena invasora, lo que conduciría

a su reparación por recombinación homóloga. Ello conllevaría un aumento de la

tasa de recombinación homóloga durante la copia del genoma del virus y la planta.

Adicionalmente, dado que se ha descrito que Srs2 promueve la vía SDSA

en presencia de PCNA sumoilado (Liu et al., 2017), se ha propuesto que, en caso

de rotura del dsDNA viral, la disminución de la conjugación de SUMO a la

abrazadera y, consecuentemente, el reclutamiento de SRS2, podría favorecer su

reparación por otra vía que conduzca a entrecruzamientos. Todo ello daría lugar a

un aumento de la recombinación homóloga intra e intermolecular,

respectivamente, siendo este último importante entre genomas de diferentes

especies de geminivirus. Una mayor actividad de la HR, además, podría suponer

una mayor eficiencia en la replicación del DNA del patógeno, al constituir éste uno

de los principales mecanismos involucrados en la copia del genoma viral (a través

de la vía RDR).

Consecuencias biológicas de la no interferencia de Rep sobre la

ubiquitinación de PCNA en la planta

Considerando los papeles atribuidos a PCNA ubiquitinado relacionados

con su función como factor de procesividad para polimerasas de alta y baja

fidelidad y de regulador de las vías de reparación del daño en el DNA, se podría

sugerir que la no interferencia de Rep con la monoubiquitinación de esta proteína

podría contribuir al aumento de la eficiencia y una disminución de la fidelidad de

la replicación del DNA viral.
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Por una parte, PCNA monoubiquitinado podría favorecer la replicación del

genoma viral per se. En S. pombe, se ha descrito que PCNA-Ub es necesario para la

correcta progresión de la horquilla de replicación, de modo que su ausencia da

lugar a un avance más lento y al aumento de huecos en el DNA (Daigaku et al.,

2017). En células humanas, se ha comprobado que esta forma modificada es

fundamental para la replicación del DNA y la estabilidad del genoma (Leung et al.,

2019), y que protege a las horquillas estancadas de la degradación (Thakar et al.,

2020). En X. laevis, se ha propuesto que PCNA ubiquitinado actúa como un

“acelerador molecular” que regula la velocidad del movimiento de la replicación

durante la fase S (Leach y Michael, 2005). Teniendo todo ello en cuenta, sugerimos

que, en el contexto de una infección por geminivirus, la presencia de PCNA

ubiquitinado podría favorecer la progresión e integridad de las horquillas de

replicación durante la copia del DNA viral y, consecuentemente, acelerar la

replicación.

Por otra parte, la monoubiquitinación de PCNA, que media el acoplamiento

de las polimerasas de translesión a la horquilla de replicación al producirse una

lesión en el DNA, podría favorecer la reparación por la vía TLS del daño originado

en el genoma viral durante su copia. Uno de los modelos existentes para el

intercambio de polimerasas propone que PCNA se une simultáneamente a las

polimerasas de alta y baja fidelidad, a estas últimas a través del péptido ubiquitina

(modelo “cinturón portaherramientas” o PCNA toolbelt) (Leung et al., 2019; Stodola

y Burgers, 2016), de modo que se produce la permuta sincrónica entre ambas

enzimas al bloquearse la horquilla de replicación y, de este modo, una rápida

derivación del daño sin afectar al ensamblaje ni a la procesividad del complejo Polδ

(Hedglin et al., 2016). Si Rep, al interferir con la sumoilación de PCNA, promoviese

indirectamente su ubiquitinación, se podría ver favorecida la reparación de los

daños producidos durante la copia del DNA viral a través de la vía TLS. El uso

preferente de polimerasas de translesión, que carecen de actividad correctora,

conllevaría un aumento en el número de errores durante la replicación del DNA

y, además, que ésta se llevase a cabo más rápidamente, ya que sería más fácil

completar la reparación si se tolera un cierto nivel de error. De este modo, la

elevada tasa de mutación que presentan los geminivirus se podría atribuir, al menos

parcialmente, al resultado de la selección de la reparación por la vía TLS de los

errores cometidos durante la copia del genoma viral.
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Impacto de Rep en en el funcionamiento de PCNA como plataforma

para regular el metabolismo del DNA

Los datos obtenidos muestran que las proteínas virales Rep y REn modulan

el estado de modificación postraduccional de PCNA, probablemente para

controlar su función y crear un entorno celular adecuado para la replicación viral.

Dado que las diferentes formas modificadas de la proteína del hospedador son

necesarias tanto para la replicación eficiente como para la correcta reparación del

daño en el DNA, proponemos que las proteínas virales alteran específicamente la

conjugación de SUMO y no de la ubiquitina, en lugar de eliminar el papel

regulatorio de una u otra modificación. De este modo, en el replisoma viral, la

interacción de Rep y REn con PCNA interferiría con la capacidad de SCE para

conjugar SUMO a la diana sin impedir la unión covalente de ubiquitina a la misma

lisina aceptora. Es posible, además, que al impedir la sumoilación de PCNA se vea

favorecida su ubiquitinación, ya que las lisinas quedarían disponibles para esta

modificación. Como consecuencia, sugerimos que:

1. la no interferencia en la ubiquitinación de PCNA favorece la progresión

adecuada y eficiente de la horquilla de replicación viral, la localización de

polimerasas TLS en el replisoma viral y su participación en la reparación

del daño en el DNA, y

2. la interferencia con la sumoilación de PCNA reduce la localización de

SRS2 en el replisoma viral, lo que conduce al aumento del nivel de

recombinación homóloga en el genoma de los geminivirus.
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1. As previously described in other eukaryotic organisms, the sumoylation and
ubiquitination of PCNA at lysine 164 indicate that both modifications are

conserved in the plant protein.

2. The geminiviral Rep factor could reduce the SUMO conjugation of PCNA
at two acceptor lysines through binding to this protein. This interaction

would take place between the core region of Rep and the back side of

PCNA.

3. The reduction of sumoylated PCNA produced by the geminiviral proteins
involved in viral replication, Rep and REn, could contribute to an increase

in viral homologous recombination rate by preventing the recruitment of

the DNA helicase SRS2.

4. The non-interference of Rep in PCNA ubiquitination indicates that this
viral protein does not prevent the access of the post-translational

modification machinery to the lysine 164. It is possible that PCNA

ubiquitinated results in a higher replication efficiency and an increase in the

number of failures during replication, thus, favouring viral mutation rate.

5. Plant SRS2 is a DNA helicase that maintains the structure and functional
domains of the homologue protein in S. cerevisiae.

6. The interaction of Arabidopsis SRS2 with PCNA and SUMO and its

sumoylation suggest that this protein retains the functions associated with

sumoylated PCNA described for S. cerevisiae homologue: to prevent

unwanted homologous recombination events at the replication fork and to

favour the repair of double-stranded DNA breaks through the SDSA

pathway.

7. Rep co-expression and its sumoylation promote the nuclear localization of
PCNA in discrete nuclear areas that may correspond to replication foci.
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8. SUMO conjugation activity promotes PCNA and AtSRS2 relocalization to
nuclear bodies that could constitute sumoylation areas.
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INTRODUCCIÓN

Definiendo el sumoiloma de Arabidopsis

Para conocer la profundidad y la amplitud de los procesos celulares que se

encuentran regulados por la sumoilación resulta imperativo definir el conjunto de

proteínas modificadas por SUMO (Elrouby, 2015; Hendriks y Vertegaal, 2016;

Augustine y Vertegaal, 2018). En plantas, la primera identificación de dianas de

SUMO se llevó cabo principalmente mediante la selección de genes candidatos a

partir de datos fenotípicos y bibliográficos y su validación en ensayos en bacterias

o in vitro, identificándose un número limitado de proteínas sumoiladas (Castro et

al., 2012). Posteriormente, la obtención y el estudio de mutantes de los

componentes de la ruta de modificación y el desarrollo de técnicas de purificación

de proteínas en tándem y de detección masiva por espectrometría de masas ha

permitido un abordaje más profundo de la sumoilación, aumentando el número

de sustratos identificados y la comprensión de la dinámica del proceso (Augustine

y Vierstra, 2018; Elrouby, 2015).

