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INTRODUCCION
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Los geminivirus.

Los geminivirus son un grupo de virus de plantas (familia
Geminiviridae) transmitidos por insectos que causan algunas de las
enfermedades con mayor impacto econémico a nivel mundial (Mansoor, et
al., 2003; Rojas, et al., 2005; Navas-Castillo et al., 2011). Los geminivirus
comparten varias caracteristicas comunes: (i) sus genomas estan formados
por una o dos moléculas circulares de DNA de cadena simple de 2,5 a 3 Kb;
(i1) sus viriones muestran una estructura gemela cuasiicosaédrica (figura
I.1); (i11) sus genomas contiene de 6 a 8 fases abiertas de lectura que solapan
parcial o completamente; (iv) codifican wuna Unica proteina virica
1mprescindible para su replicacion (Rep) y (v) la replicacion asistida por Rep
se 1nicia en una estructura con forma de horquilla localizada en una
secuencia denominada IR (intergenic region) (Rojas et al., 2005; Jeske, 2009)

(Figura I.1).

Figura I.1: Estructura del genoma y la capside de los begomovirus. A) Representacion
esquematica de la estructura de los genes de TYLCSV (Arriba) y de TGMV (abajo),
representados como flechas grises y de las regiones intergénicas, representadas como
cajas blancas (IR: regiéon intergénica; LIR: regién intergénica larga; SIR: regién
intergénica corta; CRA: regién comun A; CRB: regién comun B). La horquilla en la que
se inicia la replicacién se representa como una caja negra. Adaptado de Varsani et al.,
2013. B) Modelo generado in silico de la estructura de la capside tipica de la familia
Geminiviridae. (MSV. Zhang et al.. 2001).
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Ademas de estas propiedades basicas, los miembros de esta familia
exhiben una considerable diversidad en términos de secuencia, rango de
hospedador, especificidad de tejido diana (tropismo tisular) e insecto vector.
Basandose en estas caracteristicas, los geminivirus se han clasificado en
siete géneros: Begomovirus, Curtovirus, Mastrevirus, Topocuvirus,
Becurtovirus, Eragrovirus y Turncurtovirus (Tabla 11). Los genomas de los
curtovirus, topocuvirus, turncurtovirus y begomovirus monopartitos tienen

una organizacion y unas caracteristicas similares (Fondong, 2013).

Tabla 1.1. Clasificacién de los Geminivirus
Rango de

Género Miembro tipo hospedador Vector Genoma
. Maize streak virus Monocotiledéneas y . .
L 1 M
Mastrevirus MSV) dicotiledéneas Cicadélidos onopartito
Curtovirus Beet curly top virus Dicotileddneas Cicadélidos Monopartito
(BCTV)

Begomovirus Bean golden mosaic Dicotiledéneas Bemisia Mono o

g virus (BGMYV) tabaci bipartito
Topocuvirus CZ;OO’;?; 5 ;iff%oc,c;g)l Y Dicotiledéneas Membracidos Monopartito
Becurtovirus Besfrilg(l% é?f‘)lg)an Dicotiledéneas Cicadélidos Monopartito
Eragrovirus sf;:;‘g;;?;iiscégélél‘(]l) Monocotiledénea Desconocido Monopartito
Turncurtovirus Turnip curly top Dicotiledénea Cicadélido Monopartito

virus (TCTV)
Géneros reconocidos actualmente en la familia Geminiviridae, especies tipo y
caracteristicas.

El género Begomovirus.

El género Begomovirus contiene la mayor parte de las especies de
geminivirus. Los miembros de este género son transmitidos por la mosca
blanca Bemisia tabaci e infectan a una gran variedad de dicotiledéneas
tanto del Viejo como del Nuevo Mundo. Sin embargo cada especie de
begomovirus, generalmente, tiene un estrecho rango de hospedadores.

El genoma de los begomovirus esta compuesto por una (monopartitos)
o dos moléculas de DNA (bipartitos), denominadas DNA A y DNA B, cada
una de ellas de entre 2,5 y 3 Kb, que no comparten ninguna similitud de
secuencia excepto por una regiéon comun (CR), muy conservada, de
aproximadamente 200 nucledtidos. Esta region se localiza en la regiéon

Intergénica, equivalente a la IR de begomovirus monopartitos, donde se
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localizan la estructura en lazo que sirve de inicio para la replicacién, y los
promotores para la expresion de las fases abiertas de lectura que codifican
proteinas requeridas para la replicacion (Rep y C3), la transcripcion (C2) y
la encapsidacion (CP). E1 DNA-B contiene dos fases abiertas de lectura, que
codifican proteinas implicadas en el movimiento viral y ligadas al desarrollo
de sintomas (BR1 y BL1 o NS). El DNA-A y el DNA-B se encapsidan
individualmente y ambos son esenciales para completar la infeccién (Rojas
et al., 2005).

El genoma de los begomovirus monopartitos es homélogo al DNA-A de
los bipartitos. En el sentido de la hebra del virién se codifican dos fases
abiertas de lectura, V2 (también conocida como pre-coat protein) y la
proteina de la capside (también CP, V1 o coat protein). La cadena de sentido
complementario a la del virién contiene cuatro fases abiertas de lectura: Rep
(proteina asociada a la replicacién, también C1, AL1l, AC1 o L1), C2
(también AL2, AC2, .2 o TrAP -por transcription activating protein-), C3
(también AL3, AC3, L3 o REn -por replication enhancer-) y C4 (también
AC4 o L4) (Figura I.1).

Ademas de ser la Unica proteina viral con funcién estructural (Stanley
1993), la CP interviene en la infeccién sistémica, en la llegada del DNA
viral al ntucleo del hospedador y en la transmision mediante insectos
(Briddon et al., 1990; Noris et al., 1998; Liu et al., 1999; Wartig et al., 1997).
Consecuentemente con su funcién de encapsidar las particulas virales, la CP
se localiza en el nucleo, gracias a una senal de localizacién nuclear (NLS) en
su extremo N-terminal y a la interacciéon con la maquinaria de la alfa-
importina (Kunik et al., 1998; Kunik et al., 1999); también se la ha
relacionado con una funcién en el movimiento viral (Rojas et al., 2001;
Sharma e Ikegami, 2010).

V2 es un determinante de virulencia y de respuesta hipersensible
(HR) (Mubin et al., 2010; Sharma e Ikegami, 2010). Ademas, V2 es un
supresor de silenciamiento génico probablemente porque impide el acceso de
SGS3 a su ARN sustrato (Fukunaga y Doudna, 2009), sin ser necesaria una

Interaccion directa entre ambas proteinas, (revisado en Raja et al., 2010).
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C2 es una proteina nuclear multifuncional (Sharma e Ikegami, 2010;
van Wezel et al., 2001) que parece estar implicada en la transactivacion: C2
actiia como un factor de transcripcién para la expresiéon de genes virales
necesarios para las fases mas tardias de la infeccion, como la CP (Sunter y
Bisaro, 1991; Sunter Bisaro, 1992), y también dispara la transactivaciéon de
genes del hospedador (Trinks et al., 2005). C2 es también un factor de
patogenicidad y un supresor de silenciamiento génico, (revisado en Raja et
al., 2010). C2 interacciona con el signalosoma, complejo implicado en la
rubilacion de E3 ligasas (complejos SCF) del sistema de ubiquitinacion del
hospedador. Fruto de esta interaccion, se alteran procesos regulados por los
complejos SCF, incluida la sefializacién por jasmonato, modificando asi la
respuesta del hospedador frente a la infeccion (Lozano-Duran et al., 2011).

C3 es una proteina nuclear (Nagar et al., 1995; Selth et al., 2005), y se
ha descrito que es un potenciador de la replicaciéon viral, aunque no es
esencial para la misma (Sung y Coutts, 1995). C3 interactiia con Rep asi
como con algunos de los interactores de ésta, como PCNA (proliferating-cell
nuclear antigen) o RBR (retinoblastoma related protein) (Castillo et al.,
2003; Settlage et al., 2001; Settlage et al., 2005). También se ha descrito que
la interaccion de C3 con Rep incrementa la actividad ATPasa de esta ultima,
relacionada con la replicacién del DNA viral (Pasumarthy et al., 2010).

C4 es la proteina menos conservada entre los geminivirus. Es un
determinante de patogenicidad localizado en la membrana celular (Sharma
e Ikegami, 2010) que participa en el movimiento viral (Rojas et al., 2001) y
en la supresién del silenciamiento génico (Dogra et al., 2009; Gopal, et al.,
2007; Raja et al., 2010).

Rep es una proteina multifuncional que tiene actividad helicasa e
Inicia y termina la replicaciéon de la hebra del viriébn uniéndose a una
secuencia especifica en la IR e introduciendo un corte en una secuencia
cercana (Clerot y Bernardi, 2006); (Choudhury et al., 2006). Se ha propuesto
que Rep media en la replicacién no s6lo uniéndose al DNA wviral, si no
también induciendo un ambiente celular propicio para este proceso,

principalmente interaccionando con factores celulares: ademas de
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Iinteraccionar con C3, Rep interactiia con una plétora de proteinas del
hospedador, incluyendo PCNA, (Bagewadi et al., 2004; Castillo et al., 2003),
el homologo vegetal de retinoblastoma (Xie et al., 1995; Kong et al., 2000;
Desvoyes et al., 2006), el factor C de replicaciéon (Luque et al., 2002), la
histona 3, una quinasa de mitosis (Kong y Hanley-Bowdoin, 2002), la
quinasa GRIK (Selth et al., 2005), y la enzima conjugadora de SUMO
(SCE1), un regulador de la homeostasis celular (Castillo et al., 2004).

Geminivirus: como reprogramar la célula con un

punado de genes.

Los geminivirus se replican en el ntucleo, y lo hacen por dos
mecanismos, circulo rodante y replicacion dependiente de recombinacion.
Debido a la limitada capacidad para codificar genes, los geminivirus se ven
obligados a aprovechar la maquinaria celular de sus hospedadores para
llevar a cabo sus funciones vitales (Hanley-Bowdoin et al., 2004). El
establecimiento de una infeccién es una tarea compleja que implica varios
retos. Por un lado, los geminivirus tienen que replicar su genoma, lo que
requiere llegar al nucleo y “raptar” la maquinaria de replicaciéon del DNA:
los geminivirus no codifican sus propias DNA polimerasas y dependen
totalmente de las proteinas celulares para llevar a cabo este proceso. Mas
aun, los geminivirus infectan células que no se estan dividiendo, donde esta
maquinaria de replicacion no esta disponible; asi, los virus se ven obligados
a reprogramar la célula, haciéndose con el control del ciclo celular. Por otra
parte, los virus deben tener la capacidad de moverse de una célula a otra y,
al mismo tiempo, ser capaces de diseminarse sistémicamente a través de la
planta. Con este fin, deben contar con algiin mecanismo para moverse a
través de los plasmodesmos, al mismo tiempo que se introducen en la
corriente floematica de transporte a larga distancia. Otro requisito esencial
para establecer una infeccion es tener la capacidad de suprimir o esquivar
las respuestas de defensa del hospedador. Por tltimo y no por ello de menor
1mportancia, los geminivirus tienen que ser capaces de ser adquiridos por

los insectos vectores y ser transmitidos a plantas sanas para iniciar nuevas
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infecciones. Como puede suponerse, el éxito de la infeccién depende del logro
de cada uno de estos objetivos (Figura 1.2).

Debido a las limitaciones de espacio impuestas por un genoma tan
reducido, las proteinas de los geminivirus son de pequeno tamano (de 80 a
360 aminoacidos). M4as aun, estas proteinas son multifuncionales y, al
mismo tiempo, diferentes proteinas codificadas por el mismo genoma viral,
pueden afectar a procesos similares. Por ejemplo, hay geminivirus que
codifican varias proteinas supresoras del silenciamiento diferentes con

funciones complementarias (Nawaz-ul-Rehman y Fauquet, 2009).

Figura I.2: Representacion esquemadtica de la infeccién por geminivirus. Para
establecer una infeccidn exitosa, el virus debe llegar al nucleo, alterar los sistemas
de control de ciclo celular del hospedador, replicarse, bloquear los sistemas de
defensa de la planta y extenderse a otras células, tanto a las mas proximas, via
plasmodesmos, como a otras mas lejanas, a través del sistema vascular de la
planta, desde el que pueden ser adquiridos por insectos vectores que los transmitan
a otro hospedador.

Reprogramando los controles del ciclo celular de la

planta.

Los geminivirus suelen infectar células de la hoja o del sistema
vascular, que no se estan dividiendo activamente y que no disponen de la
magquinaria completa para la sintesis de DNA de la planta. Para sobrepasar
esta barrera, los geminivirus alteran la regulacién del ciclo celular

provocando la expresion de los genes de fase S necesarios para su
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replicacién (Hanley-Bowdoin et al., 2004). Esta capacidad de inducciéon se
demostré por primera vez con PCNA (Proliferating cell nuclear antigen), un
gen que codifica para una proteina esencial para la replicacién del DNA que
se acumula especificamente en las células que contienen virus en las hojas
infectadas (Nagar et al., 1995; Egelkrout et al., 2001). Posteriormente, el
analisis del perfil transcriptomico del hospedador muestra que la infeccién
por parte de los geminivirus, activa preferentemente genes asociados al ciclo
celular expresados durante las fases S y G2 e inhibe genes que estan activos
durante las fases M y G1 (Ascencio-Ibanez et al., 2008). La infeccién induce
especificamente la expresiéon de genes asociados con la reentrada en ciclo
celular y con la fase G1 tardia, la fase S y la fase G2 temprana, mientras
que reprime aquellos ligados a la fase G1 temprana y a la fase G2 tardia,
facilitando de esta forma la transiciéon de las células infectadas a fase S
(Ascencio-Ibanez et al., 2008; Lageix et al., 2007).

Un regulador clave del ciclo celular de la planta es RBR
(retinoblastoma related protein) (Gutierrez, 2000, Dudits et al., 2011). De
forma similar a su homélogo en animales, el RBR de plantas controla la
entrada en fase S del ciclo celular, la especializacion y la diferenciacion
celular (Gutzat et al., 2012). RBR interacciona con los factores de
transcripciéon E2F para suprimir la expresiéon de genes que codifican las
proteinas implicadas en la replicacion del genoma del hospedador. La
fosforilacion de RBR impide su unién a E2F lo que permite la transcripcion
de genes diana de E2F en la fase G1 tardia en preparacién para la fase S
(Gutzat et al., 2012). La inactivacion de RBR para permitir la entrada en
fase S es una caracteristica conservada en muchos virus con pequenos
genomas de DNA que infectan a hospedadores vegetales y animales. Los
geminivirus desmantelan los complejos RBR-E2F a través de la uniéon de
RBR y Rep o su homologo en mastrevirus, RepA (Kong et al., 2000; Desvoyes
et al., 2006). RepA, contiene un motivo LXCXE canoénico de unién a RBR que
esta presente también en oncoproteinas de virus de mamiferos y en la
proteina Clink (cell cycle link) de nanovirus (Lageix et al., 2007; Liu et al.,

1999). En contraste, las Rep de begomovirus y curtovirus se unen a RBR
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mediante motivos diferentes a la secuencia canodnica (Arguello-Astorga et
al., 2004). La mutacién de estos motivos de RepA o Rep, dan como resultado
sintomas mas tenues y una reduccién en la acumulaciéon de DNA viral (Kong
et al., 2000; McGivern et al., 2005). En ambos casos, la distribucién de las
células infectadas por los virus cambia, y los virus mutantes se encuentran
mas estrechamente asociados con los haces vasculares que los virus
silvestres. La otra proteina de los begomovirus implicada en replicacién del
virus, REn, también se une a RBR. Se ha sugerido que esta interacciéon debe
estar implicada en la superacion de la inhibicién ejercida por RBR en las
hojas maduras (Settlage et al., 2001; Bruce et al., 2011).

Aunque todos los geminivirus utilizan mecanismos similares para la
induccién de genes de fase S, las consecuencias sobre la regulacion del ciclo
celular difieren entre los begomovirus y los curtovirus. Los primeros inducen
a las células vegetales a reentrar en endociclo sin que se produzca
proliferacion celular evitando que se formen tumores (Ascencio-Ibanez et al.,
2008; Lageix et al., 2007; Nagar et al., 2002). Por el contrario los curtovirus,
inducen a la célula a que entre en ciclo mitético (Bass et al., 2000), lo que
provoca hinchazoén en las venas y engrosamientos (Briddon, 2003; Park et

al., 2004).

El endociclo y la replicacion del DNA viral.

Durante el desarrollo temprano de las hojas, las células estan
programadas para completar un ciclo celular en el que la fase S esta
acoplada con la mitosis. Mas tarde en el desarrollo, muchas células de las
hojas pasan a estar en un endociclo, una variacién del ciclo celular que se
caracteriza por un incremento de la ploidia y un incremento en el tamano de
las células sin que haya divisiéon. Contrariamente a los virus tumorigénicos
de mamiferos, los geminivirus generalmente no inducen proliferacién
celular. En lugar de eso, muchos geminivirus y nanovirus inducen a las
células vegetales a reentrar en endociclo y a replicar tanto el DNA viral
como el cromosomico de la planta (Ascencio-Ibanez et al., 2008; Lageix et al.,

2007; Nagar et al., 2002) (Figura I.3). Otros geminivirus inducen que la
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célula entre en ciclo mitético pero provocan un arresto en profase (Bass et
al., 2000), y algunos causan hinchazoén en las venas y engrosamientos, que

son sintomaticas de ciclos mitéticos (Briddon, 2003; Park et al., 2004).

Figura I.3: Reprogramando los controles del ciclo celular y del ciclo del metilo. Se
representan las interacciones entre el virus y el hospedador necesarias para crear un
ambiente celular favorable para la replicacién del DNA de geminivirus. Adaptado de
Hanley-Bowdoin et al., 2013.

Aunque la interaccion con RBR esta conservada en todos los
geminivirus, las consecuencias en la acumulacién de ciclinas G1 y sus CDK
(ciclinas dependientes de kinasa) que actiian mas abajo del RBR en la
cascada de senalizacién del control de entrada en fase S varian. Por ejemplo,
los begomovirus que inducen endociclo reducen la expresion de las ciclinas
de la familia D3, que regula las CDKs durante la fase G1 y que, en
condiciones normales, inhiben el endociclo; la expresion ectdépica de una
ciclina D3 produce resistencia contra este virus (Ascencio-Ibanez et al.,
2008). Por el contrario, la proteina C4 de curtovirus induce hiperplasia,
activando la degradacion de inhibidores de quinasas de ciclinas lo que
induce la mitosis (Lai et al., 2009). Estas interacciones también se ven

afectadas por el tipo de célula en que tengan lugar; diferentes tipos celulares

dentro de una hoja responden de forma distinta (Lageix et al., 2007; Kong et

27



al., 2000; McGivern et al., 2005; Bass et al., 2000). Ademas, existen otras
proteinas codificas por beta-satélites, como BC1, que altera el control del
desarrollo de la hoja para inducir division celular (Yang et al., 2008).

La caracterizacion del transcriptoma revelé también que las
infecciones por geminivirus incrementan la expresion de genes que codifican
enzimas de reparacion y recombinaciéon del DNA (Ascencio-Ibanez et al.,
2008). Una posible explicacion para la induccion de estos procesos celulares,
es que en los primeros momentos de la infecciéon la desregulacion del ciclo
celular producida por la interaccion entre Rep y RBR, conlleva la
acumulacion de maquinaria de replicacion del hospedador y la puesta en
marcha de la replicacion por circulo rodante. La acumulacién de productos
de la replicaciéon del DNA viral y sus intermediarios son percibidas por la
célula como DNA danado, disparando una respuesta a estrés genotoxico con
la consiguiente sintesis de proteinas de reparaciéon del hospedador, lo que
conllevaria el cambio a replicacién dependiente de recombinacion (Jeske et

al., 2001).

Rutas de senalizacion de la planta.

Las quinasas y su intercomunicacion con las rutas de senalizacién de
hormonas tienen un papel clave en el crecimiento y desarrollo de la planta,
al igual que en el reconocimiento y respuesta contra patégenos. Los
geminivirus interaccionan con varias de estas rutas para reclutar procesos y
rutas del hospedador en favor de la propagacién del virus y para interferir

con las defensas del hospedador.

RLKs (Receptor-like Ekinases). Algunas RLKs de plantas son
capaces de detectar patdgenos y disparar una respuesta de defensa. Las
RLKs mejor caracterizadas implicadas en la infeccién por geminivirus son
NIK1 (NSP-interacting kinase), NIK2 y NIK3. Las NIKs son proteinas de
membrana con repeticiones ricas en leucina (LRR) que sufren
autofosforilacién. NSP se une al dominio quinasa de las NIKs, interfiriendo

con su autofosforilacién, que es imprescindible para su actividad quinasa
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sobre otras dianas (Fontes et al., 2004; Santos et al., 2009). De esta manera
las proteinas NIK son incapaces de fosforilar entre otras proteinas, a la
proteina ribosomal RPL10, lo que provoca su translocacién al ntcleo, donde
se piensa que interfiere con la infeccién viral (Rocha et al., 2008). Las
actividades de las proteinas NIK y de RPL10 correlacionan con el desarrollo
de sintomas; su sobreexpresiéon atenua y retrasa la apariciéon de sintomas,
mientras que la pérdida de su funcién incrementa la susceptibilidad a la
infeccion (Carvalho et al., 2008). La senal que activa a las proteinas NIK y a

sus dianas por debajo de RPL10 aiin se desconoce (Santos et al., 2010).

Cascada de las quinasas GRIK-SNRK1. Rep interacciona con dos
quinasas muy emparentadas, GRIK1 (geminivirus Rep-interacting kinase 1)
y GRIK2 (Xie et al., 1999; Kong y Hanley-Bowdoin, 2002; Shen y Hanley-
Bowdoin, 2006). La acumulaciéon de ambas esta regulada por el proteosoma,
dandose en tejidos jovenes, células en cultivo y células infectadas por
geminivirus. Las GRIKs son activadores de SNRK1 (SNF1-related protein
kinase 1) (Shen et al., 2009), un regulador clave del metabolismo vegetal que
esta involucrado en el desarrollo y en las respuestas a estreses bidticos y
abidticos. Las plantas que sobreexpresan SNRK1 presentan sintomas de la
infeccion mas tarde y contienen menor cantidad de DNA viral que las
plantas silvestres, mientras que las plantas en las que se silencia la
expresion de SNRKI1, desarrollan sintomas antes y acumulan mas DNA
viral que las silvestres. SNRK1 se une a C2/TrAP y a la proteina satélite
BC1 (Hao et al., 2003, Shen et al., 2011). BC1 es fosforilado por SNRK1 y una
sustitucion aminoacidica que mimetiza la fosforilaciéon en BC1 retrasa la
infeccién, indicando que la fosforilacion de PC1 por parte de SNRK1
interfiere con la infeccion.

El papel de GRIK1 y SNRK1 durante la infeccién por geminivirus no
esta claro. SNRK1 puede ser parte de la respuesta de defensa del
hospedador y su actividad defensiva podria estar contrarrestada por
C2/TrAP. La cascada GRIK1-SNRK1 podria activarse durante la infeccién

para asegurarse un suministro adecuado de energia y nutrientes.
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Shaggy-related kinases. Estas quinasas estan implicadas en varios
procesos de desarrollo de las plantas, incluyendo la divisiéon celular y la
elongacion, en parte a través de sus interacciones con la ruta de senializacion
por brasinosteroides. C4 interacciona con quinasas shaggy-related (Piroux et
al., 2007; Dogra et al., 2009) y el silenciamiento de estas, retrasa la infeccién
(Lozano-Duran et al., 2011). La proteina C4 de curtovirus es fosforilada por
la quinasa shaggy-related BIN2 (BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2) de
A. thaliana, que es un regulador negativo de la senalizacién por
brasinosteroides, mientras que la C4 de begomovirus bipartitos, se fosforila
menos eficientemente aunque también se une a BIN2 (Piroux et al., 2007).
Consistentemente con esta diferencia, la C4 de un curtovirus induce
hiperplasia y suprime la sefializaciéon por brasinosteroides (Mills-Lujan y
Deom, 2010) mientras que la de begomovirus bipartitos incrementa la
expresion de genes diana de los brasinosteroides y su expresion no altera la
morfologia de la planta (Ascencio-Ibanez et al., 2008; Piroux et al., 2007,
Dogra et al., 2009). Una posibilidad es que las proteinas AC4 de
begomovirus bipartitos se unan e interfieran con BINZ2, produciendo la
activacion de la ruta de brasinosteroides, mientras que la fosforilacién de la
C4 de virus monopartitos mediada por BINZ2, evita la inactivacion de la
misma BIN2, manteniendo asi activa la inhibicibn de la ruta por
brasinosteroides. No esta claro porqué los geminivirus interaccionan de
formas diferentes con las quinasas shaggy-related y la ruta de los
brasinosteroides, pero esta diferencia subraya la importancia de no asumir

que todas las interacciones entre virus y hospedador estan conservadas.

Rutas de senalizacion de hormonas. Los geminivirus
Interaccionan con diversas rutas de senalizacion de hormonas, como la del
acido salicilico, el etileno, y el acido jasmoénico, ademas de la de
brasinosteroides citada anteriormente. Los geminivirus activan la ruta del
acido salicilico y la del etileno, que intervienen en la respuesta de defensa
contra patégenos (Ascencio-Ibanez et al., 2008), y plantas con niveles mas

elevados de acido salicilico o una mayor expresion de los componentes de su
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ruta muestran una reducciéon en la severidad de los sintomas y en la
acumulacion de los virus (Ascencio-Ibanez et al., 2008; Chen et al., 2010;
Garcia-Neria y Rivera-Bustamante, 2011). Normalmente los genes de la
ruta del acido jasmonico estan reprimidos durante la infeccién (Ascencio-
Ibanez et al., 2008). La expresion ectopica de algunas de las proteinas
virales pueden inhibir o activar la ruta del acido jasmoénico pero la
relevancia bioldgica de estos cambios atun se desconoce (Yang et al., 2009;
Lozano-Duran et al., 2011; Soitamo et al., 2012).

Los geminivirus también interaccionan con las rutas de las
citoquininas y las auxinas que promueven la proliferacién celular y modulan
la diferenciacion en las plantas. La infeccion activa la expresién de genes de
respuesta rapida a auxina (Park et al.,, 2004) y de genes de respuesta
primaria a citoquininas (Baliji et al.,, 2010). La activacion de genes de
respuesta a citoquininas puede ser resultado de la inhibicién de la
adenosina quinasa mediada por C2. La adenosina quinasa fosforila las
citoquininas y las convierte en formas nucleotidicas de baja actividad (Wang
et al., 2003). La expresion ectopica de C2 incrementa la expresion de genes
de respuesta primaria a citoquininas y la aplicacion de citoquininas
exOgenas aumenta la susceptibilidad a la infecciéon (Baliji et al., 2010). La
inhibicién de la adenosina quinasa durante la infeccién podria incrementar
los niveles de citoquininas bioactivas facilitando asi el restablecimiento de la

capacidad de las células infectadas para replicar DNA.

Rutas de muerte celular programada. La expresion transitoria de
algunas proteinas virales, como Rep, V2 y NSP pueden provocar la muerte
celular (Hussain et al., 2005; Amin et al., 2011; Luna et al., 2012). La unién
de Rep a RBR puede disparar la muerte celular en células maduras del
hospedador (Jordan et al., 2007), pero no se sabe como la inducen V2 o NSP.
Se ha demostrado que C2 bloquea la muerte celular inducida por V2 y NSP
(Mubin et al., 2010), pero esta proteina también se ha asociado con la
aparicion de sintomas severos y muerte celular (Luna et al., 2012; Trinks et

al., 2005). Estos resultados contradictorios podrian reflejar diferencias entre
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distintas especies virales y/o limitaciones de los ensayos de expresion
transitoria usados para caracterizar las proteinas virales de forma
individual, fuera de un proceso infectivo. Generalmente, las plantas
infectadas no presentan evidencias fenotipicas de senescencia o muerte
celular localizada (Nagar et al., 1995), aunque durante la infeccién se induce
la expresion de muchos genes del hospedador asociados con la muerte

celular (Ascencio-Ibanez et al., 2008).

Rutas de la ubiquitinacion y similares a la
ubiquitinacion.

La modificacion de proteinas mediante la unién covalente de
pequenos péptidos como ubiquitina (Ub) o similares a ella como SUMO
(small ubiquitin-like modifier) son eventos post-traduccionales que modulan
la funcién de las proteinas y que regulan numerosos procesos de la planta,
incluidos el desarrollo, el ciclo celular y las respuestas a estreses bidticos y
abioticos (Marino et al., 2012; Castro et al., 2012). Estos péptidos se unen
covalentemente a un residuo de lisina en la proteina diana a través de una
cascada enzimatica que comprende una enzima activadora E1, una enzima
conjugadora E2 y una ligasa E3 que se une al sustrato y confiere
especificidad. La poliubiquitinacion marca a las proteinas para su
degradaciéon en el proteosoma, mientras que la monoubiquitinacién o la
sumoilacién pueden alterar las actividades de las proteinas, su localizacién
y/o sus interactores. Estas rutas de regulacion post-traduccional juegan un
papel muy relevante en la respuesta a estreses tanto bidticos como abidticos
por lo que son una de las dianas prioritarias de los muchos patdgenos
incluidos los virus (Alcaide-Loridan y Jupin, 2012).

Los geminivirus utilizan las maquinarias de ubiquitinacién y la
sumoilacién para llevar a cabo la infeccién. Asi, la reduccién en la expresion
de UBA1 (ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1), de componentes o
reguladores de las ligasas de ubiquitina como: RHF2A, SKP2 (S-phase
kinase-associated protein 2) o COP9 signalosome 3 (CSN3) o de la enzima

E2 conjugadora de SUMO (SCE1, SUMO conjugating enzyme) afecta

32



negativamente a la infeccién (Lozano-Duran et al., 2011; Castillo et al.,
2004). Se han descrito interacciones entre las proteinas de geminivirus y
componentes de estas rutas. La proteina BCl se une a la enzima E2
conjugadora de ubiquitina 3 (UBC3) de Solanum lycopersicum, reduciendo
la acumulacién global de proteinas poliubiquitinadas y causando fuertes
sintomas (Eini et al., 2009; Bachmair et al., 1990). La proteina C2
Iinteracciona e interfiere con el complejo CSN, complejo que controla el
funcionamiento de la las ligasas E3 que contiene culinas (SCF) (Lozano-
Duran et al., 2011). Dado que estas ligasas SCF son reguladores clave en
muchos procesos celulares, la capacidad de los geminivirus para secuestrar
estos complejos, representa una poderosa estrategia para modular las
funciones del hospedador. De acuerdo con esto, la sobreexpresiéon de C2
altera varias respuestas hormonales reguladas por las ligasas (Lozano-
Duran et al., 2011).

Se ha propuesto que las proteinas C4 de algunos curtovirus y
begomovirus podrian inducir la proliferacién celular en la planta mediante
la activacién de la expresion de una proteina RKP (RING finger protein) del
hospedador que marcan los inhibidores de quinasas de ciclinas para su
degradacion en el proteosoma (Lai et al., 2009).