Estudios proteómicos para determinar el sumoiloma de Arabidosis

En Arabidopsis se han desarrollado varias estrategias para el estudio del

sumoiloma, siendo la más informativa la que combina: (1) el uso de líneas

transgénicas mutantes para SUMO1 y SUMO2 (sum1-1 sum2-1) complementadas

funcionalmente con una versión de SUMO1 diseñada para su purificación por

cromatografía de afinidad y para facilitar la detección de los sitios de unión a

SUMO por espectrometría de masas (HisSUMOH89R) (Figura A1), (2) el empleo

de estrictos protocolos de purificación y (3) la aplicación de estrés térmico (Tabla

A1). Esta aproximación, junto al desarrollo de técnicas cada vez más sensibles de

espectrometría de masas en tándem (MS/MS), ha permitido incrementar el

número de dianas de SUMO a más de un millar (Figura A2) y ampliar el alcance

de esta modificación a casi todos los procesos celulares (Anexo).

En los siete estudios proteómicos llevados a cabo hasta la fecha para definir

el sumoiloma de Arabidopsis se ha identificado un total de 1324 dianas, en

condiciones ambientales y de estrés abiótico (principalmente térmico) y biótico
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(respuesta de defensa frente a P. syringae), lo que sitúa a esta modificación

postraduccional al mismo nivel que otras importantes como la fosforilación, la

ubiquitinación y la acetilación (Tabla A1; Anexo). Según la base de datos de Gene

Ontology (GO), 966 (73,63%) de las proteínas detectadas se encuentran en el núcleo

(Figura A3, Anexo), lo que concuerda con la mayor localización de las dianas de

SUMO en este compartimento celular (Saracco et al., 2007). También se han

detectado sustratos presentes en el citoplasma (25,38%) y el cloroplasto (18,37%),

y, en menor número, en casi todos los compartimentos celulares (Anexo).

Figura A1. Versión optimizada de SUMO1 de Arabidopsis para su purificación y detección
por espectrometría de masas. A. Esquema del transgén 6xHis-SUM1 H89R. Fragmento genómico
de SUM1. Las líneas indican los intrones, las cajas grises y la roja representan las regiones codificantes
y la etiqueta de histidina, respectivamente, y la secuencia muestra los últimos aminoácidos del C-
terminal. B. Diagramas de las huellas de tripsina generadas por las proteínas modificadas con SUMO1
silvestre o SUMO1H89R. La sustitución de la histidina 89 (naranja), cercana a la diGly del C-terminal,
por una arginina permite acortar la huella peptídica de SUMO tras la digestión con tripsina (la tijera
indica el sitio de corte de la enzima), al tiempo que se distingue de las huellas producidas por la
ubiquitina y otros péptidos modificadores similares a ubiquitina. Modificado de Miller et al., 2010.

El listado de dianas sumoiladas se clasificó en cerca de 50 subconjuntos GO

(GO Slim) referentes a procesos biológicos, entre los que destacan actividades

nucleares relacionadas con la regulación de la expresión génica como la metilación

del DNA, la modificación postraduccional de histonas y la remodelación de la

cromatina, la reparación del DNA, la transcripción, el metabolismo del RNA

(incluyendo la regulación del splicing y el procesamiento del mRNA), la traducción

y el silenciamiento génico, así como el crecimiento, el desarrollo de la planta y la

respuesta frente a estreses abióticos y bióticos (Figura A3, Anexo). Acorde con

estos procesos, las principales funciones moleculares en las que se clasificaron las

dianas de SUMO fueron la unión a DNA, RNA y proteínas, la actividad como

factor de transcripción y la actividad catalítica (Figura A3, Anexo). Además,

pSUM1

H89R -RQTGG-

A B

Diana Diana

23 aa
4 aa

SUMO1 silvestre SUMO1 H89R
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SUMO también se conjuga a numerosas dianas que participan en diversos

procesos metabólicos, de biosíntesis y en la señalización celular, entre otros

muchos llevados a cabo en el citoplasma y distintos orgánulos (Anexo). La

categorización funcional de los sustratos sumoilados indica que esta modificación

postraduccional está involucrada en prácticamente todos los procesos celulares y

metabólicos de la planta (Ghimire et al., 2020). El análisis del listado completo de

proteínas sumoiladas con STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting

Genes/Proteins) para visualizar la interconectividad funcional (dato no incluido)

mostró un número de interacciones significativamente mayor de las esperadas, lo

que indica que todas las proteínas identificadas están, al menos parcialmente,

conectadas biológicamente como grupo.

Figura A2. Comparación del número total de conjugados de SUMO1 detectados por
espectrometría de masas con la línea sum1-1 sum2-1 6xHis-SUM1 H89R en varios estudios
proteómicos. En la leyenda se indica, entre paréntesis, el número total de conjugados de SUMO1
detectados en cada análisis.

Los factores de transcripción (transcription factors, TFs) son las dianas más

frecuentes de la sumoilación, que actúa modulando su unión al DNA, su

localización, abundancia y asociación con la cromatina (Han et al., 2021; Roy y

Sadanandom, 2021). En el conjunto total de datos de proteómica de Arabidopsis se

han identificado múltiples representantes de las familias de TFs WRKY,Heat shock

factor (HSF), Homeodomain, ANACONDA, NAC y los miembros de la familia

Groucho/Tup1 de correpresores transcripcionales TOPLESS/TOPLESS-Related

(TPL/TPR) y LEUNIG, siendo los TPL una de las dianas más frecuentemente

detectadas (Tabla A2, Anexo). Estos factores están implicadas en la respuesta a

estreses abióticos (ICE1 ABI5, PHR1, HSFB2b y HSFC1, entre otros), la

señalización hormonal (ARF2, ABF3 y JAZ3, -4 y -6) y la respuesta de defensa

(EML1, -2, -3) y el desarrollo de la planta (TPL y TPR2).

Miller et al., 2010 (357)
Miller et al., 2013 (172)

Rytz et al., 2018 (1058)
Ingole et al., 2020 (261)



A
pé
nd
ic
e:
In
tr
od
uc
ci
ón

19
4

T
ab
la
A
1.
R
es
u
m
en
d
e
lo
s
es
tu
di
os
pr
ot
eó
m
ic
os
lle
va
d
os
a
ca
b
o
p
ar
a
id
en
ti
fi
ca
r
lo
s
co
m
p
on
en
te
s
d
el
su
m
oi
lo
m
a
d
e
A
ra
bi
do
ps
is
.

L
ín
ea
d
e
A
ra
bi
do
ps
is

G
en
ot
ip
o

T
ra
ns
gé
n

M
et
od
ol
og
ía

C
on
di
ci
on
es
de
cr
ec
im
ie
nt
o.

P
ro
to
co
lo
de
pu
ri
fic
ac
ió
n.

E
sp
ec
tr
óm
et
ro
de
m
as
as
(L
C
-M
S/
M
S)

N
º

d
ia
n
as

id
en
ti
fi
ca
d
as

P
ro
ce
so
s
in
vo
lu
cr
ad
os

R
ef
er
en
ci
a

Si
lv
es
tr
e

p
G
10
-9
0:
:t
ag
3-
SU
M
1

Q
90
A

p
G
10
-9
0:
:t
ag
3-
SU
M
3

p
G
10
-9
0:
:t
ag
3-
SU
M
5

P
la
nt
as
de
45
dí
as
de
ed
ad
.E
xp
re
si
ón
de
SU
M
O
in
du
ci
da

po
r
pu
lv
er
iz
ac
ió
n
de
5
m
M
de

β
-e
st
ra
di
ol
.

C
ro
m
at
og
ra
fí
a
de
af
in
id
ad
en
re
si
na
N
i-N
T
A
en

co
nd
ic
io
ne
s
de
sn
at
ur
al
iz
an
te
s

Q
-T
O
F
II
eq
ui
pa
do
co
n
un
a
fu
en
te
de
pu
lv
er
iz
ac
ió
n
Z

14
P
ro
te
ín
as
re
la
ci
on
ad
as
co
n
la
tr
an
sc
ri
pc
ió
n,

la
m
od
ifi
ca
ci
ón
de
la
cr
om
at
in
a,
el

m
et
ab
ol
is
m
o
de
lR
N
A
y
la
tr
ad
uc
ci
ón
.