Rep interacciona con SCE1, la enzima conjugadora de SUMO E2 de
N. benthamiana (Castillo et al., 2004). El silenciamiento de SCE1l o la
alteracién de la interacciéon Rep-SCE1 reduce la acumulacion de DNA viral,
sugiriendo que esta interaccion es esencial para la replicacion viral
(Sanchez-Duran et al. 2011; Castillo et al., 2004). La expresion transitoria
de Rep modifica el estado de sumoilacién de determinadas proteinas que
podrian estar implicadas en la replicaciéon viral (Sanchez-Duran et al.,
2011). Este tema se tratara mas en profundidad a lo largo del capitulo 1 de

la presente tesis doctoral.
Rutas de silenciamiento en plantas.

El silenciamiento del RNA es una respuesta de defensa adaptativa

que usa siRNAs (small interfering RNAs) como defensa frente a virus y
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transposones. En respuesta, los virus suprimen este sistema mediante el
uso de proteinas antisilenciamiento denominadas VSRs (viral suppressors of
RNA silencing), que interfiere en varios pasos de la respuesta de

silenciamiento.

Induccion de los geminivirus de la respuesta de defensa del
silenciamiento. Todas las rutas de silenciamiento implican el corte de
moléculas de dsRNA (double stranded RNA) en siRNAs mediado por los
enzimas DCLs (Dicer-like proteins). Diferentes DCLs se localizan en
distintas compartimentos celulares. En el nicleo, DCL3 produce siRNAs de
24 nucleétidos que se unen a la proteina AGO4 (ARGONAUTE4) sirviendo
de guia para la metilacion del DNA. Esta metilacién que interfiere con la
expresion de genes es denominada silenciamiento génico transcripcional
(TGS, transcriptional gene silencing). En el silenciamiento post-
transcripcional (PTGS post-transcriptional gene silencing), los mRNAs son
las dianas de RISC (RNA-induced silencing complex) para su degradacién o
arresto traduccional. Las versiones mas activas de RISC contra los virus de
plantas contienen las proteinas AGO1l y AGO2, que estan cargadas con
siRNAs de 21 y 22 nucleétidos generados por DCL4 o DCL2 respectivamente
(Garcia-Ruiz et al., 2010; Wang et al., 2011; Bologna y Voinnet 2014).

Al contrario que en el caso de los virus de RNA, las infecciones por
geminivirus se asocian con la acumulacién de siRNAs de 24 nucleétidos
(Akbergenov et al., 2006) que provocan la metilacién del DNA de su genoma.
La metilacion del DNA viral puede darse a lo largo de todo el genoma,
aunque la distribucion varia en diferentes combinaciones de virus y
hospedadores (Akbergenov et al., 2006; Rodriguez-Negrete et al., 2009; Yang
et al., 2011; Aregger et al., 2012). En dos de los analisis realizados los
perfiles de siRNAs localizan a los de 24 nucleétidos principalmente en la
regién intergénica, que contiene los promotores (Blevins et al., 2006;
Akbergenov et al., 2006), pero en otros casos, los siRNA que se acumulan,
proceden mayoritariamente de las regiones codificantes (Rodriguez-Negrete

et al., 2009). La metilacion in vitro de los replicones virales antes de su
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introduccién en células vegetales reduce la acumulacién de DNA viral de 5 a
20 veces con respecto al no metilado, aunque finalmente, termina
produciendo una poblacién de DNA no metilada (Brough et al., 1992). En
hojas infectadas, sélo se metilan los DNAs virales lineales heterogéneos, que
representan replicacion viral no productiva (Paprotka et al., 2011). Asi, los
geminivirus podrian escapar a la metilaciéon “resucitando” DNA no metilado
durante la replicacion viral y/o a través de la accion de sus supresores de
silenciamiento, inhibiendo la ruta de metilacion del hospedador.

Varias de las proteinas de geminivirus son capaces de suprimir el
silenciamiento interfiriendo en el ciclo del metilo de la planta. La proteina
C2 de begomovirus interacciona e inactiva la adenosina kinasa (ADK) del
hospedador, que es necesaria para la sintesis de S-adenosil metionina
(SAM) (Wang et al., 2005). La C2 de curtovirus también interacciona con
SAMDC1 para promover la descarboxilacion de la S-adenosil metionina
(Zhang et al., 2011). La inactivaciéon de la ADK y la estabilizacién de la
SAMDC1 afectan al ciclo del metilo, lo que resulta en una reduccién de la
metilacion del DNA y en la supresiéon del TGS. BC1 interacciona con la S-
adenosil homocisteina hidrolasa (SAHH), una enzima del ciclo del metilo
que también es necesaria para el TGS (Yang et al., 2011). Ademas de los
supresores virales del silenciamiento que afectan al ciclo del metilo, Rep y
C4 suprimen la expresiéon de la DNA metil-transferasal (MET1) y de la
cromometilasa 3 (CMT3) (Rodriguez-Negrete et al., 2009), lo que podria ser
necesario para generar moldes de DNA viral libres de metilacién en una

célula con las rutas de silenciamiento activadas.

El papel de las RDRs en las infeciones por geminivirus. Los
siRNAs secundarios, que son producidos por las RNA polimerasas
dependientes de RNA (RDRs) amplifican la respuesta de silenciamiento y
tienen un papel crucial en la defensa contra virus de RNA (Garcia-Ruiz et
al., 2010; Wang et al., 2011; Donaire et al., 2008). Estos siRNA también
estan implicados en el silenciamiento a larga distancia (Liang et al., 2012;

Brosnan y Voinnet, 2011) que se mueve por delante de la diseminacién del
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virus y podria ser importante para la metilacién asociada a recuperacion.
RDR2 es necesaria para la producciéon de dsRNAs nucleares que son
cortados por DCL3 en siRNAs de 24 nucleétidos, mientras que RDR6 esta
asociada con DCL4 y siRNAs de 21 nucleétidos. RDR6 es reclutada por
RNAs aberrantes a través de la accion de SGS3 (suppressor of gene
silencing 3), una proteina que es Unica en plantas y que se une a dsRNAs
con extremos 5” protuberantes (Fukunaga y Doudna, 2009).

Los siRNAs, primarios que se producen directamente desde los
dsRNAs en ausencia de una RNA polimerasa dependiente de RNA (RDR
polimerase) codificada por el hospedador, constituyen la mayoria de los
siRNAs en la infeccién por geminivirus (Aregger et al., 2012). Aun asi, la
mutaciéon de una las RDR, RDRG6, lleva a modestos incrementos en la
acumulacion de DNA viral, sugiriendo que los siRNAs secundarios también
son importantes (Blevins et al., 2006; Aregger et al., 2012; Muangsan et al.,
2004). El supresor viral del silenciamiento V2 compite con SGS3 para evitar
la unién con RDR6 (Fukunaga y Doudna, 2009; Glick et al., 2008).
Mutaciones en RDR6, SGS3 o DCL4 causan incrementos modestos en la
acumulacion de DNA viral durante la infeccion de geminivirus que pueden
escapar de las células floematicas e invadir células del meséfilo y de la
epidermis en hojas infectadas (Blevins et al., 2006; Aregger et al., 2012;
Muangsan et al., 2004). Esto sugiere la amplificacion de los siRNAs no
afectan a los geminivirus en el tejido vascular (Brosnan y Voinnet, 2011).

El primer gen de resistencia a geminivirus en ser clonado, TYI,
codifica una RDR de tomate con homologia con RDR3, RDR4 y RDR5 de A.
thaliana (Verlaan et al., 2013). Aunque las RDRs estan conservadas en
todas las plantas su funcién es desconocida. Como 7TYI no confiere
resistencia a los virus de RNA, se ha propuesto que su actividad RDR es
necesaria para la metilaciéon del DNA (Verlaan et al., 2013). El locus de T'Y1
contiene un polimorfismo que incrementa la expresion de RDR (Verlaan et
al., 2013), sugiriendo que algun tipo de siRNA secundario, o de dsRNA, es
importante para la atenuacién de los sintomas y la reducciéon en la

acumulacién de DNA viral.
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CAPITULO 1

ANALISIS DE LA
INTERFERENCIA DE REP
EN LA SUMOILACION DE

PCNA






1.1 INTRODUCCION.

Las modificaciones post-traduccionales anaden diversidad al
proteoma, alterando la funcién o actividad de las proteinas e introduciendo
nuevos niveles de complejidad funcional. Estas modificaciones son
esenciales para el funcionamiento de los seres vivos, sobre todo en las
respuestas fisioldgicas que deben ocurrir rapida y reversiblemente, como es
el caso de la adaptacion a cambios ambientales o la respuesta a patdgenos.
Estas modificaciones consisten en la adicién a las proteinas diana de
radicales (fosfatos, metilo, acetilo) o de pequenas moléculas (lipidos,
azucares o péptidos). El mas conocido de los péptidos modificadores es la
ubiquitina. No obstante, en los ultimos anos se han descrito un amplio
grupo de péptidos similares en estructura a la ubiquitina, o UBL (Ub like
modifiers), que se unen covalentemente a las proteinas diana mediante
maquinarias de conjugacion similares a la utilizada en la ubiquitinacion.
Entre estos sistemas de modificaciéon por adicion de UBL destaca la
sumoilacién, que esta presente en todos los organismos eucariotas incluidas

las plantas.

1.1.1 Sumoilacidn.

La sumoilacién consiste en la unién covalente y reversible de SUMO
(Small Ubiquitin-like MOdifier) a una lisina de una proteina diana (Figura
1.1). Esta uniéon se cataliza mediante una cascada enzimatica analoga a la
de la ubiquitinacién. Ademas existen proteasas especificas que revierten la
modificacién. La mayor parte de las proteinas que se sumoilan estan
sometidas a un ciclo rapido de sumoilaciéon y desumoilacién, que en general
mantiene unos niveles bajos de proteina sumoilada. No obstante, el
porcentaje de proteina sumoilada puede cambiar drasticamente como
respuesta a estimulos internos o externos. Las consecuencias de la
sumoilacién dependen de cada proteina, pero en general conllevan cambios
en las caracteristicas de interaccion de las proteinas dianas con otras

macromoléculas incluyendo DNA, RNA u otras proteinas. Debido a que

45



tanto ubiquitinacion como sumoilaciéon comparten los residuos de lisina
como diana, en un principio se las senalé como procesos antagoénicos, pero
esta vision ha ido evolucionando y volviéndose mas compleja con el tiempo,
ya que en algunos casos, las cadenas de SUMO reclutan a las ligasas de

ubiquitina (Geoffroy y Hay 2009).

El péptido SUMO.

La familia de los SUMOs esta formada por péptidos de 100 a 108
aminoacidos de longitud estructuralmente similares a la ubiquitina. Todos
los organismos eucariotas expresan al menos un péptido de SUMO. En el
genoma de levaduras, Chaenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster
s6lo se ha identificado un gen que codifica SUMO. Por el contrario, otros
genomas de eucariotas, incluidos vertebrados y plantas, contienen varios
genes para expresar SUMO. En mamiferos, se conocen cuatro paralogos
nombrados como SUMO1, SUMO2 (Smt3A), SUMO3 (Smt3B) y SUMOA4.
Aunque se han detectado mRNA de los cuatro, in vivo sb6lo se han
1dentificado conjugados de los tres primeros. SUMO2 y SUMO3 son
1dénticos a excepcion de los tres dltimos aminoacidos, por lo que a menudo
son referidos como SUMOZ2/3 y comparten un 47% de identidad de secuencia
con SUMOL1. La expresion de SUMOZ2/3 se induce por distintos estreses, al
contrario que SUMO1, que no es inducible (Bohren et al., 2004; Johnson,
2004; Saitoh y Hinchey, 2000). Se ha descrito que este ultimo, forma
cadenas en ensayos in vitro, pero este resultado no se han encontrado in vivo,
al contrario de lo que ocurre con SUMOZ2/3, para cuyas cadenas, parece que
SUMO1 podria actuar como terminador (Matic et al., 2008). Esta diferencia
en la formacién de polimeros se debe a la presencia en SUMOZ2/3 de una
secuencia consenso de sumoilacion, (de la que se hablara en detalle mas
adelante) que esta ausente en SUMO1.

El primer SUMO de plantas fue aislado en tomate, como interactor de
EIX (ethilene-inducing xylanase), del hongo Trichoderma viridae (Hanania et
al., 1999). El genoma de Arabidopsis thaliana contiene 9 paralogos del gen
(AtSUM1-AtSUM9) (Novatchkova et al., 2004). AtSUM-9 es un pseudogén

46



que no codifica la proteina completa. AtSUM-1 y AtSUM-2, AtSUM-4 y
AtSUM-6 y, AtSUM-7 y AtSUM-8 son muy similares, mientras que el grado
de homologia con AtSUM-5 y AtSUM-3 es menor. S6lo se han detectado
transcritos de AtSUM-1, AtSUM-2, AtSUM-3 y AtSUM-5. In vivo se han
detectado conjugados de AtSUM1/2, (Kurepa et al., 2003; Lois et al., 2003;
Murtas et al., 2003), y AtSUM-3 (Kurepa et al., 2003) tanto en el nucleo
como en el citoplasma. Para poder detectar los conjugados de AtSUM-5 ha
sido necesario sobreexpresar una version etiquetada de la proteina
(Novatchkova et al., 2004). La acumulacién de los conjugados de AtSUM1/2,
pero no los de AtSUMOS3, se incrementa con tratamientos de estrés por
choque térmico, H202, etanol o adiciéon del aminoacido no proteinogénico
canavanina (Kurepa et al., 2003).

AtSUMO1/2 tienen patrones de expresién similares entre si pero
diferentes al de AtSUMO3 (van den Burg y Takken, 2010). AtSUMO1/2
estan implicados en el desarrollo de la planta, en la transicion floral y en la
supresion de la respuesta a acido salicilico en plantas sanas. AtSUMOS3 se
sobreexpresa en respuesta a patdgenos y parece estar implicado en la
respuesta a acido salicilico (van den Burg y Takken, 2010). Los cuatro
SUMOs en los que se ha detectado su expresion en Arabidopsis tiene
ademas diferentes afinidades por la proteina conjugadora del sistema de
sumoilacién AtSCE1 (Sumo conjugating enzyme). AtSUMO1/2 se unen mas
facilmente a AtSCE1 que AtSUM3 y AtSUMS5 (Castano-Miquel et al., 2011).

La sumoilacién es un proceso esencial para la mayor parte de los
organismos con la notable excepcion de la levadura Schizosaccharomyces
pombe (Ho y Watts, 2003) y el hongo Aspergilus nidulans (Wong et al., 2008)
en los que los mutantes nulos de SUMO son viables, aunque muestran
alteraciones importantes en su crecimiento. En los organismos que tienen
varios SUMOs la viabilidad de los mutantes simples de cada uno depende de
la capacidad de complementacién de los otros. Asi, en Arabidopsis, la
ausencia de AtSUMO1 o AtSUMO2 no altera el fenotipo de las plantas, pero
el mutante doble AtSUMO1/2 no es viable (Saracco et al., 2007).
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Figura 1.1: El ciclo de la sumoilacién. SUMO es sintetizado como un precursor (1)
que debe ser procesado por proteasas especificas (2) para poder ser funcional (3). El
SUMO maduro se une a SAE, que lo activa (4) y lo transfiere a SCE1 (5). Esta lo une
covalentemente a lisinas diana especificas, a las que accede mediante interaccién
directa de la diana con SCE1l (6), de SUMO con un SIM de la diana (7) o con la
mediacién de una ligasa E3 de SUMO (8), para generar el producto sumoilado (9).
Este es un proceso reversible, ya que los productos sumoilados pueden ser procesados
por proteasas especificas de SUMO (10) liberando la diana sin modificar y el SUMO
libre (3).
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Maduracion.

Como en el caso de la ubiquitina, los SUMOs se sintetizan como
precursores inmaduros. Para obtener la forma madura, una familia de
proteasas denominadas SEMP (sentrin/SUMO-specific protease) catalizan la
proteolisis de un pequeno péptido en extremo carboxilo terminal del
precursor (Johnson y Blobel, 1997) tras un residuo de glicina muy
conservado. Esta proteolisis deja expuesto un motivo Gly-Gly en el extremo
carboxilo por el que SUMO se une covalentemente a la lisina de la proteina
diana. Mientras que en la mayor parte de los SUMOs de plantas, animales y
hongos el motivo Gly-Gly esta conservado, los SUMOs 4, 6 y 7 de
Arabidopsis tienen una sustitucion en la pentltima posicion. AtSUM-7 tiene
Ala-Gly y los AtSUM-4 y AtSUM-6 tienen Ser-Gly. Cuando se muta esta
posicion de AtSUM1 a Ala-Gly, el SUMO sintetizado no puede ser procesado
(Murtas et al., 2003), pero si se sobreexpresa ya procesado, si es capaz de

formar conjugados (Novatchkova et al., 2004).

El ciclo de la sumoilacion.
El ciclo de la sumoilacién consta de tres fases, activacién, conjugacion
y desumoilacion, en las que participan enzimas especificas, cuyo niumero es

menor que en la ubiquitinacion (Figura 1.1).

Activacion.

La fase de activacion es catalizada por la enzima E1 o SAE (SUMO
Activating Enzyme), formada por dos subunidades: SAE1 y SAE2. En
Arabidopsis, la mayor, AtSAEZ2, esta codificada por un gen de copia tunica,
mientras que para AtSAE1l existen dos genes AtSAEla y SAElb. La
activacion de SUMO consiste en dos pasos enzimaticos. En primer lugar, la
unién del residuo de glicina de su extremo carboxilo a una molécula de ATP
para formar un acil-adenilato (AMP-SUMO). El siguiente es la unién de la
glicina de SUMO a una cisteina en SAE2 a través de la formaciéon de un

enlace tioester y liberando AMP.
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Conjugacion.

Tras la activacion, SAE transfiere SUMO a la enzima conjugadora,
SCE1 o E2 (también conocida como UBC9) a la que se une mediante un
enlace tioester a un residuo de cisteina. Seguidamente SCE1l transfiere
SUMO a la proteina diana, formandose un enlace isopeptidico entre la
glicina del extremo carboxilo de SUMO y el grupo g-amino de un residuo de
lisina. La transferencia de SUMO a la proteina diana se puede realizar por
reconocimiento y unién entre SCE1 y la proteina que se va a modificar, o
requerir, como en la ubiquitinacion, de una tercera enzima, la ligasa o E3.
El genoma de Arabidopsis, al igual que de todos los organismos eucariéticos,
AtSCE1 es codificada por un unico gen.

Existe una secuencia consenso de sumoilaciéon, YKXE/D, donde Y es
un residuo hidrofébico alifatico, X puede ser cualquier residuo. Esta
secuencia debe localizarse en una zona accesible de la proteina (Bernier-
Villamor et al., 2002). Ademas de la sumoilacién en los sitios consenso,
SUMO puede unirse a lisinas localizadas en secuencias no candnicas.

Hasta la fecha se han descrito tres tipos de ligasas de SUMO en
animales y hongos:

(1) El grupo de las ligasas SP-RING (con miembros representativos

como SIZ1 y NFI1/SIZ2 de Sacharomyces cerevisiae y la familia
PIAS de animales), usan un dominio RING-like (similar al
dominio RING del mayor grupo de ligasas de ubiquitina) para
unirse al complejo SCE-SUMO (Johnson y Gupta, 2001); (Kahyo
et al., 2001). En Arabidopsis se ha encontrado dos ligasas SR-
RING implicadas en distintos procesos: AtSIZ1 y HPY2/MNS21
(Ishida et al., 2012). La pérdida de funcién de AtSIZ1 conlleva una
reduccion en el tamano de la planta, inducciéon de la respuesta
inmune mediada por acido salicilico, floracién temprana en dia
corto e hipersensibilidad a frio y a condiciones limitantes de
fosforo. También se ha descrito que AtSIZ1 esta implicado en la
acumulacion de conjugados de SUMO1/2 en respuesta a choque

térmico (Saracco et al., 2007). La otra ligasa de SUMO descrita en
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Arabidopsis, MMS21 (methyl methanesulfonate sensitive 21),
también conocida como HPY2 (High ploidy 2) esta implicada en
proliferacién celular, y mantenimiento del meristemo radicular
(Huang et al., 2009; Ishida et al., 2009). Ademas, en Arabidopsis
se han identificado otras dos proteinas que contienen dominios
SP-RING: PIAL1 y PIAL2 (Tomanov et al., 2014). Los analisis de
expresion in silico indican que PIALI se induce por estrés. Se han
1dentificado homoélogos a los dos tipos de ligasas en otras especies
de plantas como tomate, arroz, uva, chopo o sorgo (Novatchkova et
al., 2012).

(11) Ligasas de tipo RanBP2 (Ran-binding protein 2; Pichler et al.,

2002). Este tipo de ligasas esta probablemente restringido a
vertebrados porque su sustrato mas prominente, RanGAP1, no se
sumoila en hongos ni plantas, ya que la proteina carece del
dominio aceptor de SUMO (Rose y Meier, 2001).

(111) Ligasas de tipo Policomb. Entre ellas se encuentra un miembro de

la familia Policomb, Pc2 (Kagey et al., 2003). Es dificil identificar

candidatos a ligasas de este tipo en Arabidopsis, ya que no se
dispone de una descripciéon precisa del dominio o dominios

implicados en la sumoilacion.

Mecanismos implicados en la especificidad de la sumoilacion.
Se han propuesto tres mecanismos no excluyentes para la seleccion
del residuo de lisina que se va a sumoilar (Figura 1.1):

(1) La lisina se localiza en un motivo que es reconocido directamente
por SCE1 (dominio consenso de sumoilacion).

(1) La proteina diana tiene motivo SIM (SUMO interacting motif) que
permite que SUMO se transfiera a un residuo de lisina cercano

(111) La ligasa K3 determina el residuo que se sumoila por la
orientacion especifica de su interaccién con SCE1l y la proteina

diana.
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Desumoilacion.

Las proteasas de SUMO son responsable tanto en la maduracion de
SUMO, como de la desumoilacién de las proteinas sumoiladas. Aunque la
maduraciéon de SUMO es un paso esencial para el funcionamiento de la
ruta, no existen evidencias de que sea un factor limitante o que este
sometido a regulacion. Por el contrario, el nivel de desumoilacion es clave
para determinar la fraccién sumoilada de una proteina.

Todas las proteasas de SUMO caracterizadas hasta la fecha se
clasifican como cistein-proteasas (Li y Hochstrasser, 1999). La primera
proteasa se identific6 en una busqueda de mutantes alterados en el ciclo
celular (i y Hochstrasser, 1999). Posteriormente en mamiferos se
1dentificaron por homologia otras proteasas que se denominan SENPs. En S.
cerevisiae existen dos proteasas (Ulpl y Ulp2) mientras que en mamiferos se
han identificado hasta seis (SENP1, -2, -3, -5, -6 y -7). En Arabidopsis se
han encontrado siete proteasas especificas de SUMO: ESD4,
AtULP1a/ELS1, AtULP1d/OST1, AtULP1c¢/OST2, AtULP1b, AtULP2a y
AtULP2b, aunque sé6lo las cuatro primeras han sido caracterizadas. Las
proteasas difieren en su actividad relativa para activar SUMO o desumoilar
proteinas y en su preferencia por el paralogo de SUMO (Hickey et al., 2012).

ESD4 y AtULPlc/d se localizan en el nucleo (Conti et al., 2008;
Murtas et al., 2003). ESD4 (early in short days 4) se identificé a partir de un
mutante con floracién temprana y desarrollo anormal de los tallos y flores
(Murtas et al., 2003). Los mutantes simples de AtULP1d y AtULP1c (ots1-1
y ots2-1) son similares a la plantas silvestres, pero el doble mutante ostI-1
ost2-1 presenta floracién temprana y mayor sensibilidad a estrés salino. La
sobreexpresiéon de AtULP1d produce una mayor tolerancia a sal (Conti et
al., 2008). ULP1a tiene actividad proteasa de SUMO y sorprendentemente
muestra una localizacion citosolica, asociada a membrana (Hermkes et al.,
2011). Ensayos in vitro mostraron que las cuatro proteasas son capaces de
procesar los conjugados de AtSUMO1/2, mientras que sélo ULPla actua
sobre los conjugados de AtSUMOS3. Ninguna de las proteasas analizadas fue

capaz de desumoilar proteinas modificadas con AtSUMOS5 (Chosed et al.,
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2006). Las cuatro proteasas son capaces de producir AtSUMO1/2 maduro,
pero ninguna es capaz de procesar los precursores de AtSUMOS3 ni de

AtSUMOS5 (Colby et al., 2006).

Funciones de SUMO en plantas.

La sumoilaciéon en plantas esta implicada en numerosos procesos
celulares incluyendo respuesta a stress abidtico y bidtico, el desarrollo y el
crecimiento. Existen numerosas y exhaustivas revisiones sobre el tema, pero
aqui nos centraremos principalmente en la respuesta a estrés de origen

bidtico.

Respuesta a estrés abiotico.

La acumulacién de proteinas sumoiladas en condiciones de estrés es
un fenémeno general en lo organismos eucariéticos (Golebiowski et al., 2009;
Zhou et al., 2004; Kurepa et al., 2003). En plantas se ha descrito este
aumento en respuesta a choque térmico (Kurepa et al., 2003; Miura et al.,
2005; Yoo et al., 2006; Cheong et al., 2009; Saracco et al., 2007; van den
Burg et al., 2010), frio Miura et al., 2007); sequia (Catala et al., 2007),
estrés salino (Conti et al., 2008), presencia excesiva de cobre (Chen et al.,
2011), H202, etanol o canavanina (Kurepa et al., 2003). El incremento de
proteinas sumoiladas correlaciona con una disminucién en la cantidad de
SUMO libre y con la duraciéon del estrés (Kurepa et al., 2003; Miller y
Vierstra, 2011). Cuando el estimulo cesa, los niveles de conjugados de
SUMO disminuyen muy rapidamente (Golebiowski et al., 2009; Kurepa, et
al.,2003).

Respuestas a estreses bioticos.

La sumoilacion juega un papel relevante en la interaccion planta-
patégeno. Como se menciona anteriormente, el SUMO de tomate fue aislado
por interaccionar con el efector fingico EIX. La sobreexpresion de SUMO de
tomate en tabaco suprime la muerte celular y la producciéon de etileno

inducida por EIX (Hanania et al., 1999). Posteriormente, se han obtenido
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otros resultados que confirman la importancia que tiene la sumoilacién en la
Interaccion de la planta con bacterias y virus. Los mutantes de la ligasa
AtSizl presentan una expresién constitutiva de genes de respuesta a
patogenos, lo que les confiere mayor resistencia a la bacteria Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000. Esta resistencia se pierde cuando se expresa
NahG, lo que sugiere que la resistencia conferida por la falta de funciéon de
la ligasa se debe a un aumento en los niveles de SA (Lee et al., 2007). La
activacion de genes de defensa dependientes de SA que se produce en
plantas transgénicas que sobreexpresan AtSUMO1 o AtSUMO2 hace que
tengan menor sensibilidad a la infeccién por P. syringae. Curiosamente el
tratamiento con Flg22 incrementa rapidamente y de forma dependiente de
SA los niveles de transcrito de AtSUMO3, pero no los de AtSUMO1/2 (van
den Burg et al., 2010).

La importancia de la sumoilacion en la interaccion planta-bacteria se
pone de manifiesto con la identificacién de efectores bacterianos de
virulencia (XopD, AvrBsT o AvrXV4) que funcionan como proteasas de
SUMO. XopD es un efector de Xanthomonas euvesicatoria que posee
actividad proteasa especifica de SUMO en tomate y Arabidopsis (Chosed et
al., 2006; Hotson et al., 2003) y es capaz de desumoilar algunas proteinas de
plantas (Chosed et al., 2006; Colby et al., 2006; Hotson et al., 2003; Roden et
al., 2004). Proteina homologas a XopD capaces de procesar los pre-SUMOs
existen en otras especies de Xanthomonas, Acidovorax, y Pseudomonas
(Canonne et al., 2010; Kim et al., 2011). XopD contiene un dominio de unién
no especifica a DNA, dos dominios ERA tipicos de supresores de la
transcripcion inducida por estrés y un dominio de proteasa de SUMO en su
extremo C-terminal. La naturaleza de estos dominios sugiere que XhoD
reprime la transcripcién durante la infeccion bacteriana. En este sentido se
ha comprobado que XopD reprime la produccién y la expresiéon dependiente
de SA (Hotson y Mudgett, 2004; Kim et al., 2008). En un trabajo publicado
recientemente se demuestra que XopD funciona como un factor de tolerancia

en X. euvesicatoria interfiriendo con la producciéon y las respuestas de
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defensa mediada por etileno (ET) interaccionando con el factor de
transcripcion SIERF4 (Kim et al., 2013).

El factor de avirulencia AvrBsT de X. campestris pv. campestris, un
homélogo de Yopd (un factor de virulencia de Yersinia pestis), contiene
también una la triada catalitica (H/G/C) tipica de proteasas de SUMO.
Mientras que AvrBsT silvestre induce una respuesta de hipersensibilidad
(HR) en hojas de N. benthamiana, el mutante en el centro activo no es capaz
de provocar HR (Orth et al., 2000). Otro factor de virulencia, AvrXV4, de X.
campestris puv. vesicatoria 4, tiene actividad proteasa especifica de SUMO.
Como en el caso de AvrBsT, la mutacion del centro catalitico de AvrXV4

tiene como resultado la supresion de la HR en tabaco (Roden et al., 2004).

Sumoilacion y virus.

La mayor parte de la informacién sobre la interferencia de los virus
con el sistema de sumoilacién provienen de trabajos realizados con virus de
animales (Everett et al., 2013; Alvisi y Palu, 2013; Wimmer et al., 2012;
Wang et al., 2012). De forma resumida, los virus utilizan dos mecanismos
para interaccionar con el proceso de sumoilaciéon (Figura 1.2): (1) la
interaccion fisica de proteinas del virus con proteinas del sistema o con
proteinas sumoiladas del hospedador generalmente a través de dominios
SIM (Tabla 1.1 y 1.2) o (i1) la presencia de actividad de enzimas de la ruta,
principalmente ligasas, en algunas de la proteinas virales (Tabla 1.3). Como
consecuencia de esta interaccion entre virus y el sistema de sumoilacion se
puede producir la sumoilacién de proteinas virales (Tabla 1.4) y/o la
alteraciéon general o especifica de la sumoilacion de las proteinas del
hospedador.

Los virus, principalmente los de DNA, explotan la sumoilaciéon para
llevar a cabo pasos clave de su vida intracelular, por ejemplo la
transcripcion de genes virales o el ensamblado de los viriones, y/o para crear
las condiciones apropiadas en el hospedador inhibiendo la respuesta inmune
o alterando la regulacion del ciclo celular. Es remarcable que un tnico virus

puede explotar la ruta de sumoilacion a través de varias proteinas, o que
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una Unica proteina viral pueda interaccionar con SUMO usando varios
mecanismos, quizas para promover también diferentes pasos de la infeccién
viral. Asi mismo, llama la atencién que la inmensa mayoria de las proteinas
viricas que interaccionan con el sistema de sumoilaciéon se expresan en los
primeros estadios de la infeccidn, sugiriendo un papel crucial para SUMO en
la defensa contra la infeccién viral. En este apartado se muestran algunos

ejemplos de estas interacciones en sistemas animales.

Figura 1.2: Efectos de la interaccion de virus y el sistema de sumoilacion.