B
ud
hi
ra
ja
et

al
.,
20
09

su
m
1-
1/
su
m
2-
1

p
SU
M
1:
:H
is
:S
U
M
1

H
89
R

P
lá
nt
ul
as
de
7
dí
as
de
ed
ad
.S
om
et
id
as
a
es
tr
és
té
rm
ic
o
(3
0

m
in
a
37
ºC
)u
ox
id
at
iv
o
(e
xp
os
ic
ió
n
a
50
m
M
H
2O

2

du
ra
nt
e
4
h)

P
ur
ifi
ca
ci
ón
po
r
af
in
id
ad
en
3
pa
so
s:
N
i-N
T
A
,a
nt
iS
U
M
O

y
N
i-N
T
A
en
co
nd
ic
io
ne
s
de
sn
at
ur
al
iz
an
te
s

L
T
Q
-O
rb
itr
ap
ac
op
la
do
a
un
H
P
L
C
A
gi
le
nt
11
00

N
an
of
lo
w

35
7

F
ac
to
re
s
de
tr
an
sc
ri
pc
ió
n,
co
m
po
ne
nt
es

de
lm
et
ab
ol
is
m
o
de
lR
N
A
,p
ro
te
ín
as
de

un
ió
n/
re
m
od
el
ac
ió
n
de
la
cr
om
at
in
a,
de

re
pa
ra
ci
ón
de
lD
N
A
y
re
gu
la
do
re
s
de
l

ci
cl
o
ce
lu
la
r

M
ill
er
et
al
.,

20
10

Si
lv
es
tr
e

p
35
S:
:H
F
A
tS
U
M
O
1

P
lá
nt
ul
as
de
10
dí
as
de
ed
ad
.S
om
et
id
as
a
ch
oq
ue
té
rm
ic
o

(3
0
m
in
a
39
ºC
)

C
ro
m
at
og
ra
fí
a
de
af
in
id
ad
en
re
si
na
N
i-N
T
A
se
gu
id
a
de

el
ec
tr
of
or
es
is
bi
di
m
en
si
on
al
en
ge
ld
e
po
lia
cr
ila
m
id
a
(2
-

D
E
)

E
sp
ec
tr
óm
et
ro
de
m
as
as
V
oy
ag
er
-D
E
ST
R
M
A
L
D
I-
T
O
F

27
P
ro
te
ín
as
re
la
ci
on
ad
as
co
n
el
m
et
ab
ol
is
m
o

de
lD
N
A
y
el
R
N
A
,l
as
ví
as
de

se
ña
liz
ac
ió
n
y
el
m
et
ab
ol
is
m
o
ge
ne
ra
l

P
ar
k
et
al
.,

20
11

Si
lv
es
tr
e

H
A
3-
SU
M
1o
x

P
lá
nt
ul
as
de
7
dí
as
de
ed
ad
.S
om
et
id
as
a
ch
oq
ue
té
rm
ic
o

(3
0
m
in
a
42
ºC
).

E
xt
ra
cc
ió
n
de
pr
ot
eí
na
s
en
co
nd
ic
io
ne
s
de
sn
at
ur
al
iz
an
te
s,

an
ál
is
is
po
r
cr
om
at
og
ra
fç
ia
liq
uí
da
2D

e
in
m
un
ot
ra
ns
fe
re
nc
ia
(2
D
-L
C
-I
B
)

16
F
ac
to
re
s
de
tr
an
sc
ri
pc
ió
n,
fa
ct
or

in
vo
lu
cr
ad
o
en
la
fl
or
ac
ió
n,
ch
ap
er
on
a,

pr
ot
eí
na
cl
or
op
la
st
íd
ic
a,
en
zi
m
as

in
vo
lu
cr
ad
as
en
di
fe
re
nt
es
pr
oc
es
os

m
et
ab
ól
ic
os

L
óp
ez
-

T
or
re
jó
n
et

al
.,
20
13



A
pé
nd
ic
e:
In
tr
od
uc
ci
ón 19
5

A
na
liz
ad
or
47
00
M
A
L
D
I-
T
O
F
/T
O
F

su
m
1-
1/
su
m
2-
1

p
SU
M
1:
:H
is
:S
U
M
1

H
89
R

P
lá
nt
ul
as
de
7
dí
as
de
ed
ad
.S
om
et
id
as
a
ch
oq
ue
té
rm
ic
o

(3
0
m
in
a
37
°C
),
es
tr
és
ox
id
at
iv
o
(5
0
m
M
H
2O

2
du
ra
nt
e
2

h)
o
et
an
ol
(1
0%

et
an
ol
du
ra
nt
e
2
h)

P
ur
ifi
ca
ci
ón
de
3
pa
so
s
(M
ill
er
et
al
.,
20
10
)y
et
iq
ue
ta
do

iT
R
A
Q

C
ro
m
at
og
ra
fía
líq
ui
da
en
fa
se
in
ve
rs
a
(L
C
)s
eg
ui
da
de

io
ni
za
ci
ón
po
r
el
ec
tr
os
pr
ay
(E
SI
).
L
T
Q
O
rb
itr
ap
V
el
os

17
2

P
ro
te
ín
as
im
pl
ic
ad
as
en
el
pr
oc
es
am
ie
nt
o,

es
ta
bi
lid
ad
y
ex
po
rt
ac
ió
n
de
lR
N
A
,

re
gu
la
do
re
s
de
la
s
m
od
ifi
ca
ci
on
es
de
l

D
N
A
di
ri
gi
da
s
po
r
R
N
A
y
la

co
nd
en
sa
ci
ón
de
la
he
te
ro
cr
om
at
in
a,

fa
ct
or
es
de
tr
an
sc
ri
pc
ió
n
qu
e
re
gu
la
n
la

re
sp
ue
st
a
a
es
tr
és
té
rm
ic
o,
su
bu
ni
da
de
s
de
l

co
m
pl
ej
o
de
lp
or
o
nu
cl
ea
r

M
ill
er
et
al
.,

20
13

su
m
1-
1/
su
m
2-
1

p
SU
M
1:
:H
is
:S
U
M
1

H
89
R

si
z1
-2

su
m
1-
1 /
su
m
2-
1

p
SU
M
1:
:H
is
:S
U
M
1

H
89
R

m
m
s2
1-
1

su
m
1-
1/
su
m
2-
1

p
SU
M
1:
:H
is
:S
U
M
1

H
89
R

P
lá
nt
ul
as
de
8
dí
as
de
ed
ad
.S
om
et
id
as
a
es
tr
és
té
rm
ic
o
(3
0

m
in
a
37
°C
),
ox
id
at
iv
o
(5
0
m
M
H
2O

2)
o
et
an
ol
(1
0%
)

P
ur
ifi
ca
ci
ón
de
3
pa
so
s
(M
ill
er
et
al
.,
20
10
)e
n
co
nd
ic
io
ne
s

de
sn
at
ur
al
iz
an
te
s

L
T
Q
O
rb
itr
ap
V
el
os
o
Q
E
xa
ct
iv
e
P
lu
s
en
el
m
od
o
de

io
ni
za
ci
ón
po
r
el
ec
tr
os
pr
ay
(E
SI
5 )

10
58

(1
05
as
ig
na
do
s

a
SI
Z
1,
0
a

M
M
S1
-1
)

F
ac
to
re
s
de
tr
an
sc
ri
pc
ió
n,

co
ac
tiv
ad
or
es
/r
ep
re
so
re
s
y
m
od
ifi
ca
do
re
s

de
cr
om
at
in
a
co
ne
ct
ad
os
a
la
de
fe
ns
a
de
l

es
tr
és
ab
ió
tic
o
y
bi
ót
ic
o.

R
yt
z
et
al
.,

20
18

su
m
1-
1/
su
m
2-
1

p
SU
M
1:
:H
is
:S
U
M
1

H
89
R

su
m
1-
1/
su
m
2-
1/
sr
fr
1-
4

p
SU
M
1:
:H
is
:S
U
M
1

H
89
R

P
la
nt
as
de
3
se
m
an
as
de
ed
ad
.I
nf
ec
ci
ón
co
n
Ps
eu
do
m
on
as

sy
rin
ga
ep
v
to
m
at
o
(P
stD
C
30
00
)

P
ur
ifi
ca
ci
ón
de
3
pa
so
s
(M
ill
er
et
al
.,
20
10
)

T
ri
pl
eT
O
F
56
00

26
1

R
es
pu
es
ta
de
de
fe
ns
a
ge
ne
ra
ly
an
ti-

ba
ct
er
ia
na
(r
eg
ul
ac
ió
n
H
R
y
R
O
S)
,a
es
tr
és
,

a
ho
rm
on
as
,r
eg
ul
ac
ió
n
de
la
tr
an
sc
ri
pc
ió
n

(p
ro
te
ín
as
re
la
ci
on
ad
as
co
n
la
ar
qu
ite
ct
ur
a

de
la
cr
om
at
in
a)
,d
e
la
ex
pr
es
ió
n
gé
ni
ca
,

de
lm
et
ab
ol
is
m
o
de
lR
N
A
,p
ro
ce
so
s

ce
lu
la
re
s
y
m
et
ab
ól
ic
os

In
go
le
et
al
.,

20
20



Apéndice: Introducción

196

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Proceso biológico desconocido
Tropismo
Transporte
Traducción

Transducción de la señal
Proceso metabólico secundario

Respuesta a estrés
Respuesta a estímulos luminosos
Respuesta a estímulos externos

Respuesta a estímulos endógenos
Respuesta a sustancias químicas
Respuesta a estímulos bióticos
Respuesta a estímulos abióticos

Reproducción
Regulación de la función molecular

Regulación de la expresión génica, epigenética
Proceso metabólico de proteínas

Desarrollo post-embrionario
Polinización
Fotosíntesis

Otros procesos metabólicos
otros procesos celulares

Otros procesos biológicos
Proceso metabólico de compuestos que contienen nucleobases

Desarrollo multicelular del organismo
Proceso metabólico de lípidos

Crecimiento
Generación de metabolitos precursores y energía

Maduración del fruto
Desarrollo de la flor

Desarrollo del embrión
Proceso metabólico del DNA

Ritmo circadiano
Homeostasis celular

Organización de los componentes celulares
Señalización célula-célula

Crecimiento celular
Diferenciación celular

Muerte celular
Ciclo celular

Comunicación celular
Proceso catabólico

Proceso metabólico de los carbohidratos
Proceso de biosíntesis

Desarrollo de la estructura anatómica
Abscisión

GO Proceso biológico

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Vacuola
Componentes celulares desconocidos

Tilacoide
Ribosoma
Plastidio

Membrana plasmática
Peroxisoma

Otras membranas
Otros componentes intracelulares

Otros componentes celulares
Núcleo

Nucleoplasma
Nucléolo

Envoltura nuclear
Mitocondria
Lisosoma

Aparato de Golgi
Región extracelular

Estructura encapsuladora externa
Endosoma

Retículo endoplásmico
Citosol

Citoesqueleto
Citoplasma
Cloroplasto
Pared celular

GOComponente celular



Apéndice: Introducción

197

Figura A3. Histograma de las categorías principales de la ontología de genes (GO) asociadas
a la función molecular, los procesos biológicos y los componentes celulares de los genes que
codifican las proteínas identificadas como dianas de SUMO en los distintos estudios
proteómicos. El eje x indica las diferentes subcategorías, y el eje y denota el porcentaje de genes.

El análisis de la lista de proteínas sumoiladas de Arabidopsis también ha

permitido identificar diversas proteínas implicadas en la regulación del epigenoma,

siendo especialmente relevantes la histona H2B, las enzimas modificadoras de

histonas GCN5, HAC1 y MAM1/HAG4 (acetiltransferasas), HDA19/HD1

(desacetilasa) y UBP26 (desubiquitinadora), y del DNA CMT3 y MET3

(metiltransferasas), miembros del complejo de remodelación de la cromatina

SWI/SNF (SWi3C y PICKLE), así como enzimas implicadas en la metilación del

DNA dirigida por RNA (SUVH2, SUVH9 y KTF1), factores encargados del

mantenimiento y la reparación del DNA (KU80, LIG1, DRT111 y RPA1, entre

otros) y un gran número de proteínas implicadas en el metabolismo del RNA

(Tabla A2). En este último grupo destaca el factor nuclear de unión al RNA

UBA2A (UBP1-associated protein 2A) como la diana identificada en un mayor

número de estudios proteómicos, una proteína que reconoce secuencias ricas en

U en los 3'-UTRs de las plantas y contribuye a la estabilización de los mRNAs en

el núcleo. En conjunto, la detección de estas dianas indica que la adición de SUMO

actúa alterando la accesibilidad e integridad del genoma de la planta.
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Tabla A2. Proteínas sumoiladas destacadas en estudios proteómicos en Arabidopsis.

Grupo funcional Sustrato de SUMO

Sistema de sumoilación SUM1, -2, SAE2, SCE1, SIZ1, ESD4

Sistema de ubiquitinación,
proteosoma

UBQ8, -9, -12, -13, UBP5, -23, -26
RPN10, RPN12A, UFD1

Transcripción

Inicio de la transcripción IWS1, RAP74, TFIIA, -B, -E, TFIIS

Factores de transcripción

ANACONDA ANAC050, -51, ANAC080/ATAF2

bHLH bHLH3, -7, -22, -25, -48, -49, -60, -62, -64, BEE2, BIM1, ICE1,
MYC2, PIF4, UNE12

Global GTA2, GTB1, GTE1, -2, -3, -4, -5, -7, -8, GTL1, IMB1, SPT16

Homeodominio BEL1, BEL10, KNAT3, -4, -5, HB6, ANL2

HSF HSFA1D, -2, HSFB2B

MYB CDC5, PHR1, MYB3R-1, 3R-3, -4, -50, -55, -70, -73, -77

NAC NAC50, -52

WRKY WRKY1, -2, -3, -4, -6, -7, -11, -20, -21, -23, -33, -39, -65

TOPLESS TPL1, TPR1, -2, -3, -4

(Co)supresores FLC, LEUNIG, LUG, LUH, RGA, SEU, SLK1

Complejo mediador MED4, -10, -10A, -15, -19A, -26, -28

Modificación DNA/cromatina

Histonas HTA6, -7, HTB2, -4, -9

Remodelación de la cromatina CHR4, -5, -8, -11, -17, PICKLE

(De)Acetilasas ADA2A, -2B, GCN5, HAC1, -5, -12, HD1, -2B, -A3, SNL1-5

(De)Metilasas CMT3, EFS, IBM1, KTF, MET1, SDG29, SUVR1, -2, -5,
SUVH2, -6, -9

RdDM/TGS DRD1, DRM3, IDN2, IDP1, -2, JMJ14, KTF1, MOM1,
MORC1, -6, NERD, SUVH2, -9, SUVR2, UPB26

Complejo SWI/SNF GIF, ARP4, BCL7B, BRD1, BRM, CHC1, CHR11, -12, Dentin
SPP-related, G2481-1, GLTSCR, LUH, PICKLE, PKL, PKR1,
SWI3A, -B, -C, -D, SWP73B, SYD

Reparación/mantenimiento
del DNA

ATXRCC1, BARD1, DRT111, KU80, LIG1, MRE11, RAD4,
NSE4, RPA1, SMC5, TOP1A, -1B

RNA

Proteínas de unión a RNA ATRZ-1B, DRH1, HYL1, LA1, MOS2, PRH75, RBP47C,
RCF3, RH20, ROS3, RRC1, RRP6L1, RS31, -41, SDN3,
UAP56A, UBA2A

Factores de splicing ATU2AF35A, -65A, EMB1220, NOP56, PRP40B, RS40,
SMP1, -2, SR34, -34A, STA1, AU1-70K

Ribosomas RPL5B, -7B, -7C, -7D, -9B, -11B, -12A, -14B, -17A, -30C,
RPS3aA, -3B, -3C, -4B, -5B, -6A, -7A, -7C, -8A, -9B

Complejo del poro nuclear IMP-6, IMPA1, WIP
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Reguladores del ciclo
celular SYN4, ILP1, ILP2, RHL1, DPB, CDC5, CDC48A, -C

Respuesta a estrés térmico BAG7, HSFA1D, -A2, -B2B, -C1, HSP17.4, -17.6II, -70, -70-1,
-70-3, -70T-1, -70B, cpHSC70-1

Señalización hormonal ABI5, ABF3, ARF2, JAZ1, -6, -9, RGA1

Fotomorfogénesis,
nutrición

CCA1, CES, COP1, DPa, EDA9, FLD, NIA1, -2, PHYB,
RACK1B, SLY, SnRK1, -1, -2, −

Otros sustratos de SUMO se han categorizado en la señalización de la

defensa, como las proteínas que participan en la inmunidad y se inducen en

respuesta a los patógenos UBPs (UBP1-associated proteins 2A/B), las anhidrasas

carbónicas CA y RCA, las dismutasas de superóxido CSD1 y MSD1, SHMT1

(Serine hydroymethyl transferase), HSR4 (Hypersenitivity-related 4) y el factor de

transcripción WRKY18, que participan en la regulación de las respuestas de

hipersensibilidad (Hypersensitive response, HR) y ROS (Reactive oxygene species)

(Ingole et al., 2020); en la fotomorfogénesis (RGL), la embriogénesis

(TRAUCO, La1) y la floración (MBD9, REF6 y EMF1). Algunas de las dianas

identificadas más frecuentemente son los propios componentes del sistema de

conjugación de SUMO, la subunidad SAE2 del heterodímero E1, SCE1, SIZ1

y la proteasa ESD4, lo que indica que esta modificación también puede regular

su propia actividad en respuesta a diferentes estímulos (Tabla A2 y Figura S3).