Alteracion general del sumoiloma mediado por la proteina
Gaml. Un sello caracteristico de las infecciones virales es incrementar los
niveles de transcripcion del hospedador para mantener la replicacion viral.
La proteina Gaml es un gen de expresion temprana del adenovirus CELO
(Chicken embryo lethal orphan virus) que tiene la capacidad de inhibir la
sumoilacién de forma global por medio de su interaccién y subsecuente

degradacién del heterodimero SAE1 y SAE2 (Boggio et al., 2004; Boggio et
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al., 2007). Ya que la sumoilacion de muchos factores de transcripcién
reprime su actividad, el descenso generalizado de la conjugaciéon de SUMO
provocada por Gaml, podria promover el incremento generalizado de la
actividad transcripcional para facilitar la replicacion del virus. Gaml
también interfiere con la sumoilacién de proteinas del hospedador, como la
deacetilasa de histonas HDAC1 (Colombo et al., 2002). Curiosamente, un
mutante AGam1 del virus CELO (Glotzer et al., 2000) sé6lo es infectivo si se
tratan las células hospedadoras con inhibidores de HDCA, lo que sugiriere

una interconexion entre la sumoilacion y la acetilacion (Chiocca et al., 2002).

Supresion del sistema inmune mediada por ICP0. Los
organismos pluricelulares disponen de dos vias candnicas de defensa frente
a los virus, la inmunidad innata y la inmunidad intrinseca. La resistencia
innata representa la primera linea de defensa intracelular. Esta resistencia
emplea los receptores de reconocimiento de patdgenos (PRR), tales como
TLRs (Toll-like receptors) y RLRs (RIG-I-like receptors). Estos sistemas de
reconocimiento estan asociados a rutas de senalizacion que inducen la
producciéon de moléculas antivirales. En vertebrados este tipo de respuesta
conlleva la expresiéon de interferones de tipo I (IFNs) y la expresién de
genes dependientes de IFN cuyos productos inhiben la infeccién durante sus
estadios iniciales. Por el contrario la inmunidad intrinseca se produce a
nivel celular y viene determinada por la expresion constitutiva de unas
proteinas especificas con actividad antiviral.

Entre las proteinas que confieren una resistencia intrinseca estan las
proteinas de la familia TRIM (tripartite motif) varias de las cuales tienen
actividad ligasa de ubiquitina o de UBLs. Una de estas proteinas TRIM,
denominada PML (Promyelocytic Leukemia Protein) esta implicada en la
formaciéon y mantenimiento de los PML nuclear bodies (PML-NB). Los PML-
NB son inclusiones nucleares de proteinas que juegan un papel muy
importante en la inmunidad intrinseca antiviral situados corriente abajo de

la respuesta antiviral mediada por INF (Everett y Chelbi-Alix, 2007).
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Tabla 1.1. Proteinas virales que interaccionan con las enzimas E1, E2 y/o E3.

Familia Virus Genoma Proteina Interactor Efecto Referencia
.. Descenso de los niveles de los conjugados (Boggio et al., 2004;
beEmomele CELO DNA Gaml ElyE2 de SUMO. Disgregacion de los PML-NB. Boggio et al., 2007).
HAdAV5 DNA E1A E2 (Ledl et al., 2005).
.. . ) (Kaukinen et al., 2003;
Bunyaviridae Hantavirus RNA NP E2y E3 Lee et al., 2003).
Coronaviridae SARS-CoV RNA N E2 - (Fan et &m om% %vow Lietal,
Filoviridae EBOV RNA VP35 E3 Induce la sumoilacion de IRF7 lo que (Chang et al., 2009).
reprime la transcripciéon de IFNB.
Flaviviridae DV2 RNA env E2 - (Chiu et al., 2007).
Herpesviridae HCMV DNA IE2 E2y E3 Dispersién de los PML-NB. (Ahn et al., 2001).
Bajan los niveles de PML sumoilado. Se .
EBV DNA Zta /Rta E2y E3 dispersan los PML-NB. (Li etal., 2012).
KSHV DNA K-bZip E2 Degradaciéon de PML. Disrupcién de los (Izumiya et al., 2005).
PML-NB.
. NS1/PB1/M
Orthomyxoviridae Influenza RNA P/M1/NS2 E2 - (Xu etal., 2011).
Papillomaviridae HPV DNA E1/E2 E2y E3 - (Yasugi et al., 1997).
Picornaviridae EV71 RNA 3C E2 - (Chen etal., 2011).
Retroviridae HIV-1 RNA gag/pb E2 - (Gurer et al., 2005).
HTLV RNA Tax E2 - (Kfoury et al., 2012).
Geminiviridae TGMV DNA Rep E2 - (Castillo et al., 2004).
Potiviridae TuMV RNA NIb E2 - (Xiong y Wang, 2013).
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Tabla 1.2. Proteinas virales que interaccionan con SUMO

Familia Virus Genoma Proteina Efecto Referencia
Marca para
- degradar PML y (Boutell et
Herpesviridae HSP1 DNA ICPO SP100 en el al, 2011).
proteosoma.
Marca para (Boutell et
degradar PML y al, 2011;
BHVI DNA BICPO SP100 en el Everett et
proteosoma. al., 2009).
Marca para (Boutell et
degradar PML y al, 2011;
EHVI DNA EICPO SP100 en el Everett et
proteosoma. al., 2009).
Marca para (Boutell et
Pseudorabies degradar PML y al., 2011;
virus DNA PICPO SP100 en el Everett et
proteosoma. al., 2009).
Sumoilacién de (Berndt et
IE2y al., 2009;
HCMV DNA IE2 transactivacion de L ’
1 romotor Kim et al.,
os promotores 2010).
virales.
Bajan los niveles
de PML (Lietal
EBV DNA Rta sumoilado. Se 2012).

dispersan los
PML-NB.

Tabla 1.3. Proteinas virales con actividad de una enzima del sistema de sumoilacion.

Familia Virus

Genoma Proteina Actividad

Diana Referencia

Adenoviridae HAdV5

HAdVS5

Herpesviridae KSHV

EBV

Poxviridae \AY

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

AVP

E1B-
S5K

K-bZip

LMP1

I7

Proteasa

Ligasa

Ligasa

Ligasa

Proteasa

(Lee y Hruby
- 1994; Lopez-
Otin, 1984).
(Muller y
Dobner 2008;
Pennella et al.,
2012).
(Chang et al.,,
2010 Izumiya et
al., 2005).
(Bentz et al.,
2012)
(Liy
Hochstrasser,
- 1999;
Mukhopadhyay
Dasso, 2007).

P53

P53, RB
y PML

IRF7

59



Tabla 1.4. Proteinas virales sumoiladas.

Familia Virus Genoma Proteina Referencia
Adenoviridae HAAV5 DNA  E1b-55K (Endtegggg‘;" 2001;
.. _ (Li et al., 2005; Li et
Coronaviridae SARS-Co RNA N al., 2006).
(Spengler et al., 2002;
.. Nevels et al., 2004;
Herpesviridae HCMV DNA IE1 / IE2 Berndt et al., 2009:
Kim et al., 2010).
Zta (Adamson y Kenney
(BZLF1) / 2001; Haegemier et al.,
EBV DNA Rta 2010; Murata et al.,
(BGLF4) 2010).
: (Gravel et al., 2002;
HHV-6 DNA 1E1 Gravel et al., 2004).
K-bZip / .
KSHV DNA LANAD (Izumiga et al., 2005).
NS1 /M / (Paletal, 2010;2011;
Orthomyxoviridae Influenza RNA PB1 / NP Wu etal, 2011; Xu et
/ NS2 al., 2011).

. . El1 /E2/ (Wuetal, 2007; 2008;
Papillomaviridae HPV DNA Lo 2009).
Paramixoviridae PIVS RNA P (Sun etal., 2011).

Picornaviridae EV71 RNA 3C (Chen etal., 2011).
Poxviridae A40R DNA E3L (Gonzélez-Santamaria
etal, 2011).
Retroviridae HIV-1 RNA 588 I/Np6 /" (Gurer etal, 2005).
HTLV-1 RNA Tax (Kfoury etal., 2011;

Lamsoul et al., 2005).

Durante fases tempranas de la infeccién, las células reclutan los
componentes de los PML nuclear bodies mediante la sumoilacion, entre
otras, de las dos proteinas que forman el nicleo de los PML nuclear bodies
(PML y SP100) (Cuchet-Lourenco et al., 2011). Los PML-NB se
desensamblan durante la mayor parte de las infecciones virales, lo que
sugiere que su dispersion puede ser una estrategia de los virus para evadir
el efecto del IFN (Everett y Chelbi-Alix, 2007). Los virus de DNA inducen la
dispersion de los PML-NB mediante el secuestro de la maquinaria de
sumoilacién. El ejemplo mas estudiado de esta interferencia es el cambio
que produce la proteina ICPO de HSV (Herpes simplex virus). 1CPO
desmonta los PML-NB al inducir la degradacion via proteosoma de la
proteina PML (Boutell y Everett, 2013; Hagglund y Roizman, 2004), y la
reduccion en la sumoilacion de SP100 (Everett et al., 2006). ICPO es una

STUbL (SUMO targeted ubiquitin ligases), una clase de ligasas de
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ubiquitina del grupo RING finger que contienen SIM (Uzunova et al., 2007).
De este modo, a través de estos dominios SIM, ICPO se une ademdas a
factores de transcripcién sumoilados en los PML-NB, que son degradados
via proteosoma. Este mecanismo de virulencia parece estar conservado en
otros alphaherpesvirus, ya que sus genomas codifican proteinas ortdlogas a
ICPO con dominios SIM, que afectan a la integridad de los PML-NB y
reducen los niveles de sumoilaciéon de proteinas del hospedador (Boutell et

al., 2011; Everett et al., 2009; Parkinson y Everett 2000; Wang et al., 2011).

Desregulacion del ciclo celular: el caso de EIB-55K y K.bZIP.
E1B-55K de HAAV5 (Human Adenovirus 5) es una proteina de expresion
temprana de un adenovirus que funciona como una K3 ligasa que conjuga
especificamente SUMO1, pero no SUMO2/3, a p53, inhibiendo su actividad
transcripcional (Pennella et al., 2012). La sumoilacién de p53, conlleva la
localizacion de la proteina en los PML-NB (Muller y Dobner, 2008) que
precede a su degradacion en el proteosoma (Liu et al., 2005). Ya que p53 es
uno de los principales reguladores del arresto del ciclo celular y la apoptosis,
la conjugacion de SUMO1 a pb53 puede ser un evento clave en la
transformacién oncogénica de células primarias inducida por los adenovirus.

Un caso similar es el de la proteina K.bZIP codificada por el virus
asociado con el sarcoma de Kaposi (Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus,
KSHYV). Esta proteina también muestra actividad E3 ligasa pero conjuga
preferentemente los paralogos SUMO2/3 a p53, lo que potencia su capacidad
de actuar como factor de transcripcion y provoca la detencion del
crecimiento por el bloqueo del ciclo celular en la fase G1 (Chang et al., 2010).
Este bloqueo promueve la replicacion viral y protege a la célula hospedadora

de la subsiguiente apoptosis (Flemington, 2001).

Sumoilacion y virus de plantas.
Hasta el momento sélo se ha identificado la interaccién de dos
proteinas de virus de plantas con el sistema de sumoilacién: la proteina NIb

del potivirus Turnip mosaic virus (TuMV) y la proteina Rep de begomovirus.
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En el caso de NIb, una RNA polimerasa dependiente de RNA, se ha descrito
que su interaccion con AtSCE1l provoca su sumoilacion y que el
establecimiento de la infeccién en la planta requiere tanto la interaccion
como la modificacion de la proteina viral (Xiong y Wang 2013). Asi mismo,
se ha descrito que interacciéon de la proteina Rep begomovirus con SCE1 de
Nicotiana benthamiana es necesaria para la replicacién del virus sin que se
detecte sumoilaciéon de la proteina viral (Castillo et al., 2004; Sanchez-

Duran et al., 2011).

Consecuencias de la interaccion de Rep con SCE1.

Ensayos de expresion transitoria de Rep en N. benthamiana sugieren
que Rep produce cambios especificos en la sumoilacion de algunas proteinas
de la planta, y no un cambio generalizado del sumoiloma como el descrito
para la proteina Gam de CELO (Sanchez-Duran et al., 2011; Boggio et al.,
2004; Boggio et al., 2007). Rep es una proteina multifuncional
imprescindible para la replicacion de los geminivirus capaz de interaccionar
con una plétora de proteinas de la planta. La tabla 1.5 resume las
Interacciones y actividades descritas para esta proteina. Entre las proteinas
que interaccionan con Rep destaca Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
(Castillo et al., 2003; Bagewadi et al., 2004), cuya sumoilacion ha sido
demostrada en varias especies de eucariotas incluida A. thaliana (Miller y
Vierstra, 2011; Elrouby y Coupland, 2010). PCNA es una proteina presente
en todos los eucariotas y en arqueas cuya secuencia estd muy conservada.
Funcionalmente, PCNA sirve de anclaje para enzimas que modifican y
replican el DNA, enzimas modificadoras de cromatina y enzimas implicadas
en sistemas de reparacién del DNA. Aunque se desconoce la importancia
biolégica de su interaccion con Rep, el hecho de que ésta esté implicada en el
reconocimiento del origen de replicacion del virus, que tenga actividad
helicasa y que introduzca un corte en una secuencia nucleotidica del virus
que sirve de senal para el inicio de la replicacion, sugiere que su interaccion
con PCNA debe jugar un papel clave para la generacién de nuevas copias del

genoma del virus.
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Tabla 1.5. Actividades de Rep de TGMV

Actividad Dominio Referencia
Interaccién con la IR 1-130 (Orozco y Hanley-Bowdoin, 1998).
Helicasa 1-130 (Laufs et al., 1995).
Endonucleasa 1-130 (Hoogstraten et al., 1996).
Dimerizaciéon 121-181 (Orozco et al., 2000).
Interaccién con SCE1 1-181 (Castillo et al., 2004).
Interaccién con Retinoblastoma 101-181 (Kong et al., 2000)
Interaccién con REn 101-180 (Settlage et al., 2005).
Interaccién con PCNA 134-183 (Bagewadi et al., 2004).

1.1.2 PCNA: estructura.

PCNA pertenece a la familia de las “sliding clamps”, que también
incluye la subunidad p de la DNA polimerasa III de Escherichia coli y la
proteina gp45 del fago T4, caracterizadas por tener una estructura de anillo
cerrado y ser capaces de deslizarse a lo largo de la molécula de DNA
(Stukenberg et al., 1991). La estructura del anillo de PCNA esta formada
por un homotrimero con un diametro interno de 3,4nm (Figura 1.3). En su
estructura se pueden diferenciar ademas dos caras, la frontal o C, de la que
sobresalen los extremos carboxilo de los mondémeros y la posterior o del lazo
(Krishna et al., 1994; Gulbis et al., 1996; Matsumiya et al., 2001; Strzalka et
al., 2009). Esto permite que las DNA polimerasas, que interaccionan con el
lado posterior de PCNA, queden orientadas hacia el extremo sobre el que se
estan anadiendo nucleétidos (Moldovan, 2007). La superficie interna del
anillo de PCNA, que se encuentra préxima al DNA, contiene dominios o-
hélice cargados positivamente, mientras que la superficie externa esta
formada por hoja-p cargada negativamente (Krishna et al., 1994; Gulbis et
al., 1996; Matsumiya et al., 2001; Strzalka et al., 2009).

La interaccion de los monémeros de PCNA se da en una orientacion
cabeza-cola. Cada uno contiene un lazo de conexién entre dominios o IDCL
(inter-domain connection loop) que sirve de conector entre los dominios N y
C-terminales de cada mondémero. Se ha descrito que el IDCL es un
importante sitio para el contacto con distintos interactores de PCNA, como

la DNA pold, p21, DNA ligasal (DNA ligl), la endonucleasa flap (Fenl) o la

DNA-citosina-5 metil transferasa. Otras regiones importantes se localizan
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en el extremo amino, donde se encuentra la interacciéon entre las a-hélices
de PCNA y la ciclina-D y en el extremo carboxilo, que esta implicado en la
Interacciéon con proteinas como la DNA pold, RFC (replication factor C,
implicado en la carga del PCNA en el DNA), la quinasa dependiente de
ciclina 2 y la proteina 45 de parada del crecimiento y dafio del DNA (Maga y
Hubscher, 2003).

Figura 1.3: Estructura de PCNA. Representacién tridimensional de la estructura del
trimero de PCNA humano. A) Vista de la cara frontal. B) Vista lateral. Se representan
en colores distintos los tres mondémeros, como una cinta amarilla el IDCL (inter-
domain conection loop) y como una esfera amarilla la lisina 164. (ImAagenes:
www.biochemsoctrans.org/bst/037/0605/bst0370605f01.htm)

Funciones de PCNA: un “hub” para interacciones con

otras proteinas.

PCNA, actiia como un coordinador central de las transacciones del
DNA proporcionando una superficie de interaccion multivalente para
proteinas implicadas en la replicaciéon del DNA, en su reparacién, en la
dinamica de las cromatidas y en la regulacion del ciclo celular (Moldovan,
2007; Mailand et al., 2013). Estas interacciones generalmente tienen lugar
entre el IDCL y un motivo del interactor denominado PIP (PCNA-
interacting peptide) (Warbrick, 1998). En eucariotas superiores, se ha
descrito un segundo motivo de interaccién con PCNA, denominado APIM

(AlkB homologue 2 PCNA-interacting motif), aunque la regién de PCNA a la
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que se une este motivo todavia no ha sido caracterizada (Gilljam et al.,
2009).

PCNA esta sometido ademas a modificaciones post-traduccionales
como la ubiquitinaciéon y la sumoilacion que aumentan o modulan su
repertorio de interactores. Adicionalmente, algunos residuos de PCNA
también pueden fosforilarse o acetilarse, modificaciones que parecen
estabilizar la proteina impidiendo su degradacion.

La ubiquitinacién juega un papel central en la interaccién de PCNA
con los sistemas de reparacion post-replicativos (post-replication repair,
PRR). Los danos en el DNA, que no son reparados antes de la replicacion en
la fase S, bloquean la progresiéon de la horquilla de replicaciéon. Las
horquillas de replicaciéon bloqueadas activan la PRR de la que se conocen
dos rutas en células eucariotas: (i) la TLS (translesion DNA synthesis) que
utilizan DNA-polimerasas tolerantes al dano y (ii) una via que evita el dafio
y que probablemente usa la cromatida hermana ya replicada como molde
para la reparacion (Ulrich, 2007). Esta segunda ruta no introduce errores al
reparar el DNA (error free), mientras que la primera es propensa a
cometerlos ya que las polimerasas propias de TLS pueden incorporar
nucleétidos erréneos para sobrepasar la lesion (error prone), que son
reparados posteriormente por escision de bases o de nucleétidos o por
recombinaciéon homodloga. En respuesta al bloqueo de la horquilla de
replicacién se produce la ubiquitinaciéon de la Lys 164, un residuo
conservado en todos los PCNA de eucariotas (Figura 1.4 y anexo 1). La
uniéon de una molécula de ubiquitina (mono-ubiquitinacién) induce la
interacciéon de PCNA con polimerasas TLS de la familia Y, que remplazan a
las polimerasa replicativas, y permiten copiar el DNA en la zona danada.
Una vez superada dicha zona, la polimerasa TLS es remplazada por la
polimerasa replicativa para continuar la sintesis. Se asume que dicho
reemplazamiento viene precedido por la desubiquitinacién de PCNA. En
algunas ocasiones, la Lys164 puede poliubiquitinarse (Hoege et al., 2002).

Parece que esta modificacién induce el funcionamiento de la ruta
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alternativa de reparacion de DNA libre de error cuyos mecanismos no se
conocen aun.

En levaduras, durante la fase S del ciclo celular, los trimeros de
PCNA enhebrados por el DNA pueden ser ademdas sumoilados, pero al
contrario que con la ubiquitinaciéon, que ocurre principalmente en respuesta
al bloqueo de la replicacién, la sumoilacién se produce en condiciones en las
que el funcionamiento de la horquilla de replicacion no esta alterado (Hoege
et al., 2002; Stelter y Ulrich, 2003; Parker et al., 2008). La sumoilaciéon de
PCNA en levaduras esta catalizada por la ligasa Sizl y ocurre
preferentemente en la Lys164 y con menor frecuencia en la Lys127 (Hoege
et al., 2002), evitando por tanto que se carguen polimerasas de TLS al
impedir la ubiquitinacién de este residuo. En S. cerevisiae la sumoilacién de
PCNA provoca la uniéon de SRS2, una proteina antirrecombinogénica con
actividad helicasa 3°-5" que suprime la recombinaciéon durante la replicacion
del DNA al interferir con la unién de Rad51 a las cadenas sencillas de DNA
que se forman en la horquilla (Pfander et al., 2005; Veaute et al., 2003;
Papouli et al., 2005). Estudios cristalograficos recientes han demostrado que
el SUMO unido a PCNA ocupa una posicién en la cara posterior de la
proteina muy similar a la que se ha descrito para la ubiquitina (Freudenthal
et al., 2011; Armstrong et al., 2012). La aparente falta de sumoilaciéon del
PCNA de otra levadura, S. pombe, y la ausencia en algunos vertebrados de
claros homoélogos a SRS2 plante6 dudas sobre la importancia de esta
modificacién (Hoege et al., 2002; Arakawa et al., 2006; Leach y Michael,
2005). Sin embargo, la demostraciéon de que el PCNA de mamiferos se
sumoila (Ulrich, 2009; Ulrich y Takahashi, 2013; Gali et al., 2012; Moldovan
et al., 2012) y la identificacién de homélogos de SRS2 en estos organismos
(Moldovan et al., 2012; Blanck et al., 2009) sugieren que la sumoilacién de
PCNA en estos casos podria tener un papel similar al descrito en S.
cerevisiae.

Otro factor celular que parece interaccionar selectivamente con PCNA
sumoilado en S. cerevisiae es ELG1 (Parnas et al., 2010). No se conoce con

seguridad la funcién de ELG1, aunque su falta provoca un aumento en la
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recombinacién y reorganizaciones cromosémicas (Kubota et al., 2013). Un
efecto sinérgico entre las mutaciones de ELG1 con SRS2 indica que las dos
proteinas no actiian en la misma ruta, aunque ambas responden a SUMO.
Curiosamente, la delecion de ELG1 causa una acumulacién de PCNA en su
forma sumoilada en la cromatina, sugiriendo que la proteina podria actuar
como un “descargador” para el PCNA sumoilado (Parnas et al., 2010).

Los datos sobre las modificaciones post-traduccionales de PCNA en
plantas son muy escasos. En dos analisis del sumoiloma de A. thaliana se
identific6 PCNA como una de las proteinas sumoiladas en esta planta
(Elrouby y Coupland 2010; Miller y Vierstra 2011). Este resultado ha sido
confirmado mediante ensayos de sumoilaciéon en E. coli del PCNA de tomate
y Arabidopsis (Sanchez-Duran et al., 2011; Strzalka et al., 2012).

Trabajos previos del grupo de investigacion (Sanchez-Duran et al.,
2011) demostraron que la expresiéon en E. coli de la proteina Rep del
begomovirus TGMV (Tomato golden mosaic virus) reduce la sumoilacién de
PCNA de plantas y que dicha interferencia no depende de la interaccién de
la proteina virica con SCE1 (un resumen de dichos resultados se muestra en
el anexo II de esta tesis). En este capitulo quisimos profundizar en el
conocimiento de la interaccion PCNA-Rep para lo que nos propusimos tres
objetivos: (1) identificar los residuos de PCNA que se sumoilan, (ii) confirmar
y caracterizar la interferencia de Rep sobre la sumoilacién de PCNA y (iii)

determinar si dicha interferencia se produce en la planta.
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1.2 RESULTADOS.

1.2.1 Identificacion de las lisinas sumoilables de

SIPCNA.

Para identificar las lisinas que se sumoilan en PCNA de Solanum
lycopersicum (SIPCNA) analizamos la secuencia de la proteina teniendo en
cuenta los siguientes criterios:

1.- Grado de conservacion.

2.- Residuos sumoilados en PCNA de levaduras y mamiferos.

3.- Predicciéon de dianas de sumoilacion.

4.- Localizacion espacial.

El genoma de todos los organismos eucaridticos contiene al menos una
copia del gen que codifica PCNA. En algunas especies existe ademas una
copia adicional (Drosophila melanogaster y Toxoplasma gondil) o varios
pseudogenes (ratéon y humanos).

En plantas existen especies cuyos genomas contienen solo una copia
(Oryza sativa, Catharanthus roseus, Pinus nigra, Pisum sativum, P.
vulgaris, Brassica napus o Glycine max) y otras que tienen al menos dos (A.
thaliana, Z. mays, Daucus carota, Nicotiana tabacum y Phaseolus coccineus)
(Strzalka y Ziemienowicz, 2011). En la base de datos de Sol Genomics
(www.solgenomics.net), donde se almacena la informacién sobre el genoma
de S. lycopersicum, sblo aparece una secuencia para PCNA (SIPCNA), lo que
indica que sélo existe un locus para este gen en tomate.

La secuencia de PCNA estd muy conservada entre organismos
eucariotas tal y como se muestra en el alineamiento de la figura 1.4 que
incluye secuencias de PCNA de S. cerevisiae, Caenorhabditis elegans,
humanos y varias especies de plantas (de las plantas que poseen dos genes

de PCNA se incluy6 la secuencia de la proteina con mayor homologia a

SIPCNA).
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Figura 1.4: PCNA, secuencia y estructura. A) Alineamiento de las secuencias
aminoacidicas de los PCNA de Solanum Ilycopersicum (AJ515747.1), Solanum
tuberosum (XM_006350753), Arabidopsis thaliana (NM_128510.2), Zea Mays
(NM_001111991.1), Oriza sativa japonica (NM_128510.2), Homo sapiens
(BC000491.2), Caenorhabditis elegans (NM_068065.6) y Saccharomyces cerevisie
(X16676.1) (Clustal Omega). Se han marcado en amarillo las los lisinas (K127 y K164)
que se sumoilan en levaduras y las conservadas en todos los organismos comparados,
con un asterisco rojo. Se han sombreado en gris los residuos de SIPCNA conservados.
B) Cladograma obtenido de la comparacién de dichas secuencias (Clustal W2). C)
Estructura del trimero de PCNA rodeando el DNA (adaptado Protein Data Bank 3U5Z
y 1AXC con PyMOL).
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Tabla 1.6. Lisinas sumoilables segin SUMOsp 2.0.

Gen Aa Secuencia Puntuacién Corte Diana
SIPCNA 254 LAPKIEE 0,502 0,17 Y-K-X-E
StPCNA 254 LAPKIEE 0,502 0,13 Y-K-X-E
AtPCNA2 260 LAPKIEE 0,502 0,13 Y-K-X-E

268 EDTKPE* 3,691 2,64 No consenso
ZmPCNA2 262 EEMKP** 3,515 2,64 No consenso
OsPCNA 254 LAPKIEE 0,502 0,17 Y-K-X-E
262 EEMKS** 4,088 3,33 No consenso
HsPCNA 254 LAPKIED 0,697 0,17 Y-K-X-E
CePCNA 51 VSLKLEV 1,427 0,17 Y-K-X-E
91 CMLKYEE 0,341 0,17 Y-K-X-E
ScPCNA 5 LEAKFEE 0,242 0,17 Y-K-X-E
127 DFLKIEE 0,810 0,17 Y-K-X-E
196 TSIKLEM 2,569 0,17 Y-K-X-E

Resultados de la prediccion de dianas de sumoilacién obtenidas con el
programa SUMOsp 2.0 (Ren et al., 2009)

Para determinar el grado de conservacion de los residuos de lisina
presentes en SIPCNA, se llevo a cabo un alineamiento utilizando la
secuencias de PCNA de 32 especies, incluyendo 12 de plantas, 5 de
mamiferos, 2 de aves, 2 de peces, 1 de tunicados, 1 de anfibios, 3 de insectos,
1 de nematodos, 4 de microorganismos y 1 especie de arqueas (anexo I).
Como se aprecia en el alineamiento del anexo 1 y en la tabla 1.7, el grado de
conservacion de las lisinas de SIPCNA es, en general, bastante alto.

Al inicio de este trabajo se habia descrito la sumoilacién de la lisina
164 (K164) de PCNA de S. cerevisiae, de algunos mamiferos y de Xenopus
laevis (Hoege et al., 2002; Ulrich, 2009). Esta lisina esta conservada en todas
las secuencias de PCNA (Figura 1.3 y anexo I). El otro residuo de lisina que
se sumoila en S. cerevisiae, la lisina 127 (K127, Hoege et al., 2002), sblo esta
presente en la secuencia de esta especie (Figura 1.4 y anexo I). En un
trabajo publicado recientemente se detecté la sumoilacion de varias lisinas
PCNA de A. thaliana, entre las que no se incluye la K164. A partir del

analisis de la posicion que ocupan los residuos, los autores sugieren como
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diana de la sumoilacion la K254 de esta proteina (Strzalka et al., 2012), un
residuo que esta muy conservado en todos los PCNA (Figura 1.4 y anexo I).
Para predecir que lisinas se enmarcan en dominios identificados como
dianas de sumoilaciéon se usé el programa SUMOsp 2.0 (Ren et al., 2009) en
las condiciones mas astringentes. Este programa se basa en la busqueda de
secuencias consenso de sumoilacion incluyendo aquellas dependientes de
fosforilacion. Los resultados indican que la lisina K254 de SIPCNA y sus
homoélogas en patata, arroz y humanos, estan incluidas en una secuencia
consenso de sumoilacion (Tabla 1.6). Curiosamente el programa no identificé

como sumoilable la lisina 164 en ninguna de las secuencias analizadas.

Figura 1.5: Representacién de la estructura tridimensional de PCNA generada por
MacPymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrédinger,
LLC.) A) Predicciéon informatica de la estructura tridimensional de un monémero de
SIPCNA basada en la comparaciéon de secuencia con el PCNA humano (Protein Data
Bank 1AXC). Se han coloreado los residuos de lisina en el interior del anillo en rojo y
los que estan en el exterior en verde. B) Trimero de PCNA de H. sapiens en la que se
han resaltado las lisinas situadas en el interior del anillo en rojo y las situadas en el
exterior, en verde. De los 15 residuos coloreados, en humanos, 13 son lisinas y los otros
dos (91 y 149) son argininas. En ninguno de los dos se muestra la lisina 263, ya que
HsPCNA, mostrado en B y sobre el que se ha realizado la simulaciéon de A, tiene tan
s6lo 261 aminoacidos.
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Para identificar la posicién que ocupan los residuos de lisina en la
estructura tridimensional de PCNA de tomate, utilizamos un modelo 3D de
un mondémero de la proteina obtenido mediante modelizacion “in silico” a
partir de la estructura del PCNA humano (db:1AXC). En la figura 1.4 A,
sobre una imagen generada con MacPymol se muestran todas las lisinas de
SIPCNA, indicando en verde aquellas que estan situadas en el exterior del
anillo y en rojo las que estan en la zona interna por la que se enhebra el
DNA o que quedan incluidas dentro de la estructura de la proteina. En la
figura 1.5 B se muestra, sobre la estructura del trimero de PCNA de
humanos (HsPCNA), la posiciéon que ocupan 15 de las 16 lisinas de SIPCNA,
ya que lisina 263 esta localizada al final del extremo carboxilo en una zona
que existe en el SIPCNA pero no en el HsPCNA.