La aplicación de estrés aumenta el número de conjugados en la

planta

El análisis comparativo de los cambios producidos en el sumoiloma tras el

tratamiento con calor, etanol y H2O2, así como por la infección de Pseudomonas

syringae y la inducción de la respuesta autoinmune, reveló que el estrés aumenta la

abundancia de los conjugados existentes, por encima del umbral de detección, en

lugar de modificar dianas nuevas (Ingole et al., 2020; Miller et al., 2013). Se ha

especulado que las plantas, tal y como se ha descrito en humanos, también

modifican grupos específicos de dianas de SUMO funcionalmente relacionadas,

según la naturaleza del estrés/estímulo, que incluyen proteínas con motivos SIM

que median la formación de complejos (Hendriks y Vertegaal, 2016; Ingole et al.,

2020; Psakhye y Jentsch, 2012). Muchos de los sustratos que aumentan como parte
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de la respuesta al estrés participan en la activación/represión de la transcripción,

la regulación epigenética, la arquitectura de la cromatina y el metabolismo del RNA

(Augustine y Vierstra, 2018) (Tabla A2, Figura S3), lo que indica que la

sumoilación promueve una amplia reconfiguración de la expresión génica para

tolerar el estrés. El estrés celular puede dar lugar, además, a que diferentes

proteínas, que pueden formar parte de complejos proteícos o componer una ruta

estén disponibles para su sumoilación, compitiendo con otras dianas (Enserink,

2015, Psakhye y Jentsch, 2012; Hendriks et al., 2015). Rytz y colaboradores (2018)

compararon los sumoilomas de plántulas deArabidopsis silvestres con las mutantes

para Siz1, y asignaron más de 100 dianas a esta ligasa E3, que participa en la

sumoilación de la mayoría de las dianas inducida por estrés (Saracco et al., 2007).

Estas dianas residen principalmente en el núcleo (89%) (Figura S3), lo que

concuerda con la localización nuclear de la enzima (Miura et al., 2005), e incluye

muchos de los factores de transcripción y modificadores de la cromatina

previamente mencionados. Se ha sugerido que la sumoilación por SIZ1 durante la

respuesta a estrés actúa regulando de forma específica la expresión de factores

relacionados con la defensa y la señalización hormonal, mediante la

represión/activación de la transcripción, y general, al alterar el acceso a la

cromatina. Además, varias de las dianas dependientes de SIZ1 se asocian en

complejos multisubunitarios, por lo que esta ligasa estaría involucrada en la

modificación de todos los componentes (Rytz et al., 2018).

Durante la respuesta de defensa frente a bacterias y en la inmunidad

inducida, además del aumento del número de conjugados de SUMO, se ha

detectado la sumoilación de dianas nuevas, lo que se ha atribuido a una mayor

eficiencia en la traducción del pequeño péptido (Ingole et al., 2020). No obstante,

varios de los sustratos identificados son comunes con estudios anteriores (Figura

S3), y probablemente representan el conjunto predominante de proteínas

moduladas por SUMO. De nuevo, muchas de las proteínas identificadas tienen

funciones asignadas a nivel nuclear, lo que refuerza el papel de la sumoilación en

la regulación de estos procesos. Algunas de ellas son miembros de las familias de

factores de transcripción bHLH, AT-Hook, bZIP, WRKY, GATA, TCPs y de

respuesta al etileno, lo que sugiere su papel en la modulación de diversas

expresiones génicas, así como proteínas involucradas en los mecanismos de

defensa general/antibacteriana.
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RESULTADOS

Generación de líneas de Arabidopsis para la expresión inducible de

Rep de geminivirus y la detección optimizada de conjugados de SUMO1

Con el fin de evaluar el impacto que Rep tiene sobre el sumoiloma de la

planta, se planteó llevar a cabo un análisis proteómico siguiendo una estrategia

similar a la descrita anteriormente, que implica el uso de la línea de Arabidopsis

desarrollada por Miller y colaboradores, la aplicación de choque térmico y un

estricto protocolo de purificación (Ingole et al., 2020; Miller et al., 2010; Miller et

al., 2013; Rytz et al., 2018). Como primer paso, se generaron líneas transgénicas de

Arabidopsis que contienen construcciones para la expresión inducible de Rep de

TYLCV (gen C1) o de TGMV (gen AC1) en el fondo mutante 6xHisSUM1 H89R

sum1-1 sum2-1 (Miller et al., 2010).

Tabla A3. Resumen de las líneas transgénicas de Arabidopsis
generadas.

Línea sum1-1
sum2-1 His-
SUMO1 K89R
transformada

con:

Nº de líneas Líneas T2 Líneas T3

pER8 3 HSP2 HSP2.3

HSP6

HSP10

pER8-RepTYLCSV 6 HSTS1 HSTS1.3

HSTS2

HSTS5

HSTS6

HSTS8

HSTS9

pER8-RepTGMV 7 HSTG9

HSTG11

HSTG16

HSTG21

HSTG24

HSTG25 HSTG25.3

HSTG26
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Los marcos abiertos de lectura de los genes C1 y AC1 se clonaron en el

vector pER8 bajo el promotor G10-90, inducible por -estradiol, para evitar el

efecto tóxico de Rep. Las construcciones se utilizaron para transformar plantas de

la línea deArabidopsis 6xHisSUMO1 H89R sum1-1 sum2-1. Las plantas transgénicas

resultantes se seleccionaron por su resistencia a higromicina en medio MS sólido,

obteniéndose 3, 6 y 7 líneas heterocigotas para pER8 vacío, C1 y AC1, que se

denominaron HSP (por HisSUMO per8 vacío), HSTS (HisSUMO Rep TYLCSV)

y HSTG (HisSUMO Rep TGMV), respectivamente (Tabla A3).

Figura A4. Genotipado de las líneas de Arabidopsis generadas. A. Diagrama de los genes SUM1
y SUM2 de Arabidopsis y localización de las inserciones de T-DNA en las líneas mutantes sum1-1
SAIL_296_C12 y sum2-1 SALK 129775. Los exones e intrones están representados por rectángulos
grises y líneas negras, respectivamente, y las regiones 5’ y 3’ UTR por recuadros blancos. En el
esquema de SUM2, el rectángulo a rayas representa la zona intergénica y el gris con el borde
discontinuo el exón del gen anterior. Las flechas azules muestran las posiciones de los
oligonucleótidos empleados en B; LP1: left genomic primer, SUM1; RP1: right genomic primer, SUM1; LB1:
left border primer for the T-DNA intertion SALK line LBb1.3; LP2: left genomic primer, SUM2; RP2: right
genomic primer, SUM2; LB2: left border primer for the T-DNA intertion SAIL line LB3 (todos los
oligonucleótidos fueron diseñados con la herramienta informática T-DNA primer design -
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). Figura adaptada de Saracco et al., 2007. B. Genotipado
de las distintas líneas HSP, HSTS y HSTG generadas. Las parejas de oligonucleótidos utilizadas se
indican a la derecha. DMS: línea 6xHisSUM1 H89R sum1-1 sum2-1 (Miller et al., 2010); C-: mezcla de
PCR sin DNA genómico.

Posteriormente, se genotiparon para comprobar:
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1. La interrupción de los genes SUM1 y SUM2 (Figura A4). El doble mutante

sum1-1/sum1-1 sum2-1/sum2-1 se obtuvo por cruzamiento de las líneas

mutantes por inserción de T-DNA SAIL_296_C12 (sum1-1) y

SALK_129775 (sum2-1) y complementación con el transgén 6xHisSUM1

H89R para rescatar la letalidad embrionaria de las plantas homocigotas

sum1-1 sum2-1 (Miller et al., 2010; Saracco et al., 2007). Este genotipo se

confirmó realizando una PCR con oligonucleótidos específicos que

hibridan en las secuencias del gen que flanquean el punto de inserción del

T-DNA (denominados LP – left genomic primer - y RP – right genomic primer) y

en el extremo 5’ del T-DNA (LB- left border primer of the T-DNA insertion), de

modo que se pueda amplificar el alelo silvestre (producto resultante de la

combinación LP + RP, ∼800 pb) o el mutante (RP + LB, ∼1000 pb) (Figura

A4A). En las plantas seleccionadas se obtuvo una banda al emplear los

oligonucleóticos RP + LB, lo que indicó que eran homocigotas mutantes

sum1-1 sum2-1 (Figura A4B).

2. La integración de la construcción para la expresión de C1/AC1. Para ello

también se realizó una PCR con una pareja de oligonucleótidos que

amplifica un fragmento o la fase abierta completa de los genes virales C1 y

AC1, respectivamente (Figura A5). Como controles positivos, utilizados

en los posteriores ensayos de expresión, se incluyeron plántulas de las líneas

AF24 y RC10B, que contienen en homocigosis el transgén para la expresión

inducible por -estradiol de Rep de TGMV y TYLCSV a partir del

promotor G10-90 en un fondo silvestre (desarrolladas en nuestro

laboratorio por Manuel A. Arroyo Mateos y Edgar Rodríguez Negrete,

respectivamente). Tan solo a partir de las plantas que habían incorporado

C1 se obtuvo una banda de 200 pb, y de las que contenían AC1 una de 1000

pb, aproximadamente.
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Figura A5. Amplificación de los genes AC1 y C1 en las líneas generadas. A. C+: línea control
AF24; C+2: pER8-RepTGMV; C-: mezcla de PCR sin molde. B. C+: línea control RC10B; C-: mezcla
de PCR sin molde.

En el crecimiento y la morfología de las plantas transformadas (T1) no se

observó ninguna diferencia significativa con respecto al que exhiben Arabidopsis

ecotipo Col0 o la línea 6xHisSUM1 H89R sum1-1 sum2-1, lo que indica que la

expresión de C1/AC1 en ausencia del inductor es muy baja o inexistente.

Para obtener líneas homocigotas, se determinó la segregación de la

resistencia a higromicina en plantas T2, seleccionando las plantas que contienen

una única inserción del transgén (segregación 3:1). Los resultados obtenidos

permitieron identificar tres líneas, una para cada construcción, que se ajustan a esta

proporción (denominadas HSP2, HSTS1 y HSTG25; Tabla A4). A partir de éstas,

se obtuvieron varias líneas homocigóticas (plantas T3), seleccionando una de ellas

para los ensayos de expresión de los genes C1/AC1 (HSP2.3, HSTS1.3 y

HSTG25.3; Tabla A3).

Ensayos de expresión de C1 y AC1

Con las líneas homocigotas T3, HSP2.3, HSTS1.3, y HSTG25.3, y las T2

HSTS2 y HSTG24, se realizó un ensayo de inducción de la expresión de C1/AC1.

Para ello, se emplearon 20 plántulas de 10 días de edad (crecidas en placas con

medio MS sólido, suplementado con higromicina para la selección de plántulas

resistentes en las líneas T2) por línea y condición (presencia/ausencia de inductor

y tiempo de incubación), que se dispusieron en medio MS líquido con 0,2 µM de

DMSO o -estradiol, durante 24, 48 o 72 horas. Como controles positivos de la
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expresión de AC1 y C1, se incluyeron las líneas AF24 y RC10B, respectivamente

(Figuras A6 y A7). Los niveles de expresión calculados para las plántulas de estas

líneas control se utilizaron para relativizar el obtenido en las líneas generadas en

este trabajo, de modo que al valor correspondiente a las 24 horas de incubación

en presencia de -estradiol se le otorgó el valor 1.

Tabla A4. Prueba de χ2 para la selección de líneas homocigotas.

Líneas T2 Total
plántulas

Plántulas
resistentes

Plántulas
sensibles Valor de χ2

Segregación
χ
2 = 3,84

(P=0,05; gl=1)O E O E

HSP2 116 91 87 25 29 0,74 3:1

HSP6 151 45 113,25 106 37,75 164,52 -

HSP10 165 153 123,75 12 41,25 27,65 -

HSTS1 223 177 167,25 46 55,75 2,27 3:1

HSTS2 837 765 627,75 72 209,25 120,03 -

HSTS5 272 144 204 128 68 70,59 -

HSTS6 159 148 119,25 11 39,75 27,73 -

HSTS8 144 133 108 11 36 23,15 -

HSTS9 67 64 50,25 3 16,75 15,05 -

HSTG9 321 192 240,75 129 80,25 39,49 -

HSTG11 12 6 9 6 3 4 -

HSTG16 138 124 103,5 14 34,5 16,24 -

HSTG21 553 435 414,75 118 138,25 3,95 -

HSTG24 687 624 515,25 63 171,75 91,81 -

HSTG25 209 163 156,75 46 52,25 1 3:1

HSTG26 205 135 153,75 70 51,25 9,15 -

O: Plantas Observadas; E: Plantas Esperadas

La dinámica de los niveles de expresión del gen correspondiente fue similar

para todas las líneas analizadas, detectándose un valor máximo de acumulación del

mRNA a las 24 horas, que desciende progresivamente a las 48h y 72h (Figuras

A6 y A7). En las líneas que contienen el gen AC1, HSTG24 y HSTG25.3, se

obtuvieron niveles bajos de expresión, representando el máximo alcanzado a las

24 horas el 12% y 17% del valor correspondiente a la línea control AF24,

respectivamente (Figura A6). A las 72 horas no se detectó expresión de AC1, lo
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que indica que el -estradiol desaparece transcurrido este tiempo. La ausencia de

expresión del gen de geminivirus en las plántulas de los grupos control, incubadas

en medio con DMSO, mostró que la expresión del transgén en ausencia del

inductor es muy baja.

Figura A6.Niveles de expresión relativa de AC1 en las líneas HSTG24 y HSTG25.3 a
las 24, 48 y 72 horas. Se analizó un grupo de 20 plántulas de Arabidopsis por cada línea y
condición, incubadas en medio MS líquido suplementado con 0,2 mM -estradiol (-EST) o
DMSO, añadidos a las 0 horas. Los niveles de expresión relativa del transcrito se obtuvieron
por qPCR. Cada punto representa la media obtenida de dos réplicas biológicas.
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En las líneas en las que se introdujo el transgén con C1, HSTS2 y HSTS1.3,

los niveles de expresión del transcrito fueron más elevados que las anteriores con

respecto a su línea control RC10B; para HSTS2, el máximo alcanzado a las 24

horas representó el 55% del obtenido con RC10B, mientras que para HSTS1.3 fue

3 veces superior al valor de su control (Figura A7). Al igual que sucedió con las

líneas anteriores, la expresión se redujo a las 48 y 72 horas y no se detectó en las

plántulas control.

Figura A7. Niveles de expresión relativa de C1 en las líneas HSTS2 y HSTS1.3 a las
24, 48 y 72 horas. Para cada condición, se analizó un grupo de 20 plántulas por línea,
incubadas en medio MS líquido suplementado con 0,2 mM -estradiol (-EST) o DMSO a
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Figura A7. (continuación) las 0 horas. Los niveles de expresión relativa del transcrito se
determinaron por qPCR. Cada punto representa la media obtenida de dos réplicas biológicas.

Dado que el efecto inductor del -estradiol se reduce transcurridas 72 horas,

se realizó un nuevo ensayo de expresión añadiendo -estradiol a la misma

concentración a las 24 y 48 horas, con el fin de mantener o incrementar los niveles

de expresión de C1 y AC1. Como se observa en la figura A8, a las 48 horas

aumentaron los niveles de expresión de C1 en las plántulas en las que se había

administrado de nuevo el inductor con respecto a las 24 horas, alcanzándose el

máximo a las 72 horas. Ello indica que la adición reiterada de -estradiol permite

elevar el nivel de expresión del transgén a lo largo del tiempo marcado.