En la tabla 1.7 se resumen las caracteristicas de todas las lisinas de
SIPCNA. Los resultados apuntan a las lisinas 164 y 254 como aquellos
residuos con mayor probabilidad de ser sumoilados, ya que se ha descrito
anteriormente su sumoilacién en otros organismos, forman parte de
dominios 1identificados como potenciales dianas de sumoilacién, estan
localizados en el exterior del anillo aunque en caras opuestas (frontal y
posterior) (Figura 1.5) y estan conservadas en todos los PCNA analizados de
eucariontes (ver anexo I) con la Unica excepcién del PCNA de Plasmodium
falciparum que no contiene un residuo de lisina en la posiciéon 164.
Adicionalmente a estas lisinas, se seleccionaron otras tres situadas en el
exterior del anillo: (1) la lisina 168 por su localizacidon cercana a la lisina 164
y por estar conservado en todos los PCNAs de plantas, mamiferos y en la
mayoria de los animales; (i1) la lisina 190 situada en la cara del lazo de
PCNA en una posicién muy cercana a la lisina 164 y conservada en todas las
secuencias de plantas y animales, excepto en Anguilla japonica y (ii1) la
lisina 91, que forma parte de una secuencia consenso de sumoilaciéon en C.
elegans, se localiza en la cara del lazo y esta conservada en la secuencia de
todos los PCNA de plantas y en algunos animales y microorganismos
eucaridticos. En la figura 1.6 se muestran la posicién que ocupan las lisinas

seleccionadas en la estructura tridimensional de PCNA.
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Tabla 1.7. Lisinas de SIPCNA.

Seq. Localizacion* Grado de
SIPCNA! Sumoil.2 Superficie? Selec.”
consen.?! Interior Exterior conservacion®
K13 - - Si - - ko
K14 - - Si - - dk
K20 - - Si - - ok
K77 - - Si - - ok
K80 - - Si - - bl
K91 - - - Posterior Si * Si
K110 - - Si - - wE
K117 - - Si - - wkk
K149 - - Si - - *
K164 Si - - Posterior Si wkEE Si
K168 - - - Posterior Si ** Si
K190 - - - Posterior Si ** Si
K217 - - Si - ko
K240 - - - Posterior - **
K254 - Si - Frontal Si wxE Si
K263 - - - Frontal

Resumen del proceso de seleccién de las lisinas de SIPCNA candidatas a ser
mutadas. 1) Lisinas de PCNA de S. lycopersicum. 2) Lisinas sumoiladas en S.
cerevisie. 3) Lisinas que se encuentran en una secuencia diana consenso de
sumoilacién. 4) Identifica a las lisinas que se encuentran en la parte interna y las
que se encuentran en la parte externa del anillo que forma PCNA. En estas
ultimas se diferencian las que estan en la cara frontal o en la cara posterior del
PCNA. 5) Define si las lisinas estan en la parte superficial o en la parte interna
de la estructura de PCNA. 6) Basado en el alineamiento del anexo 1. 4 estrellas
para las conservadas en todas las especies comparadas, 3 para las conservadas
entre los eucariotas, 2 para las conservadas entre los eucariotas superiores y 1
para las conservadas sélo entre plantas. 7) Lisinas seleccionadas para ser
mutadas y analizadas.

Construccion de mutantes y ensayos de sumoilacion.

Utilizando como molde el plasmido pET28b-SIPCNA (Sanchez-Duran
et al., 2011) se generaron mutantes puntuales en los residuos K164, K168 y
K254, remplazando las lisinas por alaninas (plasmidos pETSIPCNAK164A,
pETSIPCNAK168A y pETSIPCNAKZ254A). A continuacién, se generaron los
mutantes dobles K164A/K168A vy K164A/K245A (plasmidos
pETSIPCNAK164/168A y pETSIPCNAK164/254A) y el triple mutante
K164A/K168A/K254A (plasmido pETSIPCNAK164/168/254A) utilizando

como molde los plasmidos que contenian los mutantes dobles de SIPCNA.
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Figura 1.6: Lisinas seleccionadas. A) Secuencia aminoacidica del PCNA de S.
lycopersicum en la que se han resaltado en amarillo las lisinas seleccionadas para
ser mutadas. B) Representacion de la estructura tridimensional de un trimero de
PCNA de H. sapiens (Protein Data Bank 1AXC) en la que se han resaltado las
lisinas mutadas en este trabajo: K91 en amarillo, K164 en rojo, K168 en morado,
K190 en azul y K254 en verde. C) Prediccién de la estructura tridimensional del
monémero de SIPCNA a partir de los datos de secuencia y estructura de PCNA
humano.

Los plasmidos que expresan la proteina silvestre o las versiones
mutantes se utilizaron en un ensayo de sumoilaciéon en E. coli con el sistema
descrito en Mencia et al. 2004. Este sistema de sumoilacién consiste en tres
plasmidos (Figura 1.7 A) que se introducen en E. coli, para co-expresar:

(1) SUMO1 de H. sapiens, desde pRHSUMO,

(1) las enzimas E1 de H. sapiens (SAE1 y SAE2) y E2 de Mus
musculus (SCE1), desde pPBADE12 y

(111) la proteina diana que se quiere sumoilar, desde pET28b.
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Todos los genes se expresan desde promotores T7, inducibles por
IPTG, lo que permite un control regulado y sincronizado del sistema de
sumoilacién y de la proteina diana.

En concordancia con los resultados descritos en la tesis doctoral de
Sanchez-Duran (2011), el ensayo de sumoilaciéon en E. coli, genera SIPCNA
sumoilado en cantidades suficientes para ser detectado en un western-blot
usando el anticuerpo anti-PCNA (Figura 1.7 B). En la hibridacién, se
detectdé una doble banda de peso molecular aparente de 55KDa, que se
1dentific6 como SIPCNA mono-sumoilado por su tamano relativo en
comparacion con el SIPCNA sin modificar y por su ausencia en el extracto
en el que se expresaba SIPCNA sin el sistema de sumoilacién. La diferencia
en peso molecular aparente detectada entre las dos bandas podria deberse a
la sumoilacién de lisinas diferentes de SIPCNA, de forma similar a lo que
ocurre con el PCNA de levaduras en el que se ha demostrado que la proteina
sumoilada en la K127 o0 en la K164 muestran pesos moleculares aparentes
diferentes cuando se separan mediante electroforesis SDS-PAGE (Hoege et al.,
2002; Pfander et al., 2005). La formaciéon de una doble banda en ensayos de
sumoilacion en bacterias se ha descrito también para PCNA de A. thaliana,
aunque en este caso los autores no identificaron su naturaleza (Strzalka et
al., 2012). Adicionalmente, se detecta una banda de menor intensidad y un
peso molecular aparente de 70KDa, que esta ausente en la calle en la que no
se expresa el sistema de sumoilacién y que podria corresponder a PCNA al
que se han unido dos moléculas de SUMO.

Cuando se ensay6 el mutante K164A de SIPCNA, se detecté la
acumulaciéon una unica banda de 55KDa que se corresponde con la de menor
peso molecular aparente que aparece al sumoilar el SIPCNA silvestre
(Figura 1.7 B). La introducciéon de una mutacion adicional en la lisina 168,
no altera el patron de sumoilacion del mutante simple K164 (comparar el
doble mutante K164A/K168A con el mutante simple K164A). Por el
contrario, en el extracto obtenido al expresar el doble mutante
K164A/K254A, en el que tampoco se detecta la banda superior, se aprecia

una reduccién de intensidad de la banda inferior comparada con la que se
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produce con el mutante simple K164A (Figura 1.7B). Las bandas detectadas
al expresar el mutante triple de PCNA K164A/K168A/K254A son las
mismas que las observadas en la calle que contiene el extracto del doble

mutante K164/K254 (Figura 1.6B).

Figura 1.7: Ensayo de sumoilacién de los mutantes de PCNA. (A) La proteina
silvestre y los mutantes de SIPCNA se expresaron desde pET28b en una E. coli
NCM631 transformada con los plasmidos pBADE12 y pRHSUMO que expresan las
proteinas E1, E2 y SUMO (Mencia et al., 2004). (B) Weterns blot de extractos
celulares obtenidos de células transformadas con los tres plasmidos hibridados con un
anticuerpo contra PCNA (aPCNA). Como control se incluye un extracto de células
transformadas sdlo con pET28SIPCNA que expresa SIPCNA silvestre, pero sin los
plasmidos del sistema de sumoilacién (primera calle a la izquierda). Se indican las
bandas correspondientes a SIPCNA: 29,2KDa, SIPCNA-SUMO: 40,7KDa, SIPCNA-
SUMO-SUMO 52,2KDa. Los numeros a la izquierda del western corresponden al
tamano (KDa) del marcador de peso molecular utilizado.

Estos resultados indican que la doble banda de 55KDa que se detecta
al expresar SIPCNA silvestre podria ser el producto de la unién de una
molécula de SUMO a diferentes lisinas de la proteina. De acuerdo con los
resultados, la banda que muestra una masa aparente mayor podria ser el

producto de la sumoilacion de K164, mientras que la inferior corresponderia,
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al menos parcialmente, a la sumoilaciéon de K254. Para confirmar este
resultado, ensayamos la sumoilacion del mutante simple de la lisina 254 de
SIPCNA (Figura 1.8). Al igual que en el experimento previo, la banda de
mayor peso molecular aparente acumulada al expresar SIPCNA silvestre,
desaparece al ensayar el mutante simple K164A o el doble K164A/K168A.
Por el contrario, cuando se expresa el mutante K254A se detecta una
reduccién con respecto a PCNA silvestre, de la sefnal correspondiente a la
banda de menor peso molecular aparente, manteniéndose la de mayor peso.
Cuando se expresa el doble mutante K164A/K254A se observa la
desaparicion completa de la banda superior y una disminucién en la
intensidad de la banda inferior similar a la detectada al expresar el mutante
simple K254A. Estos resultados confirmaron que parte de la acumulacién de

la banda de menor peso molecular requiere la presencia de la lisina 254.

Figura 1.8: Ensayo de sumoilacion de los mutantes de PCNA. Western blot de los
extractos celulares obtenidos de células de E. coli NCM631 transformadas con los
plasmidos que expresan SIPCNA, sus mutantes y el sistema de sumoilacién,
hibridados con un anticuerpo contra PCNA (aPCNA). Como control se incluye un
extracto de células transformadas so6lo con pET28SIPCNA que expresa SIPCNA
silvestre, pero sin los plasmidos del sistema de sumoilacién (primera calle a la
izquierda). Se indican las bandas correspondientes a SIPCNA: 29,2KDa y SIPCNA-
SUMO: 40,7KDa. Los numeros a la izquierda del western corresponden al tamano

(KDa) del marcador de peso molecular utilizado.

Para identificar qué otros residuos de lisina ademas de K254 son
necesarios para la acumulacion de la banda de menor peso molecular

correspondiente a la sumoilacion de SIPCNA, se decidi6 mutar otras dos
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lisinas (K91 y K190) seleccionadas en el analisis previo como residuos
susceptibles de ser sumoilados (Tabla 1.8). Cuando se realiz6 una
hibridacion western con el mutante K91A, no se encontré ninguna
diferencia con respecto al extracto obtenido al expresar la proteina silvestre
(Figura 1.9) lo que sugiere que esta lisina no es necesaria para la
sumoilacién de SIPCNA. Este resultado se confirmé al comprobar que las
bandas de PCNA sumoilado del triple mutante K91A/K164A/K254A son las
misma que las obtenidas con el doble mutante K164A/K254A. Un resultado
similar se obtuvo al analizar los ensayos de sumoilacién sobre un mutante
simple K190 y el triple mutante K164A/K190A/K254A, indicando que la
lisina 190 tampoco es necesaria para la sumoilacion de SIPCNA (Nota: la
ligera disminuciéon en la intensidad de la banda inferior observada en la
calle correspondientes a la expresion del mutante simple K190A no se

confirmé en otros ensayos de sumoilacién realizados posteriormente).

Figura 1.9: Ensayo de sumoilacién de los mutantes de PCNA. Western blot de
los extractos celulares obtenidos de células de E. coli NCM631 transformadas
con los plasmidos que expresan SIPCNA, sus mutantes y el sistema de
sumoilacién, hibridados con un anticuerpo contra PCNA (aPCNA). Como
control se incluye un extracto de células transformadas s6lo con pET28SIPCNA
que expresa SIPCNA silvestre, pero sin los plasmidos del sistema de
sumoilacién (primera calle a la izquierda). Se indican las bandas
correspondientes a SIPCNA: 29,2KDa y SIPCNA-SUMO: 40,7KDa. Los numeros
a la izquierda del western corresponden al tamano (KDa) del marcador de peso

molecular utilizado.
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1.2.2. Determinacion y caracterizacion de la

interferencia de Rep en la sumoilacion de SIPCNA.

Datos previos (Sanchez-Duran et al., 2011) indicaban que PCNA
podria ser una de las proteinas de la planta cuya sumoilaciéon se veria
alterada por la presencia de la proteina Rep de begomovirus. Para confirmar
este resultado, obtenido sobreexpresando SIPCNA, Rep y el sistema de
sumoilacién en E. coli, realizamos un ensayo de sumoilacion de SIPCNA en
presencia y ausencia de la proteina viral. El resultado (Figura 1.8) muestra
que la expresion de Rep conlleva la desaparicién de la banda inferior y una
fuerte disminucién de la intensidad de la banda superior, lo que sugiere Rep

esta bloqueando la sumoilacion, al menos, de las lisinas 164 y 254.

Figura 1.10: Interferencia de Rep con la sumoilacion de la catalasa. Western blot de los
extractos celulares obtenidos de células de E. coli NCM631 transformadas con los
plasmidos que expresan un fragmento de la catalasa 3 de A. thaliana, en ausencia y
presencia de Rep. Las membranas fueron hibridadas con anticuerpos contra la catalasa
(aCAT) Rep (aRep) y SUMO (aSUMO).

Considerando que la proteina Rep de los begomovirus interacciona
tanto con SCE1 (Castillo et al., 2004; Sanchez-Duran et al., 2011) como con
PCNA (Castillo et al., 2003; Bagewadi et al., 2004), la interferencia

observada en la sumoilacién de PCNA al expresar Rep podria deberse a la
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inhibicién de SCE1 o la interferencia estérica producido por la unién de Rep

a PCNA.

Figura 1.11: Deleciones de Rep. A) Esquema de Rep de TGMV en el que se
representan los dominios de interaccién con la Regién Intergénica TGMV: DNA
(residuos 1-130), consigo misma: AL1 (residuos 121-181), o con otras proteinas
virales o de la planta: SCE1 (residuos 56-130) PCNA (120-184), RBR (residuos 101-
180) y REn (residuos 101- 180). Se representan también los tres dominios implicados
en el inicio de la replicacién del DNA de TGMYV: I, II y III. Bajo dicho esquema se
representan en verde las deleciones de Rep generadas en este trabajo, en un tono
mas claro las que presentaron una expresién mas baja o no detectada. B) Western de
la prueba de expresién de Rep y sus deleciones en E. coli, con PCNA y el sistema de
sumoilacién in vitro (Mencia et al., 2004), (c¢Rep 1:10.000)). Marcadas con un
asterisco rojo las bandas que identificamos como resultado de la expresion de Rep y
sus deleciones y con un asterisco rojo con interrogacién las de una expresién mas
baja o no detectada. Bajo cada calle, la masa tedrica en KDa de las proteinas
expresadas. En el panel inferior tinciéon Coomasie de la banda correspondiente a
PCNA.

Los resultados obtenidos por Sanchez-Duran al expresar mutantes

puntuales de Rep que han perdido su capacidad de interaccionar con SCE1

(ver Anexo II) (Sanchez-Duran et al., 2011), sugieren que la interaccién
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entre estas dos proteinas no es responsable de la reduccion en la
sumoilacién de PCNA.

Para confirmar dicha observacién, llevamos a cabo un ensayo de
sumoilacién pero utilizando como diana de sumoilacion la Catalasa 3 de A.
thaliana (Castano-Miquel et al., 2011) en lugar de PCNA. En el caso de que
la reduccion en la sumoilacion de PCNA se debiera a la inactivacién de
SCE1, esperariamos que la expresion de la proteina viral afectase también a
la sumoilacién de cualquier otra proteina. Por el contrario, si fuera la
interaccion Rep-PCNA la responsable de la interferencia, la expresién de
Rep no deberia alterar la sumoilacion de proteinas con las que no
interacciona. La figura 1.10 muestra los resultados obtenidos. La expresion
de Rep no interfiere en la sumoilacion de la Catalasa 3 de A. thaliana, lo que
refuerza la hipdtesis de una interferencia especifica de Rep sobre la
sumoilaciéon de PCNA y apunta a la interaccién Rep-PCNA como la causa en
la reduccién de la sumoilacion de PCNA. La ausencia de un cambio general
del patrén de sumoilacion de la planta al expresar Rep (Figura 1.25A)

confirma el efecto especifico de la proteina viral sobre la sumoilacion de

PCNA.

1.2.3 Identificacion de los dominios de Rep

implicados en la interferencia.

Para identificar el/los dominios de Rep implicados en la interferencia
con la sumoilacion de PCNA, llevamos a cabo ensayos de sumoilacién
utilizando versiones truncadas de Rep. Se generaron diez construcciones en
plasmidos pET28 que expresan, desde el mismo promotor, la proteina
SIPCNA completa y cada una de las versiones truncadas de Rep. En la
figura 1.11, se muestra un esquema de las proteinas truncadas en
comparacion con Rep completa, asi como los pesos moleculares esperados
para cada una de ellas. Antes de llevar a cabo los ensayos de interferencia
de la sumoilacion de PCNA, comprobamos la expresiéon de las proteinas

truncadas en E. coli.

81



Figura 1.12: Ensayo de interferencia en la sumoilacién de PCNA. A) Hibridacién
Western de las sobreexpresiones en E. coli de SIPCNA junto con el sistema de
sumoilacién y Rep o sus deleciones (aPCNA 1:2.000). En el panel intermedio, tincién
Coomasie (control de carga). En el panel inferior exposicién maéas corta de la banda
correspondiente a PCNA sin sumoilar para poder comparar los niveles de expresién.
SIPCNA: 29,2KDa; SIPCNA-HsSUMO: 40,7KDa. B) Esquema de Rep de TGMV en el
que se representan los dominios de interaccién descritos para RBR, REn, AL1, DNA,
SCE1, Rep y PCNA. Bajo dicho esquema se representan las deleciones de Rep
probadas en este ensayo. En verde oscuro los fragmentos que han disminuido la
cantidad de PCNA sumoilado. En tono mas claro los fragmentos que no han modificado
la cantidad de PCNA sumoilado. En linea discontinua se acota el fragmento de Rep
que interfiere con la sumoilacién de PCNA.

La figura 1.11 B muestra un western blot obtenido al hibridar los
extractos proteinicos con un anticuerpo policlonal anti-Rep. Se detectd
expresion de las proteinas Rep truncadas en todos los casos, excepto en los
extractos obtenidos de células transformadas con los plasmidos que
expresan las proteinas REPi.6s, REPi.99 y REPi20.184, por lo que se
descartaron estas construcciones para los analisis de sumoilacién

posteriores.
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Figura 1.13: Ensayo de interferencia en la sumoilacién de PCNA. A) Hibridacién
Western de las sobreexpresiones en E. coli de PCNA junto con el sistema de sumoilacién
vy Rep, sus deleciones o C2 de TYLCSV. (aPCNA 1:2.000). SIPCNA: 29,2KDa; SIPCNA-
HsSUMO: 40,7KDa. En el panel intermedio, tincién Poanceau de la membrana (control
de carga). En el panel inferior exposicién mds corta de la banda correspondiente a
PCNA sin sumoilar para poder comparar los niveles de expresiéon. B) Esquema de Rep
de TGMYV en el que se representan los dominios de interacciéon descritos para RBR,
REn, Rep, DNA, SCE1 y PCNA. Bajo dicho esquema se representan las deleciones de
Rep usadas en este ensayo. En linea discontinua se acota el fragmento de Rep que
interfiere con la sumoilacién de PCNA.

En la figura 1.12A se muestran los patrones de sumoilacién de
SIPCNA, en ausencia o en presencia de la proteina Rep completa o de las
siete proteinas truncadas cuya expresion se habia confirmado. Como en los
casos anteriores, la expresiéon de Rep completa interfiere en la sumoilacién
de SIPCNA observandose una reducciéon severa de las dos bandas que se
generan en los ensayos de sumoilaciéon, con una mayor reducciéon en la
banda correspondiente a la sumoilaciéon de la lisina 254 (la de menor peso
molecular aparente). La expresion de las proteinas truncadas produce,

también en todos los casos, una disminucién en la senal proveniente de las
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dos bandas sumoiladas de SIPCNA comparada con las que se producen en
ausencia de Rep.

Esta reduccién es mas patente en los extractos en los que se han
expresado las Repi.1s4 y Repi20-352, en los que se detecta, al igual que ocurria
con la proteina completa, una reducciéon adicional en la acumulacién de la
banda correspondiente a la sumoilacién de la lisina 254. Resultados
similares se obtuvieron en otros dos experimentos independientes en los que
se ensayaron las sietes proteinas truncadas de Rep, lo que sugiere que el
dominio que comprende los aminoacidos del 120 al 180 es el responsable de
este efecto. Para confirmar este resultado, realizamos un ensayo de
sumoilacién con la version truncada Rep que contienen el dominio
mencionado (Repi2o-352) y dos que expresan las secuencias flanqueantes y
cuyo nivel de acumulacién es similar (Rep 184-352 y Repse-130; ver figura 1.11).

Como control adicional, para excluir la posibilidad que la reduccion
observada en la sumoilacién de SIPCNA al expresar Rep se deba a un efecto
inespecifico debido a la sobreexpresiéon de una proteina desde el mismo
plasmido, incluimos un ensayo sobreexpresando la proteina C2 de TYLCSV.
Los resultados que se muestran en la figura 1.13, indican que la expresién
de C2 produce una reduccién en la acumulacién de SIPCNA sumoilado
similar a la expresar Repiss-352 y Repse-130. Por el contrario, la expresion de
Rep 120.352 impide la acumulacién del producto de sumoilaciéon en la lisina
254 de SIPCNA, que si se acumula en los otros extractos ensayados (se

obtuvieron los mismo resultados en otros dos experimentos independientes).

1.2.4 Interferencia de la sumoilacion de PCNA en

planta.

Ensayos de expresion transitoria en N. benthamiana.
Una vez confirmado que la expresion de Rep interfiere con la
sumoilacion de PCNA de tomate en E. coli, se procedié a confirmar la
interferencia “in  planta” sobreexpresando SIPCNA en hojas de N.

benthamiana. Para ello, se agroinfiltraron cultivos de Agrobacterium
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tumefaciens que contenian plasmidos para la expresion de SIPCNA (pBIN-
SIPCNA) y/o Rep (pBIN-Rep). Como control, se utilizaron cultivos
transformados con el vector binario vacio (pBINX). La expresién de SIPCNA
y Rep se determiné mediante western blot utilizando los anticuerpos anti-
PCNA o anti-Rep. La figura 1.14 muestra el resultado de una de las

hibridaciones realizadas.

Figura 1.14: Expresion transitoria de SIPCNA en N. benthamiana. Western blot
de los extractos de hojas de N. benthamiana infiltradas con suspensiones de
Agrobacterium transformadas con plasmidos binarios que expresan SIPCNA o Rep. Se
usé como control negativo extracto de una hoja sin infiltrar y como control positivo una
sobreexpresion de SIPCNA en E. coli. aPCNA: 1:2.000. aRep: 1:1.000. Se indican las
bandas correspondientes a Rep (40,3KDa) y SIPCNA (29,2 KDa).

En los extractos provenientes de tejidos agroinfiltrados con el vector
vacio no se detect6 hibridacién, lo que podria deberse a la falta de expresion
de PCNA de N. benthamiana (NbPCNA), a la menor afinidad del anticuerpo
por el PCNA de esta especie o a una mezcla de ambos factores.

Un resultado similar se obtuvo al hibridar el extracto de tejidos
agroinfiltrados con la construccién que expresa SIPCNA con el anticuerpo
anti-PCNA (Figura 1.14). Que SIPCNA se detecte en extractos de E. coli,
pero no en los de N. benthamiana, puede deberse a que en los ensayos de

expresion transitoria en planta no se alcancen los niveles de acumulacion
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necesarios para la deteccion. Ninguno de los ensayos adicionales que se
realizaron para incrementar la acumulacién de SIPCNA permiti6 la
deteccion de SIPCNA (utilizaciéon de supresores de silenciamiento -P19 de
Tomato bushy stunt virus, (Voinnet et al., 1998) - o de versiones truncadas
de SIPCNA para evitar el efecto toxico observado al expresar la proteina

completa en levaduras -Araceli Castillo, comunicacién personal.

Expresion de proteinas de fusion.
Como estrategia alternativa para detectar el SIPCNA en ensayos de
expresion transitoria en hojas de N. benthamiana se generaron
construcciones para la producciéon de proteinas de fusién entre SIPCNA y
GFP. Mediante clonacién de la fase abierta de lectura completa de SIPCNA
en los plasmidos pBINX'GFPStop y pBINX’GFP(ORF) (Natasa Hulak, no
publicados) se generaron plasmidos binarios para expresar GFP fusionada
al extremo amino terminal (pBIN-GFP-PCNA) o al carboxilo terminal
(pBIN-PCNA-GFP) de SIPCNA bajo el control del promotor 35S de CaMV
(Cauliflower mosaic virus). La expresion de las proteinas se determind
mediante western blot y observacion con el microscopio confocal de los
tejidos agroinfiltrados. Como control se agroinfiltraron hojas con una
construcciéon (pBINGFP) que expresa GFP desde el mismo promotor. A los
cuatro dias de la infiltracion se detect6 expresion de GFP principalmente en
los nucleos de las células de los tejidos infiltrados con las proteinas
fusionadas, mientras que en aquellos agroinfiltrados con pBINGFP se
detectd fluorescencia verde tanto en el ntucleo como en el citoplasma (figura
1.15A). La localizacién subcelular de GFP-PCNA y PCNA-GFP concuerdan
con la descrita para PCNA de humanos (Russell y Pope, 1976). Al hibridar
la membrana del western blot con el anticuerpo anti-PCNA se detect6 una
unica banda con el peso molecular esperado en los tejidos agroinfiltrados con
GFP-PCNA, pero no en los aquellos infiltrados con la construccién para
expresar PCNA-GFP (Figura 1.15B). Al igual que en el experimento previo,
no se detecté ninguna banda en los extractos vegetales, al hibridar la

membrana con el anticuerpo anti-PCNA. La ausencia de bandas adicionales
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en el extracto de GFP-PCNA, indica que no es posible detectar

sumoilacién de la proteina fusionada en estos ensayos.

Figura 1.15: Fusiones de SIPCNA con GFP. A) Iméagenes de microscopia
confocal de hojas de N. benthamiana infiltradas con pBINX (vector vacio) como
control negativo, pBIN-GFP como control positivo, pBIN-GFP-PCNA, que expresa
PCNA con la GFP fusionada en el estremo amino-terminal y pBIN-PCNA-GFP, que
expresa PCNA con la GFP fusionada en el extremo carboxilo terminal. B)
Hibridaciones western de extractos protéicos de las hojas infiltradas. En el panel
superior hibridada con aGFP (1:5000), en el intermedio con aPCNA (1:2000) y en el
inferior una tincién Coomasie como control de carga. GFP: 26,8KDa; GFP-PCNA:
56,0KDa. El control positivo es SIPCNA expresado en E. coli.

la
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Para incrementar la eficiencia en la sumoilacién, se llevaron a cabo
nuevos experimentos co-agroinfiltrando pBIN-PCNA-GFP y plasmidos
binarios para expresar NbSCE1 y NbSUMOI1. En todos los ensayos se
detecto una sola banda del tamano esperado para GFP-PCNA, pero en
ningun caso se detectd la presencia de bandas de mayor peso molecular que
pudieran corresponder a PCNA sumoilado (Figura 1.16).

La cantidad de proteina sumoilada acumulada en un tejido puede ser
uno de los factores limitantes para su deteccién, ya que el porcentaje de la
proteina modificada no supera en muchas ocasiones el 1% de la proteina
total. En el caso de PCNA-GFP, la sumoilacion de PCNA deberia detectarse
por la aparicién de una banda de 66,9 KDa. Ante la posibilidad de que la
fusion de GFP pudiese interferir con la sumoilacién de SIPCNA y de que, en
las condiciones de separacién utilizadas, la banda PCNA-GFP sumoilado
podria quedar enmascarada por la sefnal proveniente de la proteina no
sumoilada de 56 KDa, se generaron construcciones para expresar SIPCNA
fusionado a otro epitopo mas pequenio como FLAG. De esta forma se logra
una mejor separacion electroforética de las formas sumoiladas (42.9 KDa) y
no sumoiladas (32 KDa) evitandose el potencial enmascaramiento de la

senal de la primera por la proveniente de la segunda.

Figura 1.16: Coexpresiéon en hojas de N. benthamiana de GFP-PCNA con SCE1 y/o
SUMO de N. benthamiana y/o Rep de TGMV. En el panel superior hibridacién western
de las hojas infiltradas (aGFP 1:5000), y en el inferior una tincién Poanceau como
control de carga. En cada calle se indica si se utilizaron construcciones para la
expresion de GFP-PCNA, NbSUMO, NbSCE1 o Rep. Los pesos moleculares esperados
son: GFP-PCNA: 56,0KDa; SUMO-GFP-PCNA: 66,9KDa.
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Para ello, se cloné SIPCNA en pJawohl para obtener el plasmido
pJFLAG-PCNA que permite la expresiéon de la fusion FLAG-PCNA. Para
determinar si se expresaba la proteina de fusién se agroinfiltraron hojas de
N. benthamiana con pJFLAG-PCNA. Como control se agroinfiltraron hojas
con el vector vacio (pBINX). Cuatro dias después de la infiltracién, se
extrajeron las proteinas de las zonas agroinfiltradas y se determiné la
expresion de FLAG-PCNA mediante un western blot utilizando anticuerpos
anti-Flag. Como se aprecia en la figura 1.17, en los extractos provenientes
de plantas agroinfiltradas con pJFLAG-PCNA se detecté una banda del peso
molecular esperado para la proteina de fusion.

También se detectaron otras bandas de mayor peso molecular
aparente que podrian corresponder a FLAG-PCNA sumoilado. Para
comprobar la identidad de estas bandas se llevé a cabo la purificacién de
FLAG-PCNA mediante cromatografia de afinidad utilizando una resina con
anticuerpos anti-FLAG. En la figura 1.17 B se muestra el resultado obtenido
al hibridar extracto crudo, una muestra del dltimo lavado y la fraccién
eluida de la columna, con anticuerpos anti-FLAG y anti-SUMO. Al hibridar
con un anticuerpo contra FLAG, se detect6 en los eluidos provenientes de las
muestras en las que se expres6 FLAG-PCNA una banda muy intensa del
tamano esperado para la proteina no modificada, que no aparece en los
extractos control. Adicionalmente se detectaron dos bandas de mayor
tamano, una de las cuales estaba presente también en los extractos control,
mientras que la otra con un peso molecular elevado (de mas de 75 KDa) sélo
se detecté en las muestras provenientes de la expresion de FLAG-PCNA.
Cuando se hibridé la membrana con anti-SUMO aparecieron tres bandas
que no corresponden a sumoilacién de PCNA-FLAG ya que estan presentes
en la muestra agroinfiltrada con el plasmido vacio.

En los ensayos que se muestran en las figuras 1.16 y 1.17 con GFP-
PCNA y FLAG-PCNA, se incluyeron muestras en las que también se
expresaba la proteina Rep de TGMYV, con el fin de comprobar si in planta se

detectaba interferencia en la sumoilacion de PCNA. La no deteccién de
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sumoilacién de PCNA en los extractos en los que no se expresa Rep nos

1mpidié determinar el efecto de la proteina viral.