Figura A8. Niveles de expresión relativa de C1 en la línea HSTS1.3 a las 24, 48 y 72
horas tras la adición repetida de -estradiol. Se analizó un grupo de 20 plántulas por línea
para cada condición, las cuales se incubaron en medio MS líquido suplementado con 0,2 mM
-estradiol (-EST) o DMSO; HSTS1*: adición de 0,2 mM -estradiol a las 24 y 48 horas.
Los niveles de expresión relativa del transcrito se determinaron por qPCR.
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DISCUSIÓN

Con el fin de conocer la sumoilación de qué proteínas se ve afectada por la

presencia de Rep, se han desarrollado las líneas de Arabidopsis descritas en este

capítulo y un protocolo para la expresión inducible de los genes C1/AC1, que

podrán utilizarse junto al procedimiento de purificación de tres pasos por

cromatografía de afinidad desarrollado por Miller y colaboradores (2010) y un

espectrómetro de masas para la detección optimizada de los conjugados de

SUMO. El desarrollo de las líneas HSTS y HSTG, permitirá, además, identificar si

hay dianas que se vean afectadas solo por Rep de un begomovirus monopartito o

bipartito.

Los ensayos realizados mostraron que la expresión inducible por -estradiol

de C1/AC1 permite controlar y modular los niveles de transcrito del gen viral, casi

0 en ausencia de la hormona, aumentando su acumulación al administrarse la

misma de forma repetida (Figura A8). Un aspecto por considerar del sistema

propuesto para estudiar los cambios en el sumoiloma de la planta por Rep es que

la expresión de este gen viral se induce en todos los tejidos de la planta, en lugar

de estar limitada a las células acompañantes del floema y, en algunos géneros, a las

células del parénquima, donde están confinados la mayoría de los geminivirus

(Horns y Jeske, 1991; Wege et al., 2001). No obstante, en caso de querer considerar

únicamente las células acompañantes del floema, utilizando la línea desarrollada en

este trabajo, se podría recurrir a la separación de los núcleos por un tipo especial

de citometría de flujo, la clasificación celular activada por fluorescencia (FACS), o

la microdisección láser.

El estudio comparativo de la dinámica de conjugación de SUMO1/2 frente

a diversos estreses abióticos y bióticos ha revelado que estos estímulos aumentan

la tasa de sumoilación de grupos de proteínas previamente sumoiladas, aunque

también se ha detectado la modificación de dianas nuevas durante la infección por

P. syringae PstDC3000 (Elrouby, 2015; Ingole et al., 2020; Miller et al., 2013).

Aunque los resultados obtenidos indican que Rep reduce la sumoilación de

sustratos específicos de la planta huésped (Capítulo 1; Arroyo-Mateos et al., 2018;

Sánchez-Durán et al., 2011), la amplitud de procesos celulares en los que esta

modificación postraduccional está involucrada, el papel multifuncional de Rep, su

interacción con SCE (independiente de su interferencia en la sumoilación de
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PCNA) y los datos obtenidos por Maio y colaboradores (Tesis de Francesca Maio,

2019), que muestran que Rep de TYLCV es capaz de formar un complejo con

SCE1 y SUMO1, apuntan a que esta proteína también podría actuar favoreciendo

la conjugación de SUMO a otros sustratos. Todo ello plantea un escenario muy

complejo de la sumoilación y su modulación durante el proceso de infección.

Al igual que en levaduras y animales, la mayoría de las dianas identificadas en

plantas residen en el núcleo y participan en actividades relacionadas con el

metabolismo del DNA y el RNA, destacando la regulación de la expresión génica.

Considerando que Rep induce la replicación del DNA (Hanley-Bowdoin et al.,

2004), no podemos descartar que se produzca una alteración de la sumoilación de

algunos factores encargados de estos procesos que sean dianas de SUMO durante

la etapa temprana de la infección. Las líneas de Arabidopsis desarrolladas en este

trabajo podrían ser utilizadas para la evaluación del efecto que Rep tiene sobre el

sumoiloma de la planta, identificar las proteínas cuya unión a SUMO se ve afectada

y, de esta forma, determinar qué vías podrían estar siendo manipuladas durante el

proceso de infección viral.

Una de las limitaciones a considerar con la estrategia propuesta es que el

estudio se realizaría sobre plántulas, por lo que se requiere un elevado número de

las mismas para disponer de suficiente material vegetal para el análisis. Como

alternativa planteamos llevar a cabo la sumoilación in vitro de los extractos de

proteínas de las plántulas tras el ensayo de inducción de Rep. Finalmente, para

realizar una evaluación más completa del papel de la sumoilación y la modulación

de Rep se podría considerar analizar las dianas de SUMO3 afectadas, ya que este

participa en las respuestas de defensa frente a patógenos (van der Burg et al., 2010).
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Figura S1. Alineamiento múltiple de la secuencia proteica de PCNA de diferentes especies.
Se han resaltado los motivos SIM1 (azul oscuro) y SIM2 (cyan) y las lisinas destacadas en este trabajo,
164 (rojo), 168 (rosa), 190 (naranja) y 254 (verde).

                               TT        TT                                SlPCNA 

1       10        20        30        40        50        60        70     

SlPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         LRLVQGSLL KVLE IKDLVNDA FDCS TG SL AM S H A   L LRSEG E     RNISM MNLTNM L               S        N    A  F             A L       H                

NbPCNA M E K Q D S V LV F YRCD GLRLVQGSLL KVLE IKELVNDA FDCS TG SL AM S H A L LRSEG E RNISM MNL NML S N A F A L H G

AtPCNA1 M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         LRLVQGSLL KVLE IKDLVNDA FDCS TG SL AM S H A   L LRSEG E     RNLSM MNL NM L               S        N    S  F             S L       H             G  

AtPCNA2 M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         LRLVQGSLL KVLE VKDLVNDA FDCS TG SL AM S H A   L LRSEG E     RNLSM MNL NM L               A        N    T  F             S L       H             G  

ZmPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         LRLVQGSLL KVLE IRELVNDA FDCS TG SL AM S H A   L LR EG E     RNLSM MNLNNM L               A        N    G  F             A L  A    H                

OsPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         LRLVQGSLL KVLE IRELVTDA FDCS TG SL AM S H A   L LRSEG E     RNLSM MNLNNM L               A        N    G  F             A L       H                

MoPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         LRLVQGSLL KVLE IKDLVTEA FDCS TG SL AM S H A   L LRSD  E     RNMSM MNLSNM L               A        N    E  F             A L    T  H                

ScPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         AK    SL  RIID  KD VQ V F C   G  A AV   R L   L I  E        H VTL M LTSL L   FEEA  F     GF  C  L N Q KED II     D      S E GV A QE     P     D    

SpPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         AR  Q  LL KLLD IKELVTDA FDCN NG SL AM S H A   M IKSDG E     RNI L INLN L L   FQ AA       A        N    D  I             S L       P       A      A 

CePCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         AKLAN  LL KIVE IKDLVTDA FDCS T  SL AM S H A   L L     D     RTINL LSL NM F      AG       S        P    E AM             S K EVGL  T             A  

XlPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         ARLVQGSIL KVLE LKDLI EA WD T SG SL  M S H     L LRSDG D     RN SI V MSSM F               A     D  C  I S  I   S      S  Q T       T      Q    K    

GgPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         ARLVQGSVL RVLE LKDLITEA WD    G SL  M S H     L LRSEG D     RNI M VNLNSM F               A        C  LGSG I   S      S  Q T       T       A        

MmPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         ARLIQGSIL KVLE LKDLINEA WD S  G NL  M S H     L LRSEG D     RNL M VNLTSM F               A        C  V SG V   S      S  Q T       T       A        

HsPCNA M E         K                        Q  D S V LV        F  YRCD     G         ARLVQGSIL KVLE LKDLINEA WD S SG NL  M S H     L LRSEG D     RNL M VNLTSM F               A        C  I S  V   S      S  Q T       T       A        

                             1                               1 !