Figura 1.17: Purificacion de Flag-PCNA. A) Tras agroinfiltrar las construcciones, las
N. benthamiana se mantuvieron tres dias en condiciones Optimas para la
sobreexpresion (22°C, 16h de luz y 8h de oscuridad), se recortaron las zonas infiltradas
y se maceraron para producir un extracto crudo que se analizé por Western blot para
comprobar la expresion de las fusiones Flag-PCNA. B) De este extracto se purifico
Flag-PCNA usando una resina unida a anticuerpos contra Flag. aFlag (1:100);
aNbSUMO (1:1000). SUMO-Flag-PCNA: 42,9KDa; Flag-PCNA: 32,0KDa.

1.2.5 Sistema de Arabidopsis in vitro.

Ante la imposibilidad de detectar la sumoilacion de PCNA en la
planta, se decidi6 utilizar otra estrategia para confirmar que la expresion de
Rep altera la sumoilacion de PCNA de plantas, desarrollando un sistema de
sumoilacién en bacterias similar al descrito en el apartado 1.2.1 utilizando

las enzimas E1 y E2 y el SUMO de A. thaliana.
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Figura 1.18: Construccion de pASS1a, pladsmido de expresién en E. coli que codifica las
enzimas de A. thaliana necesarias para catalizar una reaccién de sumoilacion in vitro. P-
T7: Promotor T7, RBS: Sitio de unién a ribosoma, His: tag de histidina. Abajo a la
derecha, ensayo de expresién de dichas enzimas desde pET28b y pACYC184. Las cabezas
de flecha marcan las bandas que identificamos como las enzimas expresadas. aHis
(1:10.000). AtSCE1: 18KDa; HisAtSAE1la: 39,1KDa; AtSAE2: 69,7KDa.

La figura 1.18 muestra la estrategia utilizada para la clonacién de
AtSAEla, AtSAE2 y AtSCE1 en pACYC184 (Mok et al., 1991), un plasmido
de expresion de E. coli, para obtener pASSla. Esta construccién permite la

expresion coordinada de los tres genes mediante la transcripcion de un
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mRNA policistréonico. Tras comprobar la expresiéon de las tres enzimas
mediante analisis en geles SDS PAGE e hibridacién con anti-His (Figura
1.18), llevamos a cabo un ensayo de sumoilacion de SIPCNA utilizando en
primer lugar SUMO1 de humanos (HsSUMO1). Al igual que en los ensayos
con las E1 y E2 de mamiferos, al hibridar la membrana con un anticuerpo
anti-PCNA se detectd en las tres calles una banda de aproximadamente 40
KDa correspondiente SIPCNA. Adicionalmente, en el extracto de las
bacterias donde se habia expresado el sistema completo de sumoilaciéon
junto a His-SIPCNA, se detecta una banda doble con el peso molecular
esperado para esta proteina sumoilada. Esta banda no aparece en extractos
procedentes de bacterias en las que no se expresa SUMO o las enzimas El1 y

E2 (Figura 1.19).

Figura 1.19: Ensayo de sumoilacion in vitro de PCNA de S. lycopersicum usando el
plasmido pASS1a, que contiene el sistema de sumoilacién de A. thaliana y el plasmido
pRHSUMO1 que contiene el gen SUMO1l de humano. Panel superior aPCNA
(1:2.000). Panel inferior aHis (1:10.000). SIPCNA-SUMO: 45,1 KDa; SUMO-SUMO-
SUMO: 41,1 KDa; His-AtSAE1la 38,3 KDa; His-SIPCNA: 31,4 KDa; SUMO-SUMO:
27,4 KDa; His-HsSUMO: 13,7.
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Al hibridar la membrana con un anticuerpo anti-His se detect6 una
banda en las tres calles con el mismo peso molecular que la detectada con el
anticuerpo anti-PCNA correspondiente a SIPCNA. En la calle central, donde
se expresan AtSAEla se observa una banda a la altura de SIPCNA con
mayor intensidad que corresponde a His-AtSAEla. En la tercera calle
ademas de las bandas ya descritas, aparecen las bandas correspondientes a
SUMO libre, dimeros y trimeros de SUMO y una banda de
aproximadamente 40kDa cuya naturaleza desconocemos. En esta misma
calle, se detecta una banda que corresponde en altura con la banda que
habiamos identificado como SIPCNA sumoilado en el western hibridado con
el anticuerpo anti-PCNA.

Para determinar si este sistema de sumoilacién es capaz de conjugar
los SUMOs de Arabidopsis a SIPCNA, llevamos a cabo ensayos expresando
los AtSUMO1, AtSUMO2 o AtSUMO3. Como control positivo se realizé6 un
ensayo expresando HsSUMO. La figura 1.20 muestra los resultados
obtenidos al hibridar la membrana con el anticuerpo anti-PCNA. En las
calles que contienen los extractos donde se expresan AtSUMO1 y AtSUMO2
se detecta una banda que debe corresponder a SIPCNA sumoilado. Dicha
banda se detecta también cuando se utiliza HsSUMO, pero no cuando en el

ensayo se utiliz6 AtSUMOS3.

Figura 1.20: Ensayo de sumoilacién in viiro de PCNA de S. lycopersicum usando el
plasmido pASSla y distintos SUMOs. Hs1l: SUMO1 de humano (pRHSUMO1), At1, At2
y At3: respectivamente SUMOs 1, 2 y 3 de A. thaliana (pRHAtSUMO1, pRHAtSUMO2
y pPRHAtSUMO3).
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1.2.6 Interferencia de Rep en la sumoilacion in

Vvivo.

Como estrategia alternativa para analizar la interferencia de Rep
sobre la sumoilacion de PCNA en plantas, se generaron plantas
transgénicas que expresaran la proteina viral. El desarrollo de estas plantas
nos permitiria ademas, estudiar los cambios en los patrones de sumoilacién
producidos al expresar Rep e identificar las proteinas cuya sumoilacién se ve

alterada por la expresion de la proteina viral.

Deteccion de PCNA endégeno en A. thaliana.

Antes de iniciar el proceso de transformaciéon, comprobamos que
podriamos detectar la acumulacién de PCNA en plantas mediante western
blot. Teniendo en cuenta que las hojas que se utilizan para los ensayos en V.
benthamiana son hojas maduras y que la expresiéon de PCNA se induce en la
fase S, la falta de deteccion del PCNA endégeno de N. benthamiana
observada en los ensayos de agroinfiltracién, podria deberse a que la mayor
parte de las células no estan en esta fase del ciclo. Con el fin de aumentar la
proporciéon de células en fase S en las muestras a analizar, decidimos
utilizar extractos obtenidos de plantulas jévenes (Gonzalez et al., 2012).
Para ello, se establecieron semillas de N. benthamiana y de A. thaliana en
medio MS y se recogieron plantulas 20 dias después, de las que se
extrajeron proteinas para llevar a cabo un analisis por hibridaciéon western.
Para la extraccién y posterior separacién de las proteinas por electroforesis
se utilizaron condiciones no desnaturalizantes con el fin comprobar la
estructura cuaternaria del PCNA en las células. Como en los experimentos
previos de expresion transitoria, no detectamos la presencia de PCNA de N.
benthamiana. Por el contrario, en las calles en las que se cargaron los
extractos provenientes de plantulas de Arabidopsis, se detect6 una banda
que, por su peso molecular, corresponderia a trimeros de PCNA (figura

1.21).
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Figura 1.21: Gel en condiciones nativas de
plantulas de A. thaliana Col0 y de N.
benthamiana. Se dejaron germinar en placa 200
semillas de cada planta durante 20 dias y se
extrajeron proteinas. AtPCNA: 29,2KDa. Se
marcan con flechas los tamafios esperados para los
mondmeros, los dimeros y los trimeros de PCNA.

Para confirmar el resultado, repetimos el ensayo recogiendo las
plantulas a diferentes tiempos después de la germinaciéon. Ademas
comprobamos el efecto que sobre la expresion de PCNA tendria la
incubacién de las plantulas en medio liquido, donde es mas eficiente aplicar
tratamientos para la expresion de transgenes controlados por promotores
inducibles. Tras geminar semillas de A. thaliana, las plantas se
mantuvieron en MS sélido durante 11, 14 y 17 dias antes de transferirlas a
medio liquido, donde se mantuvieron en agitaciéon durante tres dias hasta
extraer las proteinas. Como control se utilizaron plantas de A. thaliana
crecidas durante 20 dias s6lo en medio s6lido. Paralelamente, se realizé un
ensayo con plantulas de V. benthamiana que se dejaron crecer 20 y 26 dias
tras la germinacion en medio MS soélido, para determinar si un aumento en

el tiempo de crecimiento mejoraba la deteccion de PCNA en esta especie.

Figura 1.22: Gel en condiciones nativas de plantulas de A. thaliana y de N.
benthamiana. Se dejaron germinar en placa semillas de ambas plantas (unas 200 para
cada tratamiento) y se trasladaron a cultivo liquido a distintos tiempos para comprobar
los posibles efectos sobre la expresién y polimerizacién de PCNA. AtPCNA: 29,2KDa.
Se marcan con flechas los tamafios esperados para mondémeros, dimeros y trimeros de
PCNA.
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La figura 1.22 muestra los resultados obtenidos al hibridar con un
anticuerpo anti-PCNA. Como en el experimento previo, se detectdé una
banda muy intensa con un peso molecular aparente de alrededor de 85-90
KDa, que corresponderia a un trimero de PCNA, en todos los extractos de
plantas de Arabidopsis. Adicionalmente en las calles con los extractos
provenientes de plantas que se habian transferido a medio liquido se
detectaron dos bandas adicionales de menor intensidad, que, por sus pesos
moleculares, podrian corresponder a dimeros y mondémeros de PCNA. La
mayor intensidad se detecta en la banda de peso molecular mas alto, lo que
sugiere que la mayor parte de las moléculas de PCNA estan formando
trimeros en la células. Como en el experimento previo, no se detecté6 ninguna
banda en los extractos obtenidos de plantulas de N. benthamiana, lo que
podria deberse a una menor afinidad del anticuerpo por NbPCNA que por
AtPCNA, o a una menor cantidad de proteina acumulada en las plantulas
de esta especie. Estos resultados indican que, en estas condiciones, no es

posible detectar el PCNA de N. benthamiana, pero si el de A. thaliana.

Generacion de plantas transgénicas que expresen

Rep de TGMV.

La construccién de plantas transgénicas para expresar Rep requiere
la generaciéon de construcciones con un promotor inducible ya que la
expresion constitutiva de Rep es toxica para la planta. Para ello, se cloné la
fase abierta de lectura de Rep de TGMV en el plasmido pERS8 bajo el control
de un promotor inducible por estradiol (Zuo et al., 2000; Brand et al., 2006).
El plasmido generado (pER8Rep) se utiliz6 posteriormente para transformar
plantas ColO de A. thaliana

El la tabla 1.8 se resume el proceso de obtencion de plantas
transgénicas pER8Rep. En dos transformaciones independientes se
obtuvieron 18 plantas T1 resistentes a higromicina (3,4 mg/L). Mediante
PCR, con los cebadores OM15 y OM16, se confirmé la presencia del casete
de expresion de Rep en 12 de las 18 plantas. De ellas, sélo se obtuvieron

semillas de cuatro lineas que se utilizaron para determinar el nimero de
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loci en los que se habia integrado el T-DNA. Tres de las lineas (pER8Repl,
pER8Rep2 y pER8Rep13, a las que, de aqui en adelante, nos referiremos
solamente por su nimero) presentaron una segregacion 3:1 confirmando la

Insercion de las construcciones en un unico locus (Tabla 1.8 y Figura 1.23).

Tabla 1.8: Transformacion de A. thaliana con
la construccion pER8Rep.

Transformacion 12 22
Resistentes a higromicina () S 13
Plantas en sustrato S 13
PCR 2 10
Semillas T2 4 2 2

1 locus 2 1

Segregacion ©)
2 loci 0 1

Se indican el nimero de:

1) Plantulas que crecieron en MS higromicina.

2) Plantulas que sobrevivieron al paso a sustrato.

3) Plantulas que dieron un resultado positivo en una PCR con oligos disenados para
amplificar la fase abierta de lectura de Rep.

4) Lineas de las que se obtuvieron semillas T2.

5) Lineas que contienen la construccién insertada en uno o dos loci. Datos obtenidos por la
segregacion de la resistencia a higromicina y evaluada mediante 92 sobre un minimo de
doscientas semillas germinadas en placas de MS suplementado con higromicina.

Las plantas T2 resistentes a higromicina de las lineas 2 y 7 mostraron
un fenotipo similar a las plantas ColO, mientras que las de las lineas 1y 13
presentaron alteraciones en su desarrollo: pérdida de la dominancia apical y
curvatura de las hojas. Ademas, las plantas de la linea 13 presentaron
floracién temprana a dia corto. Para confirmar la expresion inducible de Rep
en las plantas transgénicas se llevdo a cabo un ensayo de induccién en
plantas T2 resistentes a higromicina y se evalué la expresion de mRNA de
Rep mediante RT-PCR. En ausencia de estradiol las plantas de las lineas 1
y la 13 mostraron una expresion basal de Rep, expresion que, no se detectd
en las plantas de las lineas 2 y 7. La expresion de Rep se indujo en las
plantas de las cuatro lineas en presencia de estradiol a estradiol 5uM

(Figura 1.23). Para obtener semillas T3 e identificar plantas homocigoticas
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se seleccionaron plantas T2 de las lineas pER8Rep-1 y 2 que presentaban
una segregacion 3:1 y que nos permitian analizar el comportamiento de
plantas con y sin expresion basal de Rep. Para caracterizar la cinética de la
inducciéon de Rep en respuesta a estradiol se llevo a cabo un ensayo de
expresion transfiriendo plantulas homocigéticas T3 en estadio de 4 hojas a

placas de MS sélido suplementado con estradiol 0,2uM.

Figura 1.23: Caracterizacién de las lineas transgénicas pER8Rep. A) Tabla resumen
de los fenotipos presentados por las cuatro lineas obtenidas. La resistencia a
higromicina se determiné estableciendo 200 semillas T2 esterilizadas en placas de MS
+ higromicina 3,4 mg/L. Los ensayos de induccién para medir la expresién de AL1 se
llevaron a cabo transplantando plantulas de 4 hojas a medio MS con estradiol 5uM o
sin él, tomandose muestras a 12, 24 y 48 horas. Se presentan imagenes de las PCRs de
una de las réplicas a 12h. B) Las lineas 1 y 13 presentaron diferencias morfolégicas con
respecto a las Columbia0 aun en ausencia de estradiol.
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Figura 1.24: Caracterizacién de la expresion de Rep en las lineas pER8Rep. La
induccién de la expresién de Rep se llevé a cabo sobre plantulas cultivadas en medio
MS sélido hasta el estadio de 4 hojas. Las plantulas T3 fueron transferidas a medio MS
s6lido con estradiol 0,2uM durante los tiempos especificados. Se cuantificé la
acumulacion de mRNA de Rep mediante RT-qPCR en extractos provenientes de 200
plantulas Se representan las medias de las dos réplicas bioldgicas realizadas. Para
cada una se realizaron tres réplicas técnicas.

En la figura 1.24 se muestran los niveles de acumulacién de mRNA
Rep mediante RT-qPCR en ausencia o en presencia de estradiol durante 12,
24, 72 o 96 horas. Aunque las plantas de la linea 1 muestran niveles de
acumulacion mayores que las de la linea 2, las dos mostraron una dinamica
similar. Los valores maximos de acumulacion se producen, en ambas lineas,
en plantas incubadas durante 12 horas en presencia de estradiol, para

después disminuir y mantener la expresion hasta las 96 horas.

Deteccion de la sumoilacion de PCNA en plantas

pER8Rep.

Una vez confirmada la expresién inducible de Rep y la deteccién de
PCNA de Arabidopsis se llevd a cabo un experimento para determinar si
Rep interfiere “in planta” con la sumoilacion de PCNA. Para ello
germinamos en MS semillas de plantas T3 homocigéticas de las lineas
pER8Repl y pER8Rep2. Como control se utilizaron plantas transgénicas
homocigéticas transformadas con el vector vacio (linea pER8) (generadas por

Edgar Rodriguez-Negrete). Once dias después, las plantulas se transfirieron
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a medio MS liquido sin o con 0,2uM de estradiol donde se mantuvieron tres

dias en incubacién con agitacién hasta extraer el RNA y las proteinas.

Figura 1.25: Induccién de AL1 en medio MS liquido. A) Se esterilizaron semillas de A.
thaliana silvestres ColO y transgénicas pER8 y pER8Rep (lineas 1 y 2). Se establecieron
200 semillas en medio MS sélido y, tras dejarlas germinar, se transfirieron a matraces con
medio MS liquido a los que se afiadi6 DMSO o estradiol disuelto en DMSO hasta una
concentraciéon final de estradiol de 0,2 uM a las 0 y 24 horas. Los matraces se
mantuvieron en agitacién durante un total de 72 horas y se recogieron las plantulas para
su analisis. B) Se cuantificaron los niveles de mRNA de Rep mediante PCR en tiempo
real. Se representan las medias de dos réplicas bioldgicas, para cada una de las cuales se
realizaron tres réplicas técnicas. C) Hibridacién western con aPCNA. C+: SIPCNA
expresado en bacteria junto con SUMO vy el sistema de sumoilacién; C+ Rep: SIPCNA
expresado en bacteria junto con Rep, SUMO y el sistema de sumoilacién; Estradiol: se
afiadi6 estradiol 0,2mM; DMSO: control negativo, se afiadi6 DMSO, el solvente en el que
se disuelve el estradiol.

Antes de analizar la sumoilacion de PCNA, comprobamos mediante
RT-qPCR que la incubaciéon con estradiol habia inducido la expresién de Rep
(figura 1.25B). Posteriormente analizamos la acumulacion de PCNA

mediante western blot con un anticuerpo anti-PCNA. En todos los extractos
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analizados se detecté una banda cuyo tamano corresponde al esperado para
PCNA (Figura 1.25C). En ningin caso se detecté una banda cuyo tamano

pudiese corresponder al de PCNA sumoilado.

Cambios en el sumoiloma de Arabidopsis al inducir
Rep.

Para determinar si la expresion de Rep producia cambios en el
sumoiloma de las plantas, se realizé un ensayo de induccién de la expresion
sobre plantulas de las lineas pER8Rep-1 y per8Rep-2 incubadas durante 12
0 24 horas en presencia de estradiol. Como control se emplearon plantas de
la linea PERS8. La figura 1.26 muestra los resultados del western blot
obtenidos al hibridar una membrana con anticuerpos anti-SUMO1 y anti-
SUMO3 de A. thaliana. Aunque la expresion de Rep no altera los patrones
generales del sumoiloma de la planta, se detectan diferencias en la
intensidad o tamano de algunas bandas al comparar las muestras obtenidas
antes del tratamiento con estradiol con las provenientes de plantas crecidas
en presencia del compuesto. Estas diferencias son mas evidentes en la
hibridacién con anti-SUMO1, que la realizada con anti-SUMO3 en la que el
numero de bandas detectadas por el anticuerpo es mucho menor. A pesar de
que la comparacion de las calles correspondiente a plantas Rep y plantas
pERS8 crecidas en presencia de estradiol indica que algunos de los cambios
observados podrian deberse al tratamiento con estradiol y no a la expresion
de Rep, se detectan cambios especificos de las plantas Rep (se obtuvieron
resultados similares en otras dos hibridaciones independientes). Los
resultados indican que es posible wutilizar las plantas transgénicas
generadas en esta Tesis para analizar los cambios en el sumoiloma

producidos por la expresion de Rep.
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Figura 1.26: Induccién de la expresiéon de Rep en plantulas de A. thaliana. A)
Westerns de plantulas transgénicas de A. thaliana pER8Rep y pERS8 (vector vacio)
tras 0, 12 o 24 horas de exposicion a extradiol 0,2 phM en medio MS sélido. B) En estas
mismas muestras se estimaron los niveles de transcrito de Rep por PCR a tiempo real.
Se representan las medias de tres réplicas técnicas. Las barras de error representan la
desviacién estandar.



Seria interesante detectar los aminoacidos de Rep responsables de la
interaccion con PCNA. Mutantes puntuales en estos aminoacidos que
pierdan la capacidad de interaccionar con PCNA deberian dejar de interferir
en la sumoilacion, si nuestra hipotesis es correcta.

No obstante, la confirmacién e identificacion de las proteinas
afectadas requerira de uso de técnicas de proteémica que permitan una
mejor separaciéon de las proteinas y su posterior identificacién por

espectrometria de masas.
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1.3 DISCUSION.

1.3.1 Identificacion de las lisinas sumoilables de

SIPCNA.

La informacién sobre la importancia que tienen las modificaciones post-
traduccionales de PCNA en la modulacién del metabolismo de DNA se ha
generado principalmente a partir de estudios con levaduras y animales.
Estos estudios indican que la ubiquitinacién de PCNA conlleva la activacién
de sistemas de reparacion de DNA, mientras que la sumoilacién esta
asociada con la inhibicién de la recombinacién. La unién de SUMO a PCNA
durante la replicacién atrae a una helicasa que actia como un factor
antirrecombinogénico, Srs2, al impedir la formacion de nucleofilamentos
constituidos por la unién de la proteina Rad51 a moléculas de DNA de
cadena sencilla. En levaduras, se ha identificado la sumoilaciéon de la lisina
164 (conservada en todos los eucariotas) y de la lisina 127, presente sélo en
la secuencia de PCNA de S. cerevisiae.

Los resultados obtenidos en dicho trabajo indican que se pueden
sumoilar dos residuos en el PCNA de tomate, la ya mencionada lisina 164 y
la lisina 254, cuya sumoilaciéon habia sido también descrita para PCNA de
A. thaliana (Strzalka et al., 2012). En este trabajo se describe la sumoilacién
de seis lisinas de AtPCNA1, de las que sélo la lisina 254 se localiza en la
parte exterior del anillo de PCNA, lo que lleva a los autores a sugerir que
esta es la Unica lisina sumoilable en el PCNA de Arabidopsis. Curiosamente
no se detecta sumoilacion de la lisina 164. Para llevar a cabo este estudio,
los autores también emplearon el ensayo de sumoilacién en bacterias, pero
utilizando las enzimas E1 y E2 de Arabidopsis. Sin embargo, la estrategia
experimental para identificar las lisinas sumoilables difiere de la utilizada
en nuestro trabajo. Strzalka y colaboradores generaron en primer lugar
versiones mutadas de AtPCNA1, en el que todas las lisinas menos una eran
sustituidas por arginina. Seguidamente analizaron mediante el ensayo en
bacterias la sumoilaciéon de cada una de las proteinas mutantes. Las

diferencias entre estos resultados y los obtenidos en esta tesis utilizando
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mutantes puntuales, podrian deberse a alteraciones en la estructura de
PCNA producidas por la sustituciéon masiva de los residuos de lisina en cada
mutante (15 de las 16 lisinas presentes en AtPCNA1). La deteccién de
sumoilacién de cinco lisinas situadas en lugares poco accesibles para la
magquinaria de sumoilacion, en el interior del anillo de PCNA y en una zona
cercana al lazo que une las dos laminas plegadas, apoyaria esta posibilidad.
Por otra parte, al trabajar con un sistema en bacterias, en el que todos los
elementos de la maquinaria de sumoilacion se sobreexpresan y hacerlo en
presencia de una diana que mantiene un solo residuo de lisina podria
resultar en la obtencion de falsos positivos, al forzar las condiciones
estequiométricas de la reaccidon a unas muy alejadas de las condiciones
normales o fisiolégicas. En el trabajo de Strzalka et al., 2012 se indica que a
pesar de que la lisina 164 sea un residuo identificado por los programas de
predicciéon de dianas y se sumoile en levaduras, puede que se no observe
sumoilacién porque para ello es necesario la presencia de la ligasa SIZ1, que
no esta presente en el sistema de bacterias. Esta ligasa ha sido descrita
como esencial para la modificacién del residuo K164 de levaduras tanto in
vitro como in vivo (Pfander et al., 2005; Windecker y Ulrich, 2008). Aunque
no podemos descartar completamente que el requerimiento de SIZ1 sea
especifico para el PCNA de A. thaliana, nuestros resultados contradicen
esta hipotesis. Un cambio estructural producido al eliminar todas las lisinas
excepto la K164 que impide el acceso de la maquinaria de sumoilacién a este
residuo o la existencia de otras lisinas en AtPCNA que son imprescindibles
para que se sumoile la lisina K164, quiza estableciendo interacciones
especificas con SUMO o SCE1, o manteniendo la estructura nativa de
PCNA, podrian ser las causas mas probables de la ausencia de sumoilacién
en los ensayos realizados por Strzalka y colaboradores.

Aunque nuestros resultados indican que las lisinas 164 y 245 son los
residuos sumoilados en el PCNA de tomate, la presencia de una banda
residual en las hibridaciones del mutante doble K164A / K254, (Figuras 1.5,

1.6 y 1.7) indica la existencia de otros residuos de lisina, que no son K91 ni
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K190 que se pueden sumoilar aunque con menor frecuencia que las lisinas

164 y 254.

1.3.2 Ensayos en plantas.

Aunque la sumoilacién de PCNA en la planta ha sido demostrada al
1dentificar esta proteina como parte del sumoiloma de Arabidopsis (Elrouby
y Coupland, 2010; Miller y Vierstra, 2011), en esta tesis no hemos sido
capaces de detectar la sumoilacion “en planta” de ninguno de los PCNA
analizados (S. lycopersicum, N. benthamiana y A. thaliana). La principal
causa de estos resultados negativos es, probablemente, que la sensibilidad
de los métodos utilizados no permite detectar los niveles de PCNA
sumoilado acumulados en los tejidos vegetales. La combinacion entre el
limite de sensibilidad del anticuerpo anti-PCNA empleado, un anticuerpo
monoclonal generado contra un epitopo de PCNA de S. cerevisiae que no
esta muy conservado en los PCNAs de plantas, junto con el bajo porcentaje
de PCNA que esta en su forma sumoilada, han representando una
limitacion técnica que no hemos sido capaces de resolver.

Teniendo en cuenta que la sumoilacién es un proceso reversible en el
que las proteasas retiran los SUMOs de las proteinas modificadas, es muy
posible que la proporciéon de PCNA sumoilado sea muy inferior a nivel de
deteccion y que sea por tanto necesario utilizar alguna estrategia adicional
para aumentar el porcentaje de proteina sumoilada. Asi por ejemplo la
primera vez que se detectd la sumoilacion de PCNA in vivo en S. cerevisiae,
(Hoege et al., 2002) fue necesario utilizar un mutante de la proteasa de
SUMO. De manera similar se podria aumentar el nivel de deteccion
inhibiendo la actividad de las proteasas de SUMO en plantas de manera
transitoria mediante VIGS (Virus induced gene silencing) o constitutiva
(RNAi o mutantes). El principal problema con el que se encuentra esta
aproximacioén es, que al contrario que en levaduras, en plantas existen
varios genes que codifican proteasas y desconocemos cual o cuales de ellos
son responsables de la desumoilacion de PCNA. Asi, por ejemplo, en

Arabidopsis se han identificado cinco genes que codifican para proteasas de

106



SUMO (ESD4, ULP1la, ULP1b, ULPlc y ULP1d) cuya actividad ha sido
comprobada “in vitro” y dos mas que contienen los dominios de estas
enzimas (ULP2a y ULP2b) aunque atn no se ha confirmado su actividad
(Castro et al., 2012). La disponibilidad de mutantes simples de todas las
proteasas, asi como de algunos mutantes dobles y triples nos deberia
permitir la identificacion del fondo genético que conlleve una mayor
acumulacion de PCNA sumoilado. Adicionalmente, se ha descrito que
algunos estreses abidticos, como por ejemplo el choque térmico, provocan en
A thaliana un incremento en la acumulaciéon de proteinas sumoiladas con
SUMO1/SUMO2, pero no con SUMO3. Teniendo en cuenta que el PCNA de
tomate parece sumoilarse con SUMO1 o SUMO2 pero no con SUMO3
(Figura 1.20) podriamos conseguir un incremento adicional en la cantidad
de PCNA sumoilado sometiendo las plantas a un choque térmico antes de
extraer sus proteinas.

Por ultimo, la utilizacibon de PCNA etiquetado es otra de las
estrategias que hemos utilizado para aumentar la sensibilidad de la
deteccion de PCNA sumoilado, ya que nos permite incrementar la
concentracion de las proteinas etiquetadas. No obstante hay que tener en
cuenta, que los ensayos con PCNA etiquetado pueden tener ciertas
limitaciones, ya que no sabemos si1 estas moléculas de PCNA pueden
interaccionar para formar forman trimeros. Considerando que, tal y como
indican los resultados obtenidos con geles no desnaturalizantes (Figura
1.22), la mayor parte de las moléculas de PCNA en Arabidopsis se
encuentran formando trimeros, y que los cambios post-traduccionales de
PCNA como la ubiquitinacién o la sumoilacién tienen lugar en moléculas de
PCNA que estan formando trimeros, la incapacidad de los PCNA
etiquetados para formar los trimeros no les permitiria ser modificados pos-
traduccionalmente. Antes de utilizar los PCNA etiquetados para determinar
s1 se sumoilan seria necesario comprobar, mediante ensayos transitorios de
expresion y geles no desnaturalizantes, que los PCNA-etiquetados forman

trimeros.
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1.3.3 Sistema de Arabidopsis in vitro.

Los resultados obtenidos en el ensayo de sumoilacién en bacterias
utilizando las enzimas E1 y E2 de Arabidopsis mostraron que SIPCNA se
sumoila con SUMO1 de humanos y con SUMO1 y 2 pero no con SUMO3 de
Arabidopsis (Figuras 1.17 y 1.18). Es muy interesante que SUMO1 de
humanos, en teoria el mas parecido al de SUMOS3 de plantas, sea capaz de
sumoilar PCNA. En cualquier caso esta diferencia podria deberse a las
diferencias en las secuencias responsables de las interacciones entre los
SUMOs y SCE1, como se postula en Castano-Miquel et al., 2011. Aunque el
sistema funciona, seria interesante incluir en el mismo la expresion de
ligasas de SUMO. Para ello se podrian expresar dichas ligasas,
concretamente AtSIZ1, bajo el mismo promotor T7 desde el que se expresan
los SUMOs de Arabidopsis en los plasmidos pRHAtSUMO1, pRHAtSUMO2
y pPRHAtSUMOS.

1.3.4 Rep reduce la sumoilacion de PCNA.

Los resultados de los ensayos de co-expresion de Rep confirmaron los
obtenidos por Sanchez Duran indicando que la presencia de esta proteina
reduce la sumoilaciéon de SIPCNA. La mayor resolucién de nuestros ensayos
nos ha permitido concluir que Rep afecta a la sumoilacién de todos residuos
de lisina sumoilables tanto los mayoritarios K164 y K254, como los
correspondientes a la banda minoritaria detectada al hibridar extractos del
doble mutante K164A/K254A.

Esta reduccion en la sumoilacion de PCNA podria explicarse como
consecuencia de un efecto directo de Rep sobre la actividad de SCE1. Sin
embargo, los resultados sugieren un mecanismo de interferencia especifico
contra la sumoilacion de PCNA ya que: (1) Rep no afecta a la sumoilacién de
otra diana como la catalasa (Figura 1.7); (i1) al comparar los patrones de
sumoilacién de plantas que expresan Rep de TGMV y de plantas que no lo
hacen, se observan cambios puntuales en el sumoiloma y no cambios

generales como se esperaria si se afectara la actividad de SCE1 (Figura
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1.23) y (ii1) el mutante de Rep (K68A/K102A) que no interacciona con SCE1
no pierde la capacidad de interferir en la sumoilacion de PCNA (Anexo 2,
Sanchez Duran, 2011, Tesis Doctoral).

El hecho de que Rep interacciona con PCNA y que, de acuerdo con el
mapeo realizado por Bagewadi et al., 2004, Rep interacciona con residuos de
PCNA situados a lo largo de toda su molécula, podria explicar la reduccién
de la sumoilacion de PCNA como consecuencia de un impedimento estérico.
Este escenario corresponderia al modelo descrito por Mayanagi y
colaboradores para explicar la plétora de interactores que tiene PCNA.
Segun este modelo la unién un interactor a PCNA bloquea el acceso de otros
a dicha molécula (Mayanagi et al., 2009; Mayanagi et al., 2011),
consiguiéndose de esta manera una regulacion mas fina para decidir en que
momento se carga cada proteina sobre PCNA para tener acceso al DNA que
con el modelo de “cinturén de herramientas” en el que una infinidad de
factores “cuelgan” de PCNA y van actuando segin van haciendo falta
(Dovrat et al., 2014).

La zona de interacciéon de Rep con PCNA ha sido caracterizada
mediante ensayos de inmunoprecipitacion con la Rep del begomovirus
Indian mung vean yellow mosaic virus (IMVYMYV) entre los residuos 135 y
183 (Bagewadi et al., 2004). En este trabajo hemos comprobado que la
secuencia de Rep de TGMV que provoca la reducciéon de la sumoilacién de
PCNA se localiza en la misma zona identificada como el dominio de unién a
PCNA, lo que apoya la hipétesis de un efecto inhibitorio debido a la
interaccion de PCNA con Rep. Para confirmar definitivamente esta
hipotesis, seria necesario identificar mutantes de Rep que no fueran capaces
interaccionar con PCNA, pero mantuvieran su interacciéon con SCE1.

No se tienen datos sobre las consecuencias de la sumoilacién de
PCNA en plantas, pero considerando que tanto el residuo modificado (K164)
como mecanismos de reparacion del DNA que se controlan por esta
modificacién estan conservados en todos los eucariotas, es muy posible que
la lisina 164 de PCNA sea modificada post-traduccionalmente en plantas.

Aunque no sabemos si la sumoilacién de PCNA provoca en otros organismos
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el mismo efecto de inhibicién de la recombinacién homéloga descrita en
levaduras, la sumoilaciéon del PCNA de plantas y la existencia de un gen
homologo a SRS2 en Arabidopsis, (Blanck et al., 2009) cuya expresion
interfiere en la formaciéon de intermediarios de recombinacién, apoyaria la
existencia de este mecanismo que reduciria la recombinaciéon homoéloga en la
horquilla de replicacién. De ser asi, la reduccién en la sumoilacién de PCNA
producida por Rep, provocaria un aumento en la recombinacién homologa
entre las cadenas presentes en la horquilla de replicaciéon al impedir la
union de SRS2 al replisoma, pudiéndose ser esta la causa de los elevados
niveles de recombinacién entre las moléculas de DNA del virus que se
producen durante la infeccion.

La unién de Rep a PCNA también podria interferir con la
ubiquitinaciéon de la lisina K164. Si, como ocurre en otros organismos, la
ubiquitinacién de este residuo es clave para la puesta en marcha de
sistemas de reparacion del DNA, la consecuencia de la unién de Rep
provocaria una mayor sensibilidad al dafo en el DNA, tal y como ocurre con

los mutantes en K164 en levaduras (Hoege et al., 2002).
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CAPITULO 2

DESARROLLO DE NUEVAS
HERRAMIENTAS PARA LA
MONITORIZACION DE LA
INFECCION POR VIRUS
DEL COMPLEJO TYLCD:
PLANTAS 2IR






2.1 INTRODUCCION.

El desarrollo de herramientas para la monitorizacion in vivo de las
infecciones virales es esencial para la realizacién de estudios de interaccién
planta-virus. La estrategia mas directa para generar estas herramientas
consiste en la introduccién de un gen chivato, clasicamente GFP (Green
Fluorescent Protein), en el genoma del virus (Baulcombe et al., 1995). En el
caso de los geminivirus esta estrategia sb6lo se ha podido utilizar con
begomovirus bipartitos en los que se ha remplazado el gen de la CP por el
gen chivato. La fuerte presion de seleccién sobre el tamafo de su genoma, el
solapamiento de las fases abiertas de lectura de varios de sus genes, y el
papel esencial que juega la CP de begomovirus monopartitos para la
infeccion (Kunik et al., 1998; Kunik et al., 1999), impiden que esta
estrategia se pueda utilizar con otros geminivirus. Como alternativa, se ha
desarrollado un sistema que permite monitorizar la replicaciéon del virus
mediante la introduccién en el genoma de la planta de una construccién
denominada 2IR-GFP (Morilla et al., 2006). Esta construccién, que contiene
un casete de expresiéon de GFP flanqueado por dos regiones intergénicas de
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), permite la detecciéon de la
replicacién del virus in vivo mediante la monitorizacién de la fluorescencia
verde.

El funcionamiento del sistema (Figura 2.1) estd basado en el
incremento de la expresiéon de GFP debido a la formaciéon de moléculas
extracromosomicas a partir de la construccion 2IR-GFP. En ausencia del
virus las plantas transformadas con la construccion 2IR-GFP mantienen
una expresion basal del gen chivato que les confiere una leve fluorescencia
verde. Cuando un virus entra en una célula que contiene la construccion, su
proteina Rep reconoce las IR del transgén induciendo la replicaciéon de la
secuencia situada entre las dos IR. Como resultado se generan copias
circulares y extracromosémicas del transgén que contienen una unica IR

(moléculas extracromosoémicas, ME). Una vez generadas, las ME pueden
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replicarse tal y como lo hacen las moléculas circulares del virus ya que la IR

contiene en cis todos los elementos necesarios para ello.

Figura 2.1: Construcciones 2IR. A: Las construcciones 2IR contienen un casete de
expresion de un gen chivato (GFP, DsRED o DsRED-E5) flanqueado por dos
repeticiones directas de la regién intergénica (IR) de TYLCV-IL o TYLCSV. B:
Construcciones 2IR empleadas en este trabajo, especificando las regiones
intergénicas y genes chivatos que contienen.

Las plantas 2IR-GFP han sido utilizadas en estudios de genética
reversa para identificar genes de la planta que afectan la infeccion del virus
o de sinergismos con otros patdgenos (Lozano-Duran et al., 2011; Caracuel,
et al., 2012). Estas construcciones plantean, no obstante, algunas
limitaciones que se derivan tanto de la naturaleza de las secuencias de la IR
como del gen chivato que portan. La produccion de ME a partir del transgén
requiere del reconocimiento de las IR por la proteina Rep. Este se produce
mediante la uniéon de la proteina del virus a una secuencia repetida muy
proxima a la estructura de tallo-lazo desde la que se inicia la replicacion del

virus. La secuencia reconocida por Rep es especifica de cada especie de
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virus, de forma que la proteina Rep de TYLCSV no reconoce la secuencia de
la IR de otros virus del complejo TYLCD, como Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) y viceversa. De esta forma, no se generan ME, ni se produce el
aumento de fluorescencia verde asociada a floema en infecciones de TYLCV
en plantas que contienen las IR de TYLCSV.

La otra limitacién de las construcciones 2IR-GFP es la incapacidad de
la GFP para generar fluorescencia verde en hojas de tomate, el principal
cultivo afectado por estos virus. Los ensayos de expresiéon transitoria en
hojas de tomate de construcciones para expresar GFP nos confirmaron
(datos no mostrados), que no es posible visualizar la expresiéon de este gen
chivato, ya que no se detecta fluorescencia a pesar de acumularse mRNA del
gen. La busqueda bibliografica realizada confirma estos resultados, ya que
no existe referencia alguna que muestre la expresion de GFP en hoja de
tomate, aunque si en su fruto (Quadrana et al., 2011). Desconocemos cual o
cuales son las causas por las que no es posible detectar la fluorescencia
verde de la GFP en hojas de tomate, pero podria deberse a que la GFP emite
fluorescencia tras formarse su centro activo al ciclarse sus aminoacidos
Ser65, Tyr66 y Gly67. En este proceso, la tirosina se desprotona,
adquiriendo la capacidad de emitir fluorescencia (Heim et al., 1994). A pH
por debajo de 4, la GFP pierde su capacidad de emitir fluorescencia
(Patterson et al., 1997; Kneen et al., 1998), posiblemente por la protonaciéon
de la tirosina 66, que tiene un pK de 5,8 (Haupts et al., 1998). Para abordar
estas limitaciones, nos propusimos generar nuevas construcciones 2IR con el
fin de: (i) detectar la replicacién de la especie mas extendida del complejo
TYLCD, TYLCV, y (i1) visualizar la replicaciéon de TYLCSV y TYLCV en
tomate. Para esto hemos generado nuevas construcciones utilizando las IR
de la estirpe TYLCV (AC: AJ489258, Morilla et al., 2005) o TYLCSV (AC:
L27708) que flanquean un casete de expresiéon de GFP para TYLCV o de
otro gen chivato, DsRED (Campbell et al., 2002) para TYLCV y TYLCSV,
cuya expresion ya habiamos comprobado que se visualiza en hojas de tomate

(datos no mostrados).
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Adicionalmente, se disefaron construcciones basadas en las IR de
ambos virus para la expresion de una version de DsRED (DsRED-E5) que
contiene dos mutaciones puntuales: una mutacién Val105Ala que duplica los
niveles de emisiéon de fluorescencia y otra Ser197Thr que hace que la
proteina recién sintetizada emita fluorescencia verde (con los maximos de
absorcion y emision a 483 y 500 nm respectivamente). Tras un periodo de
maduracion, independiente de su concentraciéon y dependiente de la
temperatura y el pH, la fluorescencia torna al rojo (con maximos de
absorcion y emision a 558 y 583nm) caracteristico de la DsRED (Terskikh et
al., 2000). Estimamos mediante ensayos de expresiéon transitoria en
Nicotiana benthamiana, que el periodo de maduracion de la DsRED-E5, en
adelante Timer, es de aproximadamente seis horas (datos no mostrados). La
expresion de este gen chivato nos proporcionara una mayor informacién
sobre la dinamica de la replicacion de los virus.

En este capitulo se presentan los resultados del proceso de obtencion
de nuevas plantas 2IR y de un primer analisis de su funcionamiento y

fenotipo durante la infeccién por geminivirus.
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2.2 RESULTADOS.

2.2.1 Construcciones 2IR.

La figura 2.1 B muestra las construcciones 2IR generadas,

clasificadas de acuerdo con el origen de las secuencias IR y del gen chivato.

Construcciones de TYLCV.

Para producir las construcciones que permitieran la monitorizacion de
la especie TYLCV, elegimos el aislado espanol de TYLCV-IL (AC:
AJ489258).

Construccion 2IR-IL-GFP. En primer lugar, se amplificaron por
PCR dos fragmentos de 491 pb que contienen la secuencia de la IR completa
de TYLCV (nucledtidos 2460 a 169) utilizando como molde el plasmido
pGTYCZ-40 (Morilla et al., 2005): el fragmento IR-EcoRI (cebadores OM1 y
OM2) y el fragmento IR-HindIII (cebadores OM3 y OM4). Seguidamente se
clonaron en el sitio EcoRV de pBSSKII+ generandose los plasmidos
pBIRILEcoRI y pBIRILHindIII respectivamente. A continuacion, se digirid
con EcoRI el plasmido pBIRILEcoRI y el fragmento de 497pb resultante se
clon6 en el sitio EcoRI de pBINGFP, un plasmido que contiene la fase
abierta de lectura completa de GFP bajo el control del promotor 35SCaMV
(Cauliflower mosaic virus). Los plasmidos recombinantes con el fragmento
en la orientacién deseada (en los que el promotor del gen CP de TYLCV, esta
en la misma orientaciéon que el promotor CaMV35S), se identificaron
mediante PCR con un set de cebadores que amplifican un fragmento si el
Inserto esta en el mismo sentido que el promotor de la CP (OM2/0OMS5) o en
sentido contrario (OM1/OM5). A partir de los resultados obtenidos, se
seleccion6 un plasmido, que denominamos pBIRGFP. Seguidamente, un
fragmento de 497pb obtenido mediante digestion con HindIIl de
pBIRILHindIII se cloné en el sitio HindIIl de pBIRGFP. Mediante PCR, con
las parejas de cebadores OM3/OM6 y OM4/OM6 se identific6 un plasmido
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recombinante que contiene este segundo fragmento en la misma orientacién

que el anterior y al que se denominé p2IRILGFP.

Construccién 2IR-IL-DsRED. Para obtener una construcciéon 2IR de
TYLCV-IL que expresara la proteina DsRED en lugar de GFP se digiri6 el
plasmido p2IRILGFP con Xbal y Sacl y se purifico el fragmento de 13.477
bp que corresponde al plasmido sin la fase abierta de lectura de la GFP. A
continuacion, se digiri6 el plasmido pCRDsRED (No publicado, cedido por el
doctor Gabriel Morilla) con Xbal y BamHI para obtener un fragmento de
678 pb que contiene la fase abierta de lectura completa de la DsRED. Se
generaron extremos romos y se ligaron los dos fragmentos. Mediante PCR
con las parejas de cebadores cebadores OM5/0OMS8 y OM5/OM7 se identificé
un plasmido recombinante que contiene la fase abierta de lectura de DsRED

en la orientacion apropiada y al que se denominé p2IRILDsRED.

Construccion 2IR-IL-Timer. Para generar la construcciéon 2IR de
TYLCV-IL que expresa la proteina DsRED-E5, se construyé el plasmido
p2IRILTimer, sustituyendo la fase abierta de lectura de la GFP del
plasmido p2IRILGFP por la de la DsRED-E5. Para ello se purificé un
fragmento de 681 pb que contiene la fase abierta de lectura de DsRED-E5
obtenido mediante digestion Kpnl-Notl del plasmido pTimer (Clontech,
(Terskikh et al., 2000). Se eliminé la fase abierta de lectura de la GFP del
vector p2IRILGFP digiriendo con Xbal y Sacl y se purificé el fragmento de
13.477 pb. Tras generar extremos romos se ligaron los fragmentos y se
seleccion6 el plasmido recombinante que contiene la DsRED-E5 en la
orientacion apropiada mediante PCR con las parejas de cebadores

OM5/0MS8 y OM5/0OM7 y al que se denominé p2IRILTimer.

Construcciones de TYLCSV.

Construccion 2IR-Sar-DsRED. Se purificé un fragmento de 678 pb

conteniendo la fase abierta de lectura de la DsRED mediante digestién de
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pCRDsRED con Xbal-BamHI. Una vez generados extremos romos, el
fragmento se cloné en el sitio Hpal de pGTYOM para obtener
p2IRSarDsRED. pGTYOM es un vector binario que contiene dos
repeticiones directas de la regién intergénica de TYLCSV flanqueando un
promotor CaMV35S y un terminador NosT (Morilla et al., 2006). La
orientacion del inserto se determiné por PCR usando las parejas de
cebadores OM5/0OMS8 y OM5/0OM7. El plasmido con la fase abierta de lectura
de la DsRED en sentido con el promotor CaMV35S se denomind
p2IRSarDsRED.

Construccion 2IR-Sar-Timer. La construccién DsRED-E5 se obtuvo
clonando la fase abierta de lectura de DsRED-E5 en Hpal de pGTYOM.
Para ello se digiri6 pTIMER con Kpnl-Notl y se purificé el fragmento de 681
pb, en el que se generaron extremos romos. La orientacion del inserto se
determiné por PCR usando las parejas de cebadores OM5/0M8 y OM5/0OM7.
El plasmido con la fase abierta de lectura de la DsRED-E5 en sentido con el

promotor CaMV35S se denominé p2IRSarTimer.

2.2.2 Analisis de las construcciones 2IR.

Antes de proceder a la transformacion de plantas de N. benthamiana
con las construcciones 2IR, se llevé a cabo un ensayo para confirmar la
induccion de la expresion del los genes chivato en presencia del virus o de la
proteina Rep correspondiente. Para ello, se coagroinfiltré cada construccion
2IR, con un clon infectivo del virus, un vector de expresién de la proteina
Rep, o un vector vacio (Figura 2.2). Tres dias después de la infiltracion, se
observaron las hojas bajo luz ultravioleta (Figura 2.2). Como control positivo
se utilizé el plasmido p2IR-GFP, usado para generar las plantas
transgénicas que sobreexpresan GFP en las células en las que se esta

replicando TYLCSV (Morilla et al., 2006), que denominaremos 2IR-Sar-GFP.
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Figura 2.2: Ensayo de expresion transitoria de las construcciones 2IR. Las
construcciones se agroinfiltraron junto con: un clon infectivo del virus (i), con un vector
de expresion de Rep (i1) o con un vector binario con un casete de expresiéon vacio
CaMV35S-NosT (pBINX1) como control negativo (ii1). La expresién del gen chivato se
analizé bajo luz ultravioleta a los tres dias de la infiltracién.

-Construcciones de TYLCSV: En el tejido agroinfiltrado con el
vector vacio pBINX1 (Sanchez-Duran et al., 2011) se detecta un bajo nivel de
fluorescencia. La intensidad de la misma es mucho mayor en toda la zona
infiltrada cuando se coinfiltraron las construcciones 2IR con el clon infectivo
del virus pGTYA2 (Morilla et al., 2004). Lo mismo ocurre al coinfiltrarlo con
un vector que expresa Rep de TYLCSV (pACS1, Morilla et al., 2006),
observandose especialmente intensa en las zonas cercanas al tejido
conductor. Resultados similares se obtuvieron al coinfiltrar los demas
plasmidos que contienen las IR de TYLCSV flanqueando a los otros genes

chivato (p2IRSarDsRED y p2IRSarTimer) (Figura 2.3).

-Construcciones de TYLCV: Los resultados obtenidos con las
construcciones que contiene la IR de TYLCV-IL fueron similares a los de

TYLCSV. En todos los casos, GFP, DsRED o Timer, se detecté una induccién

en la expresiéon del gen chivato en los tejidos coinfiltrados con un clon
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infectivo de TYLCV (pGTYCZ-40) o con un plasmido binario que expresa la
proteina Rep de TYLCV a partir del promotor 35SCaMV (pBINX'C1Cz).

Figura 2.3: Resultados del ensayo de expresion transitoria de las construcciones 2IR.
(A) A los tres dias de la infiltracién, las hojas infiltradas se fotografiaron bajo luz
ultravioleta y (B) se analiz6 por hibridacion Southern la presencia de moléculas
extracromosémicas (8 ug de DNA de las hojas infiltradas, digeridos con EcoRI e
hibridados con una sonda marcada con P32 por random priming preparada con la ORF
del gen chivato correspondiente).

Para evaluar la formacién y acumulacion de moléculas
extracromosomicas, se extrajo DNA de las hojas agroinfiltradas y se analizé
por Southern blot. Se digirieron con EcoRI 8 mg de DNA total de cada
muestra y se separaron en geles de agarosa al 8%. Se usaron como sondas
las fases abiertas de lectura completas de los correspondientes genes chivato
(obtenidas por digestion). Como era de esperar, en las calles que contienen
DNA extraido de los tejidos coagroinfiltrados con el clon infectivo del virus o

con el vector de expresion de Rep se detecté una banda de entre 2,1y 2,2 Kb
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que se corresponde con el tamano esperado para una ME de DNA de doble
cadena (Figura 2.3 B). Esta banda no aparece en las muestras de las hojas
co-infiltradas con el vector vacio. Las diferencias de intensidad observadas
entre las bandas pueden deberse a diferencias en los niveles de expresion de

Rep o de replicacion del virus que no se determinaron.

Figura 2.4: Ensayo de infiltracion en hojas cortadas. A: Esquema del ensayo. Se
infiltraron hojas con un casete de expresién de la proteina Rep o con un vector vacio
(pBINX1) como control negativo. Se cortaron las hojas por la base del peciolo
inmediatamente después de ser infiltradas y se incubaron en una atmédsfera saturada
de humedad durante 6 dias (16h de luz / 8h de oscuridad). Se observaron para ser
observadas bajo luz ultravioleta. B: Resultados del ensayo sobre una planta 2IR Sar
Timer. Imagenes tomadas a los 4 dias con una lupa de epifluorescencia bajo luz vivible
y bajo luz ultravioleta con filtro DsRED para detectar la proteina madura y filtro
GFP3 para detectar la proteina que atin no ha terminado su proceso de plegamiento.
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2.2.3 Obtencion de plantas transgénicas de N.

benthamiana con las construcciones 2IR.

Una vez comprobado el funcionamiento de las construcciones, se
procedié a obtener plantas transgénicas de N. benthamiana con todas las
construcciones generadas (p2IRILGFP, p2IRILDsRED, p2IRILTimer,
p2IRSarDsRED y p2IRSarTimer). Para ello se transformaron discos de hoja
con Agrobacterium tumefaciens, utilizando el protocolo descrito por Horsch
et al., 1985. Para cada construccion se obtuvieron de 20 a 40 callos
resistentes kanamicina, a partir de los cuales se regeneraron de 8 a 12

plantas (Tabla 2.1).

Figura 2.5: Tejidos en los que se replican TYLCV-Il y TYLCSV. La fluorescencia,
resultado de la expresién de los genes chivatos es similar a la descrita en Lozano et al.,
2011, que describe el desarrollo de la infecciéon de TYLCSV en plantas 2IR-Sar-GFP.
Las fotos se tomaron entre las 2 y 3 semanas posteriores a la inoculacién. En el caso de
las construcciones Timer, se muestran imagenes tomadas con el filtro DsRED, que
muestra la proteina madura y con el filtro GFP3 que muestra la proteina recién
sintetizada.

Para comprobar que plantas transformadas contenian las
construcciones 2IR y que estas eran funcionales, se llevo a cabo un ensayo
de inducciéon de la expresion de los genes chivatos en presencia de la
proteina Rep correspondiente. Se agroinfiltraron dos hojas de cada planta
T1, una con un plasmido de expresion de Rep y otra con el vector vacio
pBINX1. A continuacién, la hojas infiltradas se aislaron de la planta

cortando sus peciolos y se depositaron en una placa de Petri sobre papel de
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filtro humedecido con agua. Cuatro dias después de la agroinfiltracion se
observaron las hojas bajo luz ultravioleta, comparando las diferencias en la
expresion del gen chivato entre la hoja que infiltrada con el casete de
expresion de Rep y la infiltrada con pBINX1 (Figura 2.4A). Como ejemplo de
un resultado positivo, en la figura 2.4B se muestra el obtenido con una de

las plantas T1 transformadas con p2IR-Sar-Timer.

Tabla 2.1: Transformacién de N. benthamiana con las construcciones 2IR.

2IR-Sar- 2IR-IL- 2IR-Sar-

Construccién 2IR-IL-GFP DsRED DsRED Timer 2IR-IL-Timer
Discos de hoja® 110 60 60 60 60
Callos® 31 21 21 37 22
Plantas en
Custrato® 14 16 44 40 34
Lineas
transformantes® 14 16 8 12 10
Hoja cortada® 13/13 12/16 4/8 12/12 10/10
Semillas T1® 10/13 12/16 4/8 12/12 9/10
10(:1us 9 9 2 5 3
Segreg. ™
. 1 3 2 7 0
loci
Fenotipo SAR® E3 K1 F1 C2 D2

Semillas T2® E3.1-E3.6 K1.1-K1.6 F1.1-F1.6 C2.1-C2.6 D2.1-D2.6

T3 Homocig. 10 E3.3 ND ND ND ND

Se indican el namero de:

1) Discos de hoja agroinoculados.

2) Callos independientes resistentes a kanamicina obtenidos a partir de los discos de
hoja agroinoculados.

3) Plantas regeneradas a partir de los callos que sobrevivieron al proceso de enraizado y
aclimatacién a sustrato.

4) Lineas transformantes independientes obtenidas.

5) Lineas en las que se detecté un incremento de la expresiéon del gen chivato en
experimentos de sobreexpresion transitoria de Rep en hojas cortadas.

6) Lineas de las que se obtuvieron semillas T2

7) Lineas que contienen la construccién insertada en uno o dos loci. Datos obtenidos por
la segregacion de la resistencia a kanamicina y evaluada mediante 92,

8) Nombre de las lineas T1 con la construcciéon en un sélo locus con el fenotipo SAR mas
intenso.

9) Nombre de las lineas T2 de las que se recogieron semillas T3.

10) Nombre de las lineas T3 identificadas como homocigéticas mediante andalisis de la
segregacion de la resistencia a kanamicina.
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Todas las plantas transgénicas obtenidas con las construcciones
p2IRILGFP, p2IRILTimer y p2IRSarTimer mostraron el incremento
esperado de la expresion del gen chivato (Figura 2.5), sin embargo sélo el
50% y 75% de las plantas obtenidas con p2IRILDsRED y p2IRSarDsRED
respectivamente, mostraron la induccion de la expresion del gen chivato al
expresar las proteinas Rep correspondientes (Tabla 2.1).

Las plantas T1 en las que se detecté induccion del gen chivato
dependiente de la expresion de Rep se seleccionaron para su caracterizacion
posterior. En primer lugar se obtuvieron semillas T2 de las lineas, que se
utilizaron para determinar el nimero de loci en los que se habia integrado
las construcciones mediante segregacion de la resistencia a kanamicina
(Tabla 2.1), detectandose lineas con segregacion 3:1 para todas las

construcciones.

2.2.4 Ensayos de infeccion.

A continuacién, se realiz6é un ensayo para evaluar la induccién del gen
chivato en infecciones sistémicas. Para ello se eligi6 una linea de cada
construccion que presentara una segregacion 3:1 e induccion de la expresion
del gen chivato en el ensayo de hoja cortada (Tabla 2.1).

Se esterilizaron semillas T2 de cada una de las lineas seleccionadas y
se germinaron en MS con kanamicina. A las 2 semanas, las plantas
resistentes a kanamicina se transfirieron a sustrato y se dejaron crecer
hasta tener de 4 a 5 hojas. Seguidamente, se agroinocularon de 10 a 25
plantas de cada linea con un clon infectivo de TYLCSV o TYLCYV inyectando
una suspension de A. tumefaciens en el tallo, a través de la yema axilar de
la tercera o cuarta hoja por encima de los cotiledones. Como control negativo
se agroincularon de 5 a 10 plantas con un cultivo que contiene el plasmido
binario vacio pBINX1. La hoja situada en el punto de la agoinoculacién se
denomina hoja 0 y sirvié como referencia para posteriores observaciones.
Cada semana se evalud el desarrollo de sintomas y la inducciéon de la
expresion del gen chivato de todas las hojas situadas por encima o al nivel

del punto de inoculacién en 2 o 5 plantas inoculadas con el virus y 1 o 2 con

129



el vector vacio. Asi mismo, se extrajo DNA de las tres hojas mas apicales de
las plantas evaluadas para cuantificar la cantidad de virus y de moléculas
extracromosémicas (ME) acumuladas. Las infecciones se repitieron dos
veces para cada construccion excepto para la construccion 2IR-IL-DsRed con

la que se realiz6 un Unico ensayo (Tabla 2.2).

Figura 2.6: Ensayos de infeccion. A) Escala de expresiéon de GFP en una planta
2IRCzGFP (arriba) y de DsRED en una planta 2IRCzDsRED (abajo). B) Desarrollo de
los ensayos de infeccién. Las plantas 2IR se inocularon cuando tenian de 4 a 5 hojas.
Semanalmente, se monitorizaron los sintomas y la expresién del gen chivato en cada
una de las hoias.
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Para evaluar la induccién de la expresion del gen chivato utilizamos
una escala (Figura 2.6) basada en los resultados obtenidos con la
construcciéon 2IR-Sar-GFP (Lozano-Duran et al., 2011) que describen cuatro
niveles del fenotipo al que denominan SAR (Tabla 2.3). Para evaluar la

severidad de los sintomas utilizamos un indice de 0 a 3 (Tabla 2.4).

Tabla 2.3: Indice de la expresion del fenotipo SAR.

Fenotipo Descripcion
SARO Expresion basal del gen chivato
SAR1L Inicio de la expresién en nervios principales, por lo general en

la base de la hoja
Expresion generalizada e intensa en todos los nervios en todo el

SAR2 limbo de la hoja

Expresion débil, generalmente en nervios secundarios, con el
SAR3 . .

nivel basal del fondo desapareciendo o ausente
SARA Ausencia de la expresién tanto basal como asociada a la

replicacién del gen chivato en toda la hoja

Tabla 2.4: Indice de la severidad de los sintomas producidos por TYLCSV o TYLCV.

Indice Descripcion
0 Ausencia de sintomas
1 Aparicién de una curvatura leve en la hoja
2 Abarquillamiento y arrugamiento de la superficie foliar
3 Reduccion del tamaiio y amarilleamiento de la hoja

Todas la plantas 2IR infectadas desarrollaron sintomas y fenotipos
SAR excepto las plantas 2IR-Sar-DsRED que, a pesar de presentar la
sintomatologia tipica de la infeccion con TYLCSV, no desarrollaron cambios
en la expresion del gen chivato (Tabla 2.2). Las figuras 2.7 A, 2.8 A, 29 Ay
2.10 A muestran la evolucion detallada de los sintomas y de la expresién de
los genes chivatos analizados hoja a hoja en las plantas 2IRalas 1, 2,3y 4
semanas después de la infeccién (spi).

Plantas 2IR-IL-GFP. Los sintomas en estas plantas comienzan a ser
visibles una semana después de la inoculacién. A las dos semanas aparecen
los sintomas mas severos en las hojas apicales manteniéndose hasta cuarta
semana. Esta cinética correlaciona con la de acumulacién de virus, que
presenta también su maximo a las 2 spi. El desarrollo de la expresion de
GFP sigue un patron similar al descrito por Lozano-Duran et al., 2011,
detectandose la inducciéon de GFP y la aparicion del fenotipo SAR2 al mismo

tiempo que la aparicion de los sintomas.
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La expresiéon de GFP se mantiene hasta la tercera semana después de
la infeccién, aunque sélo mostrando el fenotipo SAR3 en el que la
fluorescencia verde ha desaparecido de la lamina foliar y queda restringida
a algunos haces vasculares. Una semana mas tarde no se detecta expresion
de GFP en ninguna de las hojas situadas por encima del punto de
mnoculacién. El fenotipo SAR correlaciona con la acumulacién de las MEs

que es maxima a 1 spi y se reduce posteriormente.

Figura 2.7: Resultados del ensayo de infeccién de las plantas 2IR Is GFP. A)
Expresion del gen chivato y de los sintomas a lo largo del experimento. Los resultados
a lo largo de toda la planta se han representado en un estandar con 5, 8, 10 y 13 hojas
para la 1%, 2% 3% y 4® semanas respectivamente y son las medias de todas las hojas que
ocupan la misma posicién con respecto a la hoja 0. B) Niveles de virus y moléculas
extracromosémicas detectados por Q-PCR. Los niveles de virus y los de las ME se
expresan en millares de unidades arbitrarias relativizadas a los niveles de DNA
gendémico de la planta. Se realizaron dos réplicas independientes de este ensayo de
infeccién. En cada una se agroinocularon 10 plantas con un clon infectivo de TYLCSV
y 5 con un vector vacio por cada punto de muestreo.
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Figura 2.8: Resultados del ensayo de infecciéon de las plantas 2IR Is DsRED. A)
Expresion del gen chivato y de los sintomas a lo largo del experimento. Los resultados a
lo largo de toda la planta se han representado en un estandar con 5, 8, 10 y 13 hojas
para la 1%, 2% 3% y 4* semanas respectivamente y son las medias de todas las hojas que
ocupan la misma posicién con respecto a la hoja 0. B) Niveles de virus y moléculas
extracromosémicas detectados por Q-PCR. Los niveles de virus se expresan en millares
y los de las ME en unidades arbitrarias relativizadas a los niveles de DNA gendmico de
la planta. Se realiz6 tan s6lo una réplica de este ensayo de infeccion. Se agroinocularon
5 plantas con un clon infectivo de TYLCSV y 3 con un vector vacio por cada punto de
muestreo.

Plantas 2IR-IL-DsRED. En las infecciones de estas plantas los
sintomas no aparecen hasta la 2spi, alcanzando su maximo un semana
después. Esta cinética en el desarrollo de los sintomas correlaciona con la
acumulacion de virus, observandose un incremento continuado desde la
primera semana de la infeccion. La aparicion de la expresiéon de DsRED en

estas plantas se detecta a 1spi, a la que algunas hojas ya han desarrollado
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fenotipos SAR1 y SAR2. A las 2spi, el numero de hojas apicales que han
desarrollado estos fenotipos es muy superior, apareciendo fenotipo SAR3 en
las hojas mas alejadas del apice (+3 a +5). Esta situacién se mantiene
durante las 3 y 4 spi en las que todas las hojas nuevas tienen fenotipo SAR1
o SAR2, y las hojas ya existentes a las 2spi muestran fenotipos SAR2 o han
visto reducida la fluorescencia roja a niveles de SAR3. Es llamativo que no
se detecte silenciamiento en la expresion de DsRED en las plantas
infectadas tal y como sucede en las plantas 2IR-IL-GFP. El aumento en la
expresion de fluorescencia roja correlaciona con el de la acumulacién de ME,
que se incrementa desde la primera semana alcanzando su maximo a las 3
spi. De forma similar a lo que ocurre con las ME derivadas de las
construcciones 2IR-IL-GFP, la acumulacién de ME disminuye rapidamente
una semana después de este pico.

Plantas 2IR-IL-Timer. El desarrollo de los sintomas, la expresion de
la fluorescencia roja y la acumulacion de virus y ME en las plantas
infectadas son muy similares a los descritos para las plantas 2IR-IL-
DsRED. Al igual que en las plantas que expresan DsRED, estas plantas
mantienen la expresion del gen chivato en la mayor parte de las hojas
situadas por encima de la hoja +5 sin que se detecte silenciamiento (fenotipo
SAR4) del gen chivato, alcanzandose un maximo en la acumulaciéon de la
ME tres semanas después de la infeccion. El cambio del espectro de emision
que se produce durante la maduraciéon de esta version de la DsRED (de
verde a rojo) presente en estas plantas nos permite realizar un seguimiento
temporal mas detallado de la expresion del gen chivato, ya que la presencia
de fluorescencia verde en un tejido indica que la sintesis de la proteina se ha
realizado recientemente (menos de 6 horas).

En este sentido, resulta interesante que los patrones temporales de
emisiéon de fluorescencia verde y roja en las plantas 2IR-IL-DsRED son
diferentes. Aunque ambas fluorescencias se detectan por primera vez a las 2
spl y se mantienen las plantas a las 3 y 4 spi, los patrones espaciales de
expresion para las dos fluorescencias son parcialmente diferentes a las 3y 4

spi. Asi, no se observa induccién de la fluorescencia verde en las hojas mas
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apicales, ni es las situadas mas cerca del punto de inoculaciéon a las 3 y 4

spi, que si muestran fenotipos SAR1 o SAR3 para la fluorescencia roja.

Figura 2.9: Resultados del ensayo de infeccién de las plantas 2IR Is Timer. A)
Expresion del gen chivato y de los sintomas a lo largo del experimento. Los resultados
a lo largo de toda la planta se han representado en un estandar con 5, 8, 10 y 13 hojas
para la 1%, 22 3% y 4° semanas respectivamente y son las medias de todas las hojas que
ocupan la misma posicién con respecto a la hoja 0. B) Niveles de virus y moléculas
extracromosémicas detectados por Q-PCR. Los niveles de virus se expresan en millares
y los de las ME en unidades arbitrarias relativizadas a los niveles de DNA gendémico de
la planta. Se realizaron dos réplicas independientes de este ensayo de infeccion. En
cada una se agroinocularon 5 plantas con un clon infectivo de TYLCSV y 3 con un
vector vacio por cada punto de muestreo.
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Figura 2.10: Resultados del ensayo de infeccién de las plantas 2IR Sar Timer. A)
Expresion del gen chivato y de los sintomas a lo largo del experimento. Los resultados a
lo largo de toda la planta se han representado en un estandar con 5, 8, 10 y 13 hojas
para la 1% 2% 3% y 4® semanas respectivamente y son las medias de todas las hojas que
ocupan la misma posicién con respecto a la hoja 0. B) Niveles de virus y moléculas
extracromosémicas detectados por Q-PCR. Los niveles de virus se expresan en millares
y los de las ME en unidades arbitrarias relativizadas a los niveles de DNA gendémico de
la planta. Se realizaron dos réplicas independientes de este ensayo de infecciéon. En cada
una se agroinocularon 5 plantas con un clon infectivo de TYLCSV y 3 con un vector
vaclo por cada punto de muestreo.

Plantas 2IR-Sar-Timer. Al igual que en el caso anterior, las plantas
2IR-Sar-Timer infectadas con el virus, desarrollaron los fenotipos SAR
correspondientes tanto a la fluorescencia roja como a la verde emitida por
DsRED-E5, estando ausente esta ultima en las hojas mas apicales y las
situadas por encima de la hoja +7 a +9 a las 3 y 4 spi, hojas que aun

presentaban fenotipo SAR para la fluorescencia roja. El desarrollo de
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sintomas y la expresion del gen chivato en estas plantas esta muy atenuado
en intensidad con respecto al de las otras lineas transgénicas y al descrito
para las 2IR-Sar-GFP (Lozano-Duran et al. 2011) sin que se llegue a
alcanzar el nivel maximo de la expresion del gen chivato mas que en una
Unica hoja en la tercera semana de infeccién. El posterior analisis molecular
mostré que la reduccion en la expresion del gen chivato se corresponde con
una reducida acumulaciéon de moléculas extracromosémicas, que aun siendo
detectables desde la 2% spi, se acumulaban a un nivel muy bajo,
incrementandose ligeramente a la 4® spi. Algo parecido ocurre con la

acumulacion de virus, cuyo nivel se mantiene muy bajo hasta la cuarta spi.

2.3 DISCUSION.

Tal y como se indicé en la introduccién, las plantas 2IR-Sar-GFP
(Morilla et al., 2006) son una poderosa herramienta para investigar el
desarrollo de la infeccién de TYLCSV (Morilla et al., 2006), identificar genes
del hospedador implicados en la replicacion del virus (Lozano-Duran el al.,
2011), estudiar relaciones de sinergia entre distintos virus (Caracuel et al.,
2011), analizar los efectos de los estreses abidticos sobre la capacidad de
replicarse del virus (esta tesis, capitulo 3), etc...

No obstante, estas construcciones tienen algunas limitaciones. Asi,
por ejemplo, la alta especificidad de Rep por la secuencia diana de la regién
intergénica hace que s6lo TYLCSV, y no TYLCV-IL, sea capaz de movilizar
moléculas extracromosémicas de una planta 2IR-Sar-GFP. Esto conlleva,
que sea necesario generar construcciones especificas para cada virus. Asi
pues, para estudiar el desarrollo de las infecciones de TYLCV-IL, el virus
mas extendido del complejo TYLCD, generamos las plantas 2IR-IL-GFP.

En Morilla et al., 2006, se describe que s6lo TYLCSV es capaz de
movilizar moléculas extracromosémicas desde la construccion 2IR-Sar-GFP.
Del mismo modo, durante el desarrollo de los experimentos de infeccién

sistémica en plantas, se llevé a cabo un ensayo en el que se inocularon

plantas 2IR-IL-GFP con TYLCSV (datos no mostrados). Aunque todas las
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plantas presentaron sintomas de la enfermedad, ninguna mostré un
incremento en la expresion de GFP, confirmandose la especificidad de la
capacidad de movilizar moléculas.

El hecho de que la GFP no emita fluorescencia en hojas de tomate,
nos llevo a generar las construcciones 2IR-Sar-DsRED y 2IR-IL-DsRED. La
obtenciéon de plantas transgénicas con estas construcciones en IV.
benthamiana persigue dos objetivos: (1) comprobar que estas construcciones
generen fenotipos similares a los producidos por las construcciones con GFP
sin que alteren los patrones de replicacion e infeccién del virus; (i1) generar
plantas en las que se pueda monitorizar la infecciéon con los dos virus
(TYLCSV y TYLCV) mediante cruzamiento de las plantas transgénicas que
contienen las construcciones 2IR-Sar y 2IR-IL con distintos fluoréforos.

Las plantas 2IR-IL han mostrado un patréon similar en el desarrollo
de la enfermedad, la expresion del gen chivato y la acumulacion de virus y
de moléculas extracromosémicas, independientemente del gen chivato usado
en la construcciéon. En todos los casos, el maximo en la acumulaciéon de
moléculas extracromosomicas coincide con o precede al momento en el que
se alcanza el maximo de acumulacion del virus, lo cual no es de extranar,
dado que para que se formen moléculas extracromosémicas es
imprescindible la presencia y accion de la proteina virica Rep, siendo ésta
expresada en los estadios tempranos de la infeccién del virus.

También en todos los casos se observa una reduccion en las moléculas
extracromosémicas a la tercera o cuarta semana de la infeccién, que puede
deberse a una disminucién en la tasa de replicacién del virus. Este patron
de expresién es muy similar a lo descrito para las plantas 2IR-Sar-GFP,
aunque los tiempos en los que se produce la maxima acumulaciéon de virus y
moléculas extracromosdémicas varian, dependiendo seguramente de las
condiciones de la infeccién.

El hecho de que en las plantas que contienen las construcciones para
expresar DsRED-E5 (Timer) la aparicion de la fluorescencia verde siempre
preceda a la fluoresencia roja y que en las hojas mas apicales de estas

plantas, cuando estan infectadas, no se detecte nunca fluorescencia roja pero
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si fluorescencia verde, sugiere que la emision de fluorescencia verde se debe
a proteina sintetizada como consecuencia de la replicaciéon de los virus en
esos tejidos. No obstante, y teniendo en cuenta que las hojas en las que se
detecta el fenotipo SAR son hojas sumidero, no podemos excluir
completamente que parte de la fluorecencia correspodiente a la DsRED-E5
madura se deba a proteina sintetizada en otra parte de la planta.

En las plantas 2IR-Sar-Timer, contrariamente a lo esperable, ya que
contienen las mismas regiones intergénicas que las plantas 2IR-Sar-GFP, no
se aprecia una acumulaciéon de moléculas extracromosémicas que alcanzace
un maximo entre las 2 y las 3 spi, si no un leve incremento a las 4 spi. En
estas plantas la baja intensidad de la expresion del gen chivato podria
deberse al retraso observado en el desarrollo de la infeccién, que puede
inferirse del retraso en la acumulacién de virus y de la aparicion tardia y
disminucién de la intensidad de los sintomas y que puede deberse a factores

ambientales.
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CAPITULO 3

EFECTOS DEL
ESTRES ABIOTICO
EN LA INFECCION

DE TYLCSV






3.1 INTRODUCCION.

Uno de los principales retos a los que se enfrenta la agricultura en
este siglo lo constituyen las variaciones en las condiciones ambientales que
se estan produciendo como consecuencia del cambio climatico y la
sobreexplotacion de los recursos naturales. El aumento de temperatura, la
salinizacion del suelo y las limitaciones de acceso al agua, son posiblemente
los problemas mas importantes a los que se tendra que enfrentar la
agricultura a lo largo del siglo XXI.

Estos cambios en las condiciones abidticas podrian afectar a la
Iinteraccion de las plantas con sus patégenos, introduciendo un nuevo
escenario en la interaccién entre estreses bidticos y abidticos. Aunque
existen muchos datos sobre las respuestas especificas de las plantas a
estreses bidticos o abidticos, son muy escasos los existentes sobre el impacto
que tienen cambios en la temperatura, salinidad o sequia sobre las
infecciones. Los resultados publicados hasta la fecha muestran que cambios
en las condiciones ambientales pueden alteran la susceptibilidad de la
planta a un patégeno o a una plaga y viceversa y que los mecanismos de
respuesta a estreses bidticos y abidticos comparten la expresion de genes
comunes (Atkinson y Urwin, 2012; Cheong et al., 2002; AbuQamar et al.,
2006; AbuQamar et al., 2009; Suzuki et al., 2013). Este “crosstalk” entre
ambos tipos de estreses depende de una red de interacciones, en las que las
hormonas, y en particular el acido abscisico (ABA), juegan un papel central.
Es bien conocido el papel que juega el ABA en la regulacién de la respuesta
de la planta a sequia, baja temperatura y estrés osmotico (Osakabe et al.,
2013), pero su relevancia en la respuesta a estreses bidticos ha sido mucho
menos estudiada. Los escasos trabajos publicados hasta la fecha, indican
que el ABA también funciona como regulador positivo o negativo de la
respuesta a patdgenos (Atkinson y Urwin 2012; Robert-Seilaniantz et al.,
2011). Tratamientos con la hormona o mutaciones en los genes de respuesta
a ABA en Solanum lycopersicum o Arabidopsis thaliana producen cambios

en la sensibilidad a hongos y bacterias (Audenaert et al., 2002; Adie et al.,
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2007; Hernandez-Blanco et al., 2007; AbuQamar et al., 2009; Ton y Mauch-
Mani, 2004). Aunque se desconoce el mecanismo, el hecho de que algunas
bacterias sean capaces de alterar la respuesta a ABA antagonizando con la
defensa mediada por acido salicilico (SA) (de Torres-Zabala et al., 2007; de
Torres Zabala et al., 2009) o que la expresiéon de un gen de la biosintesis de
ABA provoque una disminucién en el contenido de SA (Fan et al., 2009),
sugiere la existencia de un “crosstalk” en la respuesta a ambas hormonas y
por tanto un efecto indirecto del ABA a través de la alteracion de la
respuesta a SA.

También es muy escasa la informacién sobre el efecto que tienen los
estreses abidticos en las infecciones por virus. Aunque se han publicado
trabajos sobre el impacto de la temperatura en la infeccién por virus,
sugiriendo que el silenciamiento génico juega un papel relevante, se
desconocen con exactitud los mecanismos implicados en dicho efecto. La
informaciéon publicada sobre las consecuencias y desarrollo de infecciones
viricas en condiciones de salinidad o sequia es aiin mas escasa. Los pocos
trabajos publicados confirman la existencia de un “cross-talk” entre estos
tipos de estreses demostrando que la infeccién por algunos virus de RNA
produce tolerancia a la sequia (Xu et al., 2008). En un trabajo reciente
realizado con plantas de A. thaliana infectadas con el virus Turnip mosaic
virus (TuMV) se concluyé que estreses abidticos como el calor y la sequia
alteran significativamente la respuesta a la infeccion por el virus,
desactivando las repuesta de defensa y aumentando la susceptibilidad a la
infecciéon (Maximiliam y Sunnewald 2013; Prasch y Sonnewald, 2013)

Las plantas 2IR, descritas en el capitulo anterior de esta tesis,
permiten monitorizar “in vivo” el progreso de las infecciones virales del
complejo TYLCD sin que sea necesario realizar un analisis molecular. Por
ello decidimos llevar a cabo un experimento para determinar el efecto de los
tres tipos de estrés abidtico mas relevantes para la agricultura:

temperatura, salinidad y sequia, sobre la infeccién de una de las especies de

virus del complejo TYLCD.
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En este capitulo de la tesis se presentan los resultados que hemos
obtenido al someter a condiciones de estrés abidtico a plantas de N.

benthamiana 2IR-Sar-GFP infectadas con TYLCSV.
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3.2 RESULTADOS.

3.2.1 Diseno experimental.

La figura 3.1 muestra el disefio experimental que hemos seguido,
combinando el efecto de la temperatura con el de varios regimenes de riegos

que producen estrés salino o sequia.

Figura 3.1: Disefio del experimento. A) Se establecieron semillas transgénicas 2IR
Sar GFP de N. benthamiana en placas de MS a 21°C y 16h de luz/8h de oscuridad. A
los 14 dias se transfirieron a macetas con sustrato. Cuando las plantas tuvieron 4
hojas (3 semanas), se las agroinoculé con un clon infectivo de TYLCSV. Se
mantuvieron todas las plantas a 21°C durante tres dias méas para garantizar que la
temperatuna no interfiriera en el proceso de transferencia del t-DNA. Pasado este
periodo, se cambid la temperatura para la mitad de las plantas a 35°C, a razén de 3°C
diarios y se comenzaron los riegos con los distintos tratamientos. A los cinco dias de la
inoculacién se comenzd la observaciéon de sintomas y GFP. B) Distribuciéon de las
plantas en los grupos experimentales por tratamientos y temperaturas. Cada planta
del esquema representa 5 plantas reales.

Se esterilizaron semillas de N. benthamiana 2IR-Sar-GFP (Morilla et

al., 2006), se establecieron en medio MS y se mantuvieron a 21°C con un
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fotoperiodo de 16h de luz y 8h de oscuridad. Tras dos semanas, se
transplantaron ochenta plantulas a sustrato (Sustrato Universal, Compo) en
macetas individuales de 7 cm de alto por 10 cm de diametro y se
mantuvieron en las mismas condiciones de luz y temperatura, regadas en
dias alternos con 25 mL de agua por planta, suplementados semanalmente
con Hakaphos (Compo N:P:K 15:10:15) seguin las indicaciones del fabricante
(1 g/L). Tres semanas después, cuando tenian 4 hojas desarrolladas, se
agroinocularon la mitad de las plantas con un clon infectivo de TYLCSV y la
otra mitad con un vector vacio, tras lo cual se mantuvieron las plantas a
21°C durante tres dias mas, para asegurar unas condiciones favorables para
que A. tumefaciens transfiriera el T-DNA. A continuacién, se iniciaron los
tratamientos aumentando la temperatura de incubacién de veinte plantas
mnoculadas con el clon infectivo y otras veinte con el vector vacio, a razén de
3°C diarios hasta alcanzar los 35°C, que se mantuvieron hasta el final del
ensayo. Kl resto de las plantas se mantuvieron a 21°C. Las plantas
infectadas y no infectadas se dividieron en cuatro grupos (cinco plantas por
grupo y temperatura), aplicandoles cuatro regimenes distintos de riego. Un
grupo, que denominaremos control de aqui en adelante, se siguié regando
con 25mL de agua con la misma frecuencia que anteriormente. Otros dos
grupos se regaron con 25mL de una solucion 100mM o 200mM NaCl. El
tratamiento de sequia consisti6 en mantener las plantas sin riego durante
cinco dias, hasta que se hizo patente una intensa epinastia. Luego se
regaron con 12,5mL de agua con la misma frecuencia que los demas grupos.
Las plantas incubadas a 21°C se regaron cada dos dias mientras que las

plantas crecidas a 35°C se regaron a diario.

3.2.2 Fenotipado de las plantas.

Las plantas se mantuvieron durante 28 dias en observacion
analizandose el desarrollo de la planta, la aparicion de sintomas, la
expresion de GFP y la cantidad de DNA del virus y de las ME producidas a
partir del transgén 2IR-Sar-GFP.
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Figura 3.2: Fenotipado de la infecciéon. A) Altura y numero de hojas de las plantas
estudiadas a los 28dpi. Se representan las medias de las cinco plantas de cada
tratamiento. Se marcan con un asterisco los tratamientos en los que se observaron
diferencias significativas al comparar las plantas inoculadas con el virus y las inoculadas
con el vector vacio. Las barras de error representan la desviacién estandar. B) Hojas
representativas de plantas inoculadas y no inoculadas con TYLCSV en cada una de las
condiciones experimentales.

Tamano, namero y color de las hojas.

A los 28 dpi (dias post-infeccién) las plantas de separaron del sustrato
y se determiné su altura desde el cuello de la raiz al apice del tallo. Asi

mismo, se contaron el nimero de hojas en cada planta y se anotaron las
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diferencias en color, textura o morfologia detectadas en las mismas. En la
figura 3.2 se resumen los datos obtenidos.

Todas las plantas incubadas a 35°C tenian un tamano inferior a las
incubadas a 21°C independientemente del tratamiento de riego o de si
estaban infectadas o no (Figura 3.2 A). Esta observacién se confirmé
mediante analisis de la varianza (GraphPad Prism, ANOVA, analisis de
Bonferroni). Para comparar el tamafio de las plantas inoculadas con las no
inoculadas utilizamos el estadistico de la t de Student (Figura 3.2 A). A
21°C, sélo se observaron diferencias significativas en las plantas regadas con
100mM de NaCl. Sin embargo, a 35°C encontramos diferencias significativas
entre las plantas inoculadas con TYLCSV y con el vector vacio en todos los
tratamientos, apreciandose un mayor tamano en las plantas no infectadas.

Al comparar estadisticamente el niumero de hojas de cada planta sélo
se observan diferencias significativas (Figura 3.2 A) entre plantas
inoculadas con TYLCSV o con el vector vacio en el caso de las plantas: (1)
regadas con agua y cultivadas a 21°C, y (i1) las sometidas a estrés osmético
medio (100 mM NaCL) cultivadas a 21°C o 35°C.

Se observo también una diferencia en la intensidad del color de las
hojas dependiendo del tratamiento recibido (Figura 3.2 B). En general, las
plantas regadas con soluciones de NaCl presentaban una coloraciéon mas

amarillenta y una textura mas crujiente.

Sintomas y virus.

Se monitorizaron los sintomas y la expresion de GFP de todas las
plantas del 4° al 28° dpi utilizando las mismas escalas que las empleadas en
el capitulo 2 de esta tesis (Figura 2.6).

El la figura 3.3 A, (panel izquierdo), se compara el porcentaje de
plantas que muestran sintomas en las infecciones a 21 y 35°C. Los primeros
sintomas aparecieron en las plantas a 35°C a los 17 dpi, mientras que en las
plantas cultivadas a 21°C no aparecieron hasta 4 dias después, a los 21 dpi.
A los 28 dpi todas las plantas regadas con agua (control) o con la solucion de

100 mM de NaCl presentaban sintomas tanto a 21°C como a 35°C. En las
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plantas regadas con la soluciéon de 200 mM de NaCl e incubadas a 21°C se
detectdé una reduccion en el desarrollo de los sintomas, ya que sélo tres de
las cinco plantas los mostraban a los 28 dpi. A 35°C todas las plantas
regadas con NaCl 200mM mostraban los sintomas de la enfermedad a los
28dpi, detectandose un retraso en la aparicion de los mismos en
comparacion con las regadas con agua o con la soluciéon de NaCl 100mM. El
porcentaje de plantas con sintomas entre las sometidas a condiciones de
sequia fue menor con respecto a los grupos control en ambas condiciones de
temperatura, destacando la reduccion observada a 35°C en la que sélo dos de

las cinco plantas infectadas mostraban sintomas (Figura 3.2 A).

Figura 3.3: Observaciones del desarrollo de la infeccién. A) Porcentaje de plantas
inoculadas con el virus que presentaron sintomas. B) Porcentaje de las plantas
inoculadas con el virus aue nresentaron sobreexnresién de GFP en el nivel SAR2.
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A los 28 dias de la inoculacién, se recolectaron las 3 o 4 hojas mas
apicales de cada planta. Se extrajo DNA total y se analiz6 el contenido en
virus mediante q-PCR con los cebadores OM9 y OM10. En la tabla 3.1 se
resume el namero de plantas inoculadas con el clon infectivo en las que se
detect6 la presencia de virus. El niumero de plantas infectadas en todas las
condiciones de riego fue siempre mayor a 21°C que a 35°C. Ademas, en
comparacion con las plantas control, se observa una reducciéon en el niimero
de plantas que acumulan virus en las regadas con soluciones de 200mM
NaCl o mantenidas en condiciones de sequia tanto a 21°C como a 35°C. Para
determinar si también se producian cambios en la cantidad de virus
acumulada, representamos la acumulacion de virus a los 28dpi utilizando
solo los datos de las plantas infectadas (Figura 3.3). Al igual que en los
sintomas, se aprecia una reduccién en la cantidad de virus acumulada en las
plantas cultivadas 35°C comparadas con las crecidas 21°C en todas las
condiciones de riego, excepto en las plantas tratadas con 100 mM de NaCl
en las que la diferencia no es significativa. Cuando se comparan las plantas
cultivadas a 21°C no se aprecia diferencia entre las plantas control y las
plantas sometidas a sequia. Por el contrario si se aprecia una tendencia a la
presencia de una menor carga viral en el caso de las plantas sometidas a
estrés salino. Esta tendencia se mantiene también entre las plantas
cultivadas a 35°C observandose una reduccién significativa en las plantas

sometidas a un mayor estrés salino (200 mM NaCl).

Tabla 3.1
Tratamiento 21°C 35°C
Agua 5/5 3/5
100mM 5/5 3/5
200mM 3/5 2/5
Sequia 4/5 1/5

Numero de plantas en las que se detecté DNA de TYLCSV
en las hojas apicales mediante q-PCR del total de plantas
inoculadas con el virus.
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3.2.4 GFP y moléculas extracromosémicas.

La observacion de la expresiéon de GFP se llevé a cabo en paralelo a la
observacion de sintomas usando una lampara de mano de luz ultravioleta.
En la figura 3.3 B se muestra el porcentaje de plantas que muestran el
fenotipo SAR2 (paneles de la derecha), fenotipo que corresponde al maximo
de expresion de GFP en los tejidos conductores y que correlaciona con las
mayores tasas de replicacion del virus (Morilla et al., 2006). En las plantas
cultivadas a 21°C el fenotipo SAR2 aparece a los 18 dpi en plantas de todos
los tratamientos menos en las regadas con la soluciéon de 100 mM de NaCl

en las que apareci6 dos dias mas tarde.

Figura 3.4: Estimacién mediante q-PCR de los niveles de virus (A) y moléculas
extracromosémicas (B). Se representan las medias de los valores obtenidos para las
plantas que resultaron estar infectadas (indicadas en la tabla 3.1). Las barras de error
renresentan la desviacion estiandar.
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A los 28 dpi la mayor parte de la plantas sometidas a sequia
mantenian el fenotipo. Por el contrario en los tratamiento con soluciones de
100 o 200 NaCl o en condiciones de riego control el porcentaje de plantas
que expresan GFP en los tejidos conductores era significativamente menor.
Sorprendentemente ninguna de las plantas mantenidas a 35°C
desarrollaron el fenotipo SAR2 incluidas las plantas en las que se habia
detectado la acumulacion de virus. En estas plantas no obstante, aunque no
se detecté induccién de GFP en los tejidos vasculares, si se observ) el
silenciamiento de la expresion basal de GFP en todos los tejidos,
silenciamiento que no se produjo en ninguna de las plantas en las que no se

detectaron virus, ni en ninguna de las inoculadas con el vector vacio.

Figura 3.5: Dispersion de puntos resultante de enfrentar niveles moleculas
extracromosémicas y virus para cada una de las plantas en las que se detectaron virus
en el ensayo de Q-PCR.

Al analizar la acumulacién de ME generadas en las plantas que
contenian virus cultivadas a 21°C se observé una dinamica muy parecida a

la obtenida con los niveles de acumulacion de virus (Figura 3.4),
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detectandose una reduccién en las plantas regadas con la soluciéon de 100
mM NaCl. Por el contrario, cuando se cuantificaron las ME de muestras
correspondientes a plantas cultivadas a 35°C, no se detectaron cantidades
significativas de moléculas extracromosémicas en ninguna de las muestras
analizadas, incluso en aquellas en las que si se habian detectado virus. Para
determinar si la ausencia de ME en estas muestras se debia a una menor
acumulacion de virus, de los que depende su formacion, representamos para
cada planta en la que se detectaron virus la cantidad de ME frente a la de
moléculas del virus (Figura 3.5). A 21°C se observa una correlacion directa
entre los dos valores, mientras que a 35°C, esta correlacion no existe,
observandose muestras que con una carga viral similar son capaces de
acumular ME a 21°C, pero no lo hacen a 35°C. En ninguno de los casos, los

puntos parecen estar agrupados por tratamientos.

3.3 DISCUSION.

A pesar de que el numero de plantas utilizado en cada una de las
condiciones es limitado y de que los datos provienen de un solo experimento,
los resultados presentados en este capitulo confirman la existencia una
interferencia negativa sobre la replicacion de TYLCSV de los estreses
abidticos analizados . El efecto negativo es muy claro en el caso del estrés
térmico, en el que se observa una reduccién tanto del nimero de plantas que
se infectan como en la cantidad de virus que se acumula en las plantas en
las que si se establece la infeccién

Aunque desde hace casi un siglo se sabe que la temperatura influye
en las infecciones virales de plantas, el nimero de trabajos realizados es
limitado. En general, las temperaturas altas se asocian con una reducciéon
de los sintomas “heat masking” y con una reducciéon en la cantidad de virus
(Johnson, 1922). Por el contrario las temperaturas bajas se asocian con la
propagaciéon rapida de las enfermedades virales y el desarrollo de sintomas
severos (Hine et al., 1970; Gerik et al., 1990). Estas observaciones han

llevado al uso de la “termoterapia” como método para la seleccion de
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material libre de virus en los casos de materiales vegetales que se
transmiten vegetativamente (Manganaris et al., 2003).

Aunque existen algunas excepciones a esta correlacién general entre
la temperatura y la infeccion, como la publicada recientemente demostrando
que el virus Turnip crinkle virus (TCV) en A. thaliana se replica mejor a
altas temperaruras (Zhang et al., 2012; Prasch y Sonnewald, 2013), el efecto
negativo del aumento de temperatura sobre la infeccion se ha demostrado
para tanto para virus de RNA (Siddiqui et al., 2008; Shams-Bakhsh et al.,
2007, Szittya et al., 2003) como para virus de DNA (Chellappan et al., 2005;
Tuttle et al., 2008). El resultado obtenido en este trabajo con TYLCSV
confirma el comportamiento termosensible de las infecciones por
geminivirus, en lo que se refiere a la cantidad de virus que se acumula. Sin
embargo, los resultados en el desarrollo de los sintomas son contradictorios.
La disminucién en la cantidad de DNA viral detectada a 35°C no
correlaciona con el aumento de los sintomas que apreciamos durante la
infeccion en las plantas crecidas a esa temperatura, lo que indica que los
sintomas detectados no son provocados por el virus, si no por otros cambios
fisiolégicos producidos por el estrés térmico. La ausencia de esta
sintomatologia en experimentos previos con N. benthamiana (Chellappan et
al., 2005) puede deberse a la diferencia en la temperatura utilizada en este
trabajo, ya que en el caso citado las plantas se incubaron a 30°C.

En 1956 el Dr. Harrison (Harrison, 1956) propuso que la cantidad de
virus acumulada durante una infeccion representaba un equilibrio entre la
replicacién y la degradacion de los virus. Medio siglo después, en el trabajo
realizado para identificar el mecanismo molecular responsable del efecto de
la temperatura en el desarrollo de los sintomas producido por Cymbidium
Ring Spot Virus (CymRSV), se demostr6 que dicho efecto estaba asociado
con ese equilibrio y mas concretamente con el aumento de la actividad de
degradacion de los virus mediante silenciamiento génico. De acuerdo con los
resultados obtenidos en este trabajo, a temperaturas elevadas se produce un
aumento en la acumulacién de siRNA derivados de la secuencia del virus,

que correlaciona con la disminucién de los sintomas y una reducciéon en la
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cantidad de virus acumulada (Szittya et al., 2003). Los datos publicados
posteriormente por otros laboratorios confirmaron que el silenciamiento
génico se inhibe a temperaturas bajas en A. thaliana, N. benthamiana, N.
Tabacum, Solanum tuberosum y Glycine max (Szittya et al., 2003; Kasai et
al., 2009), confirmando la termosensibilidad de este mecanismo de defensa
antiviral. No obstante, la termosensibilidad del silenciamiento en plantas no
parece ser universal ya que resultados publicados recientemente
demuestran que en vid no se produce dicha inhibicién del silenciamiento a
temperaturas bajas (Romon et al., 2013).

Experimentos realizados con el geminivirus Cassava latent virus
(CLV) indican que, el silenciamiento podra ser el responsable de la
termosensibilidad detectada al infectar plantas de mandioca con este virus,
al detectarse un aumento en la acumulacién de siRNA derivados del virus
que correlaciona con la disminucién en la acumulacién de DNA viral al
elevar la temperarura de 25°C a 30°C (Chellappan et al., 2005). Este
resultado se confirmé con los estudios obtenidos al comprobar Ila
termosensibilidad en el funcionamiento de un vector de silenciamiento
génico basado en el geminivirus Cotton leaf crumple virus (CLCrV) en
plantas de algédon (Gossypium hirsutum) (Tuttle et al., 2008).

Aunque no se ha demostrado cual o cuales son las causas ultimas por
las que el silenciamiento incrementa su actividad a temperaturas altas, se
ha sugerido que correlaciona, al menos en N. benthamiana, con un
incremento en la actividad del gen RDR6 (Qu et al., 2005), una RNA
polimerasa dependiente de RNA que juega un papel central en la generacién
de siRNA secundarios durante el proceso de infeccion viral. Esta podria ser
una de las causas del efecto que hemos observado en nuestro experimento,
ya que la actividad de este gen es necesaria para el establecimiento y
propagacion del silenciamiento a partir de vectores de VIGS basados en el
geminivirus Cabagge Leaf Curl Virus (CaLLCuV) (Blevins et al., 2006).

Ademas del aumento de actividad de RDR6 existen otros posibles
mecanismos que podrian ser también responsables de los cambios en la

susceptibilidad a TYLCSV con la temperatura, como la termosensibilidad de
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los supresores de silenciamiento génico de los virus o de alguna de las
proteinas del virus o de las proteinas de la planta esenciales para la
replicacion o el movimiento, o cambios en la expresion génica de la planta
producidos como consecuencia del aumento de temperatura que conlleven la
induccion o represion de proteinas que interfieran directa o indirectamente
con la infeccién del virus.

La interferencia con la infeccion de TYLCSV, aunque menor, es
también evidente en las plantas sometidas a estrés salino, mientras que las
condiciones de sequia no parecen alterar la capacidad del virus para infectar
las plantas. Tanto en las plantas cultivadas a 21 °C como a 35°C, se detecta
una reducciéon en la cantidad de virus en las plantas regadas con 100 mM de
NaCl. Esta reduccion es también observable en las plantas tratadas con 200
mM de NaCl, en las que el porcentaje de plantas infectadas es menor que
en las plantas control y en las que también se aprecia una tendencia a una
reduccion en la cantidad de virus acumulada en las plantas infectadas. En
el caso del estrés hidrico, aunque se aprecia una reduccién en el numero de
plantas infectadas a las dos temperaturas, no se detecta una disminucién
drastica en la cantidad de virus en aquellas plantas en las que se ha
establecido la infeccidon si se las compara con las plantas control de cada
experimento. Seria necesario analizar un mayor numero de plantas para
determinar si las diferencias son significativas.

Los efectos negativos del estrés salino y térmico parecen ser
parcialmente aditivos, ya que tanto el nimero de plantas infectadas como
la cantidad de virus acumulada es menor en las plantas sometidas a ambos
estreses (regadas con soluciones de NaCl y crecidas a 35°C) que en las
plantas sometidas a un sélo tipo de estrés (a 35°C y regadas con agua o a
21°C y regadas con soluciones salinas). Este dato sugiere que los
mecanismos por los que estos estreses interfieren con la infeccién son, al

menos, parcialmente independientes.
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CAPITULO 4

MATERIAL Y
METODOS






4.1 Microorganismos y medios de cultivo.

4.1.1 Cepas bacterianas.

La manipulacion de estirpes bacterianas se llevo a cabo aplicando la
metodologia general descrita anteriormente (Sambrook y Russell, 2001). La
incubacién de los cultivos de E. coli y de A. tumefaciens se realizdé en medio
rico de Luria y Bertani (LB) (Bertani, 1951), a una temperatura de 37°C o
28°C, respectivamente, con los antibiéticos o suplementos correspondientes

(Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Suplementos para bacterias.

Suplemento Concentraciéon
Ampicilina 100 pg/mL
Kanamicina 50 pg/mL
Tetraciclina 10 pg/mL

Cloranfenicol 30 pg/mL
Rifampicina 50 pg/mL

X-Gal 80 pg/mL
IPTG 1 mM

Concentracién de antibiéticos y de otros suplementos usados en el cultivo
bacteriano en medio LB.

La cepa de E. coli DHb50 se wutiliz6 para la construccion,
mantenimiento y amplificacion de plasmidos, mientras que la cepa NCM631
(Govantes et al., 1996) se utilizé en los experimentos de expresion in vitro de
proteinas.

- E. coli DH5a:: F- endA1l glnV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
®80dlacAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk- mg+), A—.

- E. coli NCM631: hsds gal A DE3 Lacl, LacUV5::T7 Pol.

Las estirpes de A. tumefaciens LBA4404 (Hoekema et al., 1983),
GV3101 (Holsters et al., 1980) y C58C1 (Deblaere et al., 1985) se utilizaron
para la transformaciéon, inoculaciéon de virus o expresién transitoria de

proteinas in planta.
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4.2 Material vegetal.

4.2.1 Nicotiana benthamiana.

Los experimentos realizados con NN. benthamiana Domin se llevaron a
cabo en plantas cultivadas en condiciones controladas de luz (dia largo: 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad) y temperatura (22-24°C) en sustrato
comercial con fertilizante.

La germinacion de semillas y cultivo de plantulas in vitro de N.
benthamiana se realiz6 en medio Murashige y Skoog (MS, Sigma®;
Murashige y Skoog, 1962), suplementado con sacarosa (30g/L) y en caso
necesario con kanamicina (50 mg/L) en camaras de cultivo a 21°C con 16

horas de luz y 8 de oscuridad.
4.2.2 Arabidopsis thaliana.

Todos los experimentos se realizaron utilizando el ecotipo Columbia-0.
Las plantas se cultivaron en condiciones controladas de luz: durante la fase
de crecimiento a dia corto, 8 horas de luz y 16 de oscuridad y durante el
desarrollo de los experimentos o durante la fase de floracién si debian
obtenerse semillas, a dia largo, 16 horas de luz y 8 de oscuridad. La
temperatura se controlé para mantenerse a 18°C durante la fase oscura y a
20°C durante la fase luminosa.

El cultivo in vitro de A. thaliana se realiz6 en medio Murashige y
Skoog (MS, Sigma®) suplementado con sacarosa (15g/L) y MES (0,5g/L) en
camaras de cultivo a 21°C con 16 horas de luz y 8 de oscuridad. Cuando fue

necesario se suplementé el medio MS con higromicina a 3,4 mg/L.

4.3 Plasmidos.

4.3.1 Plasmidos de expresion en E. coli.

Ensayos de sumoilaciéon de PCNA.
Para expresar SIPCNA en E. coli se utilizé el plasmido pETSIPCNA,
(Sanchez-Duran et al., 2011). Sobre este plasmido y usando el kit Lightning

change direct mutagenesis de Agilent con los oligonucleétidos OM17 y
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OM18 se gener6 el plasmido pETSIPCNAKZ254A, que expresa el mutante
puntual a alanina en la lisina 254. Usando este y el plasmido
pETSIPCNAK164A (Sanchez Duran, no publicado, mutante puntual a
alanina en la lisina 164), como molde, y los oligonucleétidos OM17, OM18,
OM19 y OM20, se generaron los plasmidos pETSIPCNAK164/168A y
pETSIPCNAK164/254A, que expresan los mutantes dobles K164A/K168A y
K164A/K254A respectivamente. El plasmido pETSIPCNAK164/168/254A,
que codifica el triple mutante K164A/K168A/K254A se generd utilizando
como molde el plasmido que contenia el mutante doble K164A/K168A y los
oligonucledtidos OM17 y OM18. Este mismo método se usd sobre
pETSIPCNA con los oligos OM21, OM22, OM23 y OM24 para generar los
plasmidos pETSIPCNAK91 y pETSIPCNAK190 y sobre
pETSIPCNAK164/254A para obtener los mutantes triples correspondientes
en los plasmidos pETSIPCNAK91/164/254A y pETSIPCNAK164/190/254A.

Expresion de Rep en bacterias.

Para ensayar la interferencia de Rep con la sumoilacién de PCNA se
usé el plasmido pETSIPCNA-AL1, (Sanchez Duran, tesis doctoral 2011), en
el que la fase abierta de lectura de Rep esta clonada junto con un sitio de
unién a ribosoma tras la fase abierta de lectura de SIPCNA, de modo que
ambos genes pueden ser traducidos desde un mRNA policistrénico
expresado desde el mismo promotor T7. Para expresar las deleciones de Rep
se siguid esta misma tactica. En la tabla 4.3 se resumen los oligos usados y
los plasmidos producidos en este proceso.

Usando como molde pET28AL1 (Sanchez Duran, tesis doctoral, 2011)
en el que Rep de TGMV se encuentra bajo el control del promotor T7 de
pET28b, se amplificaron por PCR las versiones truncadas de Rep que
contienen el extremo amino de dicha proteina (Repi-ss, Repi-120, Repi-1s4,
Repi-s1 y Repi-99). El cebador OM25 hibrida con el sitio de unién a ribosoma
de pET28, asi los fragmentos amplificados con este cebador contienen dicha
region reguladora, por lo que se clonaron en los sitios Sacl-HindIIl de

pETSIPCNA, a continuacién de la fase abierta de lectura de PCNA,
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obteniendo los plasmidos pETSIPCNA-A1, pETSIPCNA-A2, pETSIPCNA-
A3, pETSIPCNA-A4 y pETSIPCNA-AS5.

Para obtener las versiones truncadas de Rep que no contienen el
extremo amino se siguié un proceso en dos pasos. Primero se amplificaron
los fragmentos Repes.352, Repiz0-352, Repiss-3s2, Repizo-184 ¥ Repse.130 usando
los cebadores especificados en la tabla 4.3 sobre el plasmido pET28-AL1 y se
clonaron en los sitios Dei-BamHI de pET28b obteniendo los plasmidos
pET28-B1, pET28-B2, pET28-B3, pET28-C1 y pET28-C2. Asi, las versiones
truncadas de Rep quedaron corriente debajo de un sitio de unién a ribosoma.
El siguiente paso consisti6 en usar estos plasmidos como molde para
amplificar de nuevo estas versiones truncadas de Rep. En esta segunda
amplificacién se usé el cebador OM25 en todas las reacciones en lugar del
cebador Fw correspondiente. De este modo, se amplificaron los fragmentos
de Rep precedidos por un sitio de unién a ribosoma. A continuacién se
clonaron en los sitios Sacl-BamHI de pETSIPCNA, obteniendo los plasmidos
pETSIPCNA-B1, pETSIPCNA-B2, pETSIPCNA-B3, pETSIPCNA-C1 vy
pETSIPCNA-C2.

De esta forma, tanto las versiones truncadas de Rep que contienen su
extremo amino como las que no, quedan corriente abajo de un sitio de unién
a ribosoma bajo el control del mismo promotor T7 que SIPCNA,

transcribiéndose ambos en un mismo policistron.

Expresion de enzimas de sumoilacion de A. thaliana.

El plasmido pBADE, descrito en (Mencia y de Lorenzo, 2004), permite
la expresion de las encimas El1 y E2 que catalizan la sumoilaciéon de
proteinas diana en ensayos en E. coli. Para generar un plasmido similar,
que expresase el sistema de sumoilacion de A. thaliana en E. coli,
comenzamos amplificando por PCR los genes AtSCE1, AtSAEla y AtSAE2 y
clonandolos en pGEM-T easy para obtener los plasmidos pGAtSCE1,
pGAtSAEla y pGAtSAEZ2. Para ello se usaron los cebadores OM44, OM45,
OM46, OM47, OM48 y OM49 y como moldes de las PCR los plasmidos
pBAtSCE1, pBAtSAEla y pBSAE2 (Maria Moriel, no publicados). Estos
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plasmidos se habian obtenido amplificando las fases abiertas de lectura del
sistema de sumoilacion usando como molde c¢cDNA de A. thaliana y

clonandolas en EcoRV de pBSSK.

Tabla 4.2. Oligonucle6tidoss para amplificar los fragmentos de Rep.

Fragmento Cebador Fw Cebador Rv Plasmido generado

Repi-6s OM25 OM31 pETSIPCNA-A1
Repi-120 OM25 OM32 pETSIPCNA-A2
Repi-1s4 OM25 OM33 pETSIPCNA-A3
Repi-s1 OM25 OM34 pETSIPCNA-A4
Repi-99 OM25 OM35 pETSIPCNA-A5
Repes.a52 oM27 OM26 pET28B1
Repi20-352 OM28 OM26 pET28B2
Repisa-s52 OM29 OM26 pET28B3
Repi20-184 OM28 OM33 pET28C1
Repss-130 OM30 OM36 pET28C2
Repes-352 OM25 OM26 pETSIPCNA-B1
Repi20-352 OM25 OM26 pETSIPCNA-B2
Repisa-ss2 OM25 OM26 pETSIPCNA-B3
Repi2o-184 OM25 OM33 pETSIPCNA-C1
Repss-130 OM25 OM36 pETSIPCNA-C2

Resumen de los oligonucledtidos usados en la construccién de los plasmidos
generados para analizar la interferencia de Rep en la sumoilacién de PCNA.

Luego, las fases abiertas de lectura de los tres genes, se transfirieron
a pET28b para que cada una de ellas tuviese situado corriente arriba un
sitio de unién a ribosoma. El plasmido pGAtSAE2 se digiri6 usando las
enzimas Ncol y Sall. El fragmento de 1884pb obtenido se cloné en Ncol y
Sall de pET28b para obtener pETAtSAE2. El plasmido pGAtSCE1 se digirid
con Ncol y Bglll y el fragmento de 421pb clonado en los sitios Ncol y BamHI
de pET28b para generar pETAtSCE1. Al mismo tiempo, pGSAE1la se digirio
con las enzimas Ndel y BamHI. El fragmento resultante de 975pb se cloné
en los sitios Ndel y BamHI de pET28b obteniendo pETAtSAE2.

El siguiente paso consistié en agrupar las tres fases abiertas de

lectura en el mismo plasmido, para ello, se digirié el plasmido pETAtSCE1
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con Xbal y EcoRI. El fragmento resultante de 530pb se tratd para generar
extremos romos y se clon6 en el sitio Xbal de pETAtSAE2 para generar
pETSS. A continuacion, pGSAEla se digiri6 con Xbal y BamHI. El
fragmento de 1069pb obtenido se traté para generar extremos romos y fue
clonado en el sitio Sall de pETSS para obtener pETSS1a.

Ya que las dianas de sumoilacion iban a ser expresadas desde un
pET28b (origen ColE1l y resistencia a kanamicina) y AtSUMO desde un
pdB866 (RK2 y ampicilina, plasmidos pRHAtSUMO1, pRHAtSUMO?Z2 y
pRHAtSUMOS3, Maria Moriel, no publicados), se transfiri6 el casete de
expresion policistronico completo a otro plasmido con origen de replicacion
(P15A) y resistencia a antibidtico (cloranfenicol) compatibles con estos
plasmidos, como es pACYC184. Para ello, se digiri6 pETSS1a con Sphl y
Eagl. El fragmento resultante de 3785pb se traté para obtener extremos

romos y se cloné en el sitio EcoRV de pACYC184 para generar pASSla.

4.3.3 Plasmidos de expresiéon en plantas.

Expresion de PCNA y Rep.

Para los ensayos de expresion transitoria de SIPCNA y Rep de TGMV
se usaron los plasmidos pBINX'SIPCNA (M. A. Sanchez Duran, no
publicado) y pBINX"Rep (Sanchez-Duran et al., 2011). Ambos plasmidos
contienen las fases abiertas de lectura de los dos genes bajo el control de un
promotor 35SCaMV. Para evitar los efectos de los sistemas de
silenciamiento de la planta, se sobreexpresé P19 desde pBING61, (Voinnet et
al., 2003).

Para expresar Rep en A. thaliana desde un promotor inducible se
gener6 el plasmido pER8Rep. Para ello se amplific6 Rep con los
oligonucledtidos OM15 y OM16 usando como molde el plasmido pBINX -Rep
(Sanchez-Duran et al., 2011) y se clon6é en pGemT-easy. Tras secuenciar el
inserto, se digiri6 con Xhol y Spel y se clon6 en los sitios Xhol-Spel del

plasmido pERS.
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PCNA con tags.

pBIN-GFP-SIPCNA: Se amplificé por PCR la fase abierta de lectura
de SIPCNA por PCR usando los cebadores OM37 y OM38 y se clon6 en los
sitios BamHI y Kpnl de pBINX'GFPStop (Natasa Hulak, no publicado).

pBIN-PCNA-GFP: Se amplificé la fase abierta de lectura de SIPCNA
con los cebadores OM37 y OM39 y se cloné en los sitios BamHI y Kpnl de
pBINX'GFP(ORF) (Natasa Hulak, no publicado).

pJFLAG-PCNA: se amplificé la fase abierta de lectura de SIPCNA con
los cebadores OM40 y OM41 y se clondé en los sitios EcoRI y Pstl de
pJawohl2B-3xFlag (amablemente cedido por el laboratorio del Dr. Miguel
Angel Botella).

Rep de TYLCV-IL para comprobar las construcciones 2IR en N.
benthamiana.

Para obtener un vector binario que expresase la proteina Rep de
TYLCV-IL, en primer lugar, se amplifico la ORF de la misma usando los
cebadores OM42 y OM43 sobre el plasmido pGTYCZ-40. El fragmento de
1086 pb fue clonado en Xbal-BamHI en pBINX1 para obtener pBINX'C1Cz.

Expresion de enzimas de sumoilacion de N. benthamiana.
Las SCE1 y SUMO1 de N. benthamiana se sobreexpresaron desde los
plasmidos pBINXNDbUbc9 y pBINXNbSUMO respectivamente (Sanchez

Duran, no publicados).

4.4 Manipulacion y analisis de acidos nucleicos.

La manipulaciéon de acidos nucleicos se llevdo a cabo mediante los
métodos estandar (Sambrook y Russell, 2001; Ausubel et al., 1999).

El analisis mediante hibridacién Southern se llevé a cabo segun lo
descrito en Castillo et al., 2004. Se analizaron 8 pg de DNA de las hojas

infiltradas, digeridos con EcoRI e hibridados con una sonda marcada con P32
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por random priming preparada sobre la ORF del gen chivato

correspondiente (GFP, DsRED o DsRED-E5).
4.5 Analisis de proteinas de plantas.

El material vegetal se congel6 en nitréogeno liquido inmediatamente
tras su recoleccion. Se trituré en mortero con nitrégeno liquido hasta
pulverizarlo y se almacend a -80°C (no mas de 24-48h) hasta su analisis.
Una parte de este material (150-300 mg) se mezclé con un volumen (1 pL
por cada mg de material) de tampoén de extraccion (Tris 50mM, NaCl
150mM, Triton X-100 0,2% y Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free de
Roche, un comprimido en 10mL, segin las indicaciones del fabricante). Se
dej6 descongelar a 4°C durante 30 minutos. Se centrifugaron las muestras a
4°C y 19.000 rpm durante 15 minutos dos veces, para eliminar los restos
celulares. El contenido en proteinas se estimé mediante Bradford y se
resolvieron 50-70mg de proteina total en gel desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) entre el 8 y el 12% dependiendo de los tamarnos

de las proteinas a detectar.

4.6 Ensayos de sumoilacion en E. coli.

La diana del sistema de sumoilacion, PCNA de Solanum
lycopersicum, en solitario o con la fase abierta de lectura de AL1 de TGMV o
sus distintas deleciones, con sendos sitios de unién al ribosoma para la
formacion de mRNAs policistronicos, fueron clonadas en pET28b
(Novagen®) tal y como se describe mas arriba. En todos los ensayos se
utilizé E. coli NCM631 y los ensayos fueron realizados segun esta descrito

en Mencia et al., 2004.

4.7 Transformacion de plantas.

Las plantas de N. benthamiana se transformaron siguiendo el
protocolo descrito en Morilla et al., 2004.
La transformaciéon de A. thaliana se llevd a cabo mediante el

procedimiento de inmersién floral (Clough y Bent, 1998) usando A.
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tumefaciens GV3101 portando el plasmido pER8AL1. La selecciéon de los
transformantes se llevd a cabo en medio MS sélido (agar para plantas Sigma

8g/LL) suplementado con higromicina (3,4 mg/L).

4.8 Microscopia y fotografia.

Para el seguimiento de la expresion de GFP en los capitulos 2 y 3, se
us6 una lampara BLAK-RAY B100AP que emite a luz a 365nm. Para el
seguimiento de la expresion de DsRED en los ensayos de expresion
transitoria se us6 una lampara de luz azul Dark Reader Hand Lamp HL32T
de Mobitec, que tiene un espectro de excitacion de entre 420 y 500 nm.

El seguimiento y fotografia de la expresiéon de GFP, DsRED y DsRED-
E5 de las plantas transgénicas en el capitulo 1 se llevo a cabo usando una
lupa estereoscopica Leica MZ FL III equipada con una camara Leica
DFC420C con el programa de captura de imagen Leica FireCam V3.4. Para
la GFP se uso6 el filtro GFP1, para la DSRED y la emisién roja de la DsRED-
E5 el filtro DsRED y para la emision verde de la DsRED-E5, se usé el filtro
GFP3.

4.9 Ensayos de infecciones virales.

Los A. tumefaciens transformados con los clones infectivos de TYLCV
o TYLCSV fueron inoculados en 5mL de LB suplementado con los
antibidticos correspondientes y se dejaron incubar 24h a 28°C en agitacion.
Luego se diluyeron los cultivos 1/50 en LB fresco con los mismos antibi6ticos
y se incubaron a 28°C en agitacion durante 16h. Transcurrido este tiempo se
centrifugaron los cultivos 15 minutos a 4500 rpm y se resuspendieron los
precipitados en LB fresco sin antibidticos a una O.D. final de entre 6 y 8.
Para inocular las plantas de N. benthamiana se inyecté 0,1mL de esta
suspension en el tallo de las mismas usando una jeringuilla provista de una

aguja de 0,5mm de calibre, a través de una yema axilar.
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4.10 Ensayos de expresion transitoria en N.

benthamiana.

El procedimiento de cultivo de los A. tumefaciens para estos ensayos
es 1déntico al descrito en el apartado anterior. Para preparar las
suspensiones de bacterias se centrifugaron los cultivos durante 15 minutos a
4500 rpm pero se resuspendieron los precipitados en tampoén de infiltracién
(CloCa 100mM; MES 100mM; acetosiringona 100puM), con una O.D. final de
1. En caso de coinfiltrar varios cultivos en una misma hoja, la O.D. de cada
uno de ellos se ajusté independientemente a 1. Las suspensiones se dejaron
incubar durante 4 horas en oscuridad antes de infiltrarse en el envés de las
hojas usando una jeringuilla de 2mL desprovista de aguja.

Los ensayos se llevaron a cabo en un minimo de dos réplicas
independientes. Cada suspension de Agrobacterium se infiltr6 en tres hojas
de tres plantas. Dichas hojas se recogieron tres dias después de la
infiltracién y se procesaron como un pull para su analisis por Southern o

western blot.
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4.11 Oligonucleétidos usados en este trabajo.

Tabla 4.3. Oligonucleétidos

Coédigo Nombre Secuencia Descripcion
OM1 ILIRupEcoRI CACATgaattcGTGGTTCCCCATTCTCGTGG ~ Con OM2 para amplificar la IR de TYLCV-IL con extremos EcoRL.
OM2 ILIRIoEcoRI AATTCgaattcAAGTGGGTCCCACATATTGC  Con OM1 para amplificar la IR de TYLCV-IL con extremos EcoRI.
OMs3 ILIRupHindIII CACATaagcttGTGGTTCCCCATTCTCGTGG  Con OM4 para amplificar la IR de TYLCV-IL con extremos HindIII.
OM4 ILIRloHindIII AATTCaagcttAAGTGGGTCCCACATATTGC  Con OM3 para amplificar la IR de TYLCV-IL con extremos HindIII.
OM5 pBINX1 TCATTTGGAGAGAACACGG Secuenciar desde 35S.
OM6 pBINX2 CAAATGTTTGAACGATCGG Secuenciar desde NosT.
OM7 DsREDupp ATGGCCTCCTCCGAGAACG Amplifica la ORF de DsRED y DsRED-E5.
OM8 DsREDlow CTACAGGAACAGGTGGTGG Amplifica la ORF de DsRED y DsRED-E5.
OM9 25Sr RNAupp ATAACCGCATCAGGTCTCCA Control endégeno de RT-PCR en N. benthamiana..
OM10 25Sr RNAlow CCGAAGTTACGGATCCATTT Control endégeno de RT-PCR en N. benthamiana..
OM11 RTCPTYLCD-F GAAGGCTGAACTTCGACAGC Cuantificar por RT-PCR la cantidad de DNA de TYLCSV y TYLCV.
OM12 RTCPTYLCD-R GGACTTTACATGGGCCTTCAC Cuantificar por RT-PCR la cantidad de DNA de TYLCSV y TYLCV.
OM13 UpRTGFP5 GAGGGATACGTGCAGGAGAG Cuantificar por RT-PCR la cantidad de MECs que contienen GFP.
OM14 LowRTGFP5 GATCCTGTTGACGAGGGTGT Cuantificar por RT-PCR la cantidad de MECs que contienen GFP.
OM15 AL1TGupp-Xhol AACTCGAGATGCCATCGCATCC Amplificar la secuencia de Rep de TGMV.
OM16 AL1TGlow-Spel AAACTAGTTTAGCTGCTCTGTG Amplificar la secuencia de Rep de TGMV.
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Tabla 4.3. Oligonucleétidos (continuacion)

Cédigo Nombre Secuencia Descripcion
OoM17 SIPCNAK254AFw TATTACCTGGCACCTAAGATAGAAGAGGATGAA  Generar la mutacion K254A en SIPCNA.
OM18 SIPCNAK254ARv TTCATCCTCTTCTATCTTAGGTGCCAGGTAATA  Generar la mutacion K254A en SIPCNA.
OM19 SIPCNAK164/168AFw  ACTGCGGAAGGTGTGGCATTCTCAACCAGAGGT  Generar la mutacién K168A en el mutante SLPCNA K164A.
OM20 SIPCNAK164/168ARv ~ ACCTCTGGTTGAGAATGCCACACCTTCCGCAGT  Generar la mutacién K168A en el mutante SLPCNA K164A.
OM21 mutK91AFw CATCATCACCATCCGGGCTGACGATGGCAG Generar la mutacién K91A en SIPCNA.
OM22 mutK91ARv CTGCCATCGTCAGCCCGGATGGTGATGATG Generar la mutacién K91A en SIPCNA.
OM23 mutK190AFw CAACTGTTGACGCGCCTGAAGAAGCC Generar la mutacién K190A en SIPCNA.
OM24 mutK190ARv GGCTTCTTCAGGCGCGTCAACAGTTG Generar la mutacién K190A en SIPCNA.
oM25 pET28RBSFwSacl AAGAGCTCAGAAGGAGATATACC Amplificar fragmento de Rep de TGMV.
OM26 AL1F2 AACATATGAAATACTGCTGCC Amplificar fragmento de Rep de TGMV.
OoM27 AL1F3 AACATATGGACGGTCGAAGTGC Amplificar fragmento de Rep de TGMV.
oM28 AL1F4 AACATATGCCGTTCCACGTCTC Amplificar fragmento de Rep de TGMV.
OM29 AL1F5 AACATATGCAACCTCACCTCC Amplificar fragmento de Rep de TGMV.
OM30 AL1R1 AAGGATCCTTATTTTCCCTCGAACTG Amplificar fragmento de Rep de TGMV.
OM31 AL1R2 AAGGATCCTTAGTCGACCTGGAATTC Amplificar fragmento de Rep de TGMV.
OM32 AL1R3 AAGGATCCTTACGGAGGAAGCCATGG Amplificar fragmento de Rep de TGMV.
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Tabla 4.3. Oligonucleétidos (continuacion)

Codigo Nombre Secuencia Descripcion
OM33 AL1R4 AAGGATCCTTAGGATACCAGGTCG Ambplificar fragmento de Rep de TGMV.
OM34 AL1R5 AAGGATCCTTAGGAAGACGATTTAGC Ambplificar fragmento de Rep de TGMV.
OM35 AL1R6 AAGGATCCTTAGCTGCTCTGTG Ambplificar fragmento de Rep de TGMV.
OM36 AL1R7 AAGGATCCTTATGTTTGGCAACCTCC Amplificar fragmento de Rep de TGMV.
OM37 PCNAFwBamHI AAGGATCCATGTTGGAACTACGTC Clonar SIPCNA con un tag de GFP.
OM38 PCNARv+stopKpnl AAGGTACCTCAAGGCTTGGTTTCC Clonar SIPCNA con un tag de GFP.
OM39 PCNARvy-stopKpnlI AAGGTACCAGGCTTGGTTTCC Clonar SIPCNA con un tag de GFP.
OM40 PCNAFwEcoRI AAGAATTCATGTTGGAACTACGTC Clonar SIPCNA con un tag de 3xFlag.
OM41 PCNARv+stopPstI AACTGCAGTCAAGGCTTGGTTTCC Clonar SIPCNA con un tag de 3xFlag.
OM42 0C1TYCzlow TCTAGAGCTCCACGCTTACGCC Clonar Rep de TYLCV-IL.

OM43 0C1TYCzupp CGATGGATCCCAACATGCCTCG Clonar Rep de TYLCV-IL.
OM44 AtSCE1FwNcol CCATGGCTAGTGGAATCGCTCG Clonar AtSCE1 en pET28b.
OM45 AtSCE1RvBglII AGATCTTTAGACAAGAGCAGGATACTGC  Clonar AtSCE1 en pET28b.

OM46 AtSAE1aFwNdel CATATGGACGGAGAAGAGCTTACC Clonar AtSAE1la en pET28b.

OM47 AtSAE1aRvBamHI GGATCCTTAAGAGGTAAAAGAGTCGG Clonar AtSAE1la en pET28b.

OM48 AtSAE2FwNcol CCATGGCTACGCAACAACAGC Clonar AtSAE2 en pET