        TT        T.T          TT                                          SlPCNA 

   80        90        100       110       120       130       140         

SlPCNA  K L C    DIITI             F             K MD D   L I    Y      P  EF       M K A ND     KADD   DTV  M E P QDKI DFEM L  I  E  G PE E   IVRM S    RICKA      G           .GS   TF   S T    A          S H     A  HA      A  G    

NbPCNA  K L C    DIITL             F             K MD D   L I    Y      P  EF       M K A ND     KADD   DTV  M E P QDKI DFEM L  I  E  G PE E   IVRM S    RICKA      G           .GS   TF   S T    A          S H     A  HA      A  A    

AtPCNA1  K L C    DIITI             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S M K A ND     KADD   DTV  M E P QDKI DFEM L  I  E  G PD E   IVRM S    RICK       G           .GG   TF   S T    A          S H     A  HS      N  S    

AtPCNA2  K L C    DIITI             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S M K A ND     KADD   DTV  M E P QDKI DFEM L  I  E  G PD E   IVRM S    RICK       G           .GS   TF   S T    A          S H     A  HS      G  S    

ZmPCNA  K L C    DIITI             F             K MD D   L I    Y      P  EF       M R A ND     KADD   DTV  M E P QDKI DFEM L  I  E  G PD E   IVRM S    RICKA      G           .GS   TF   S K    A          S H     S  QA      S  M    

OsPCNA  K L C    DIITI             F             K MD D   L I    Y      P  EF       M R A ND     KADD   DTV  M E P QDKI DFEM L  I  E  G PD E   IVRM S    RICKA      G           .GS   TF   S N    A          S H     S  QA      S  S    

MoPCNA  K L C    DIITM             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S M K A ND     KADD   D V  V E P  DK  DFEM L  I  E  G PE     IVKM S    RICR       A           .GG A TF   S KE  TS          S H     SS DA      N  G    

ScPCNA  K L C    DTLTL             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S I R   N       AD    DSI  L E    DRI EY L L  I  D     E      L L S    KI R      GN T     I  N.TP   IL   DTKK   A  S       A F K E LQ DST S   S  S  V 

SpPCNA  K L C    DLVTL             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S V R A NE     KAED   E L  V E   NDRI DYDV L  I  E  G PD E    I M      RI R       Q           .TP V NL   SEK    S          Q H     I  DAT T  AA  Q  T 

CePCNA  K L C    DTCML             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S A K A ND     K EE   DSI      P  DK  D  V M  I  E  G PD D   V  M      K CK       N        Y  NEG   IFT AD KR  TQ VT       S H     Q  AV CE  AG  Q T  

XlPCNA  K L C    DIITL             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S I K A SD     RAED   DTV  V E P QEKV DYEM L  L  E  G PE E   VIKM S    RICR       A           .NA   TM   S N    S          V Q     Q  SC      G  A    

GgPCNA  K L C    DIITL             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S I K A NE     RAED   DTL  V E P QEKV DYEM L  L  E  G PE E   VVKM S    RICR       G           .NA   AL   A N    S          V Q     Q  SC      A  A    

MmPCNA  K L C    DIITL             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S I K A NE     RAED   DTL  V E P QEKV DYEM L  L  E  G PE E   VIKM S    RICR       G           .NA   AL   A N    S          V Q     Q  SC      G  A    

HsPCNA  K L C    DIITL             F             K MD D   L I    Y      P  EF     S I K A NE     RAED   DTL  V E P QEKV DYEM L  L  E  G PE E   VVKM S    RICR       G           .NA   AL   A N    S          V Q     Q  SC      G  A    

!

              TT        TT                                                 SlPCNA 

150       160       170       180       190       200       210       220    

SlPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     SSIG TVV SV  EGV  S   DI T NI   QNTTVDK EEA  IEMNEP SLT ALR LN FT ASP S T             T       TR     A  VCR       P   TV                 S        N 

NbPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     SSIG TVV SV  EGV  S   DI T NV   QNTTVDK EEA  IEMNEP SLT ALR LN FT ATP S T             T       TR     A  VCR       P   TV                 S        N 

AtPCNA1 DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     SSIG TVV SV  EGV  S   DI T NI   QNTTVDK EDAI IEM EP SLS ALR MN FT ATP S T             T       TA     A  VLR       P    V   K             S        D 

AtPCNA2 DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     SSIG TVV SV  EGV  S   DI T NI   QNTTVDK EDAI IEMNEP SLS ALR MN FT ATP S T             T       TA     A  VLR       P    V                 S        E 

ZmPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     SSIG TVV SV  EGV  S   EI S NI   QNQTIDK EEA  IEMQEP SLT ALR MN FT AS  S Q             T       TS     A  VCR       P   TI                 S     S  E 

OsPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     SSIG TVI SV  EGV  S   DI T NI   QN TVDK EDA  IEMQEP SLT ALR MN FT ASP S Q             T       TA     A  VCR  K    P   TI                 S        E 

MoPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     STIG SV  SV  EGV      DI S NI   Q N VEK ED V IELNEP TLT ALR LN FT AT  S S         T   G      ATA     A  VCR A A   K  E V                 S     T  D 

ScPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     SQL  SI   I  E I      DI S SV       MEH E  I LEM  P  LT  AK L      S  S       S   N M T  T   VAD     G  IIKPFVD   P TS K   DQ  D   G    LDII G S  DR

SpPCNA DL    D   I   K   RF   G  G                          V   F   Y     K   L      TL  SV  NA  EGV  S   DI N S    Q T L   D  I I LT   TLT  LK L  FT ATP      L  S   T   S       CK     G TTLK H D SDQ QS E S  QA     S    AQ       ATR

CePCNA DL    D   I   K   VF   G  G                          V   F   Y     K   L     ST   SL  TA   GI  T   DI S  V    SSN D   EAV LEV DP NVN  IK MN FT AT  S      FS   N   T A     GK     SV TYSP   T DET   T   K       S     Q     A  DR

XlPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     SQIG  VV S   DGV  S   EL T NV   QTSNVDK EEAV IEMNEP QLT ALR LN FT ATP S T       A    CA       AS     G  KLS       E    T                 F        P 

GgPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     S IG  VV S   DGV  S   EL N NI   QTSNVDK EEAV IEMNEP QLT ALR LN FT ATP S T   H   A    CA       AN     G  KLS       E    T                 F        P 

MmPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     S IG  VV S    GV  S   EL N NI   QTSNVDK EEAV IEMNEP  LT ALR LN FT ATP S T   H   A    CA N     AS     G  KLS       E    T       H         F        P 

HsPCNA DL    D   I   K   KF   G  G                          V   F   Y     K   L     S IG  VV S   DGV  S   EL N NI   QTSNVDK EEAV IEMNEP QLT ALR LN FT ATP S T   H   A    CA       AS     G  KLS       E    T                 F        S 

!

                                                                           SlPCNA 

   230       240       250       260                                       

SlPCNA V        P                LAPK                                             TISLS EL VVVEYKIAEMG VRYY    IEEDE                                              S              Y             EETKP                                   

NbPCNA V        P                LAPK                                             TISLS EL VVVEYKIAEMG IRFY    IEEDE                                              S              Y             EETKP                                   

AtPCNA1 V        P                LAPK                                             TISLS EL VVVEYKVAEMG IRYY    IEEEE                                              S              Y             DTNP.                                   

AtPCNA2 V        P                LAPK                                             TISLS EL VVVEYKVAEMG IRYY    IEEEE                                              S              Y             DTKPE                                   

ZmPCNA V        P                LAPK                                             TISLS EL VVVEYKIAEMG IRFY    IEDDE                                              S              Y             EMKP.                                   

OsPCNA V        P                LAPK                                             TISLS EL VVVEYKIAEMG IRFY    IEEDE                                              S              Y             EMKS.                                   

MoPCNA V        P                LAPK                                             TLSMS EL VVLEYKIAE G IRFY    IEEED                                              K            T H             GDTKE                                   

ScPCNA V        P                LAPK                                              I LS EA AL  F L   G L FF      DEE                                         G R  S     FQ D .KS F Q      FN   .....                                   

SpPCNA V        P                LAPK                                             TLSMS DV LLVEYKM E G LRFY    I EED                                              N          . S F         G   EE...                                   

CePCNA V        P                LAPK                                              LSL  DV VVVEY I E G LRFY    IDDDE                                         R   CN        P E N Y             NMD..                                   

XlPCNA V        P                LAPK                                              LSMS DI LVVEYKIADM  VKYY    IEDEE                                         I    A             EH             AS...                                   

GgPCNA V        P                LAPK                                             TLSMS DV LVVEYKIADMG LKYY    IED                                                A              H           QQEGS..                                   

MmPCNA V        P                LAPK                                             TLSMS DV LVVEYKIADMG LKYY    IEDEE                                              A              H             AS...                                   

HsPCNA V        P                LAPK                                             TLSMS DV LVVEYKIADMG LKYY    IEDEE                                              A              H             GS...                                   

β1 α1 β2 β3 β4 β5 β6 α2 

β7 β8 β9 β10 α3 

β11 β12 β13 η1 β14 β15 α4 η2 

β16 β17 η3 β18 
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Figura S3. Listado de las proteínas sumoiladas de Arabidopsis identificadas por

espectrometría de masas en los diferentes estudios mencionados.
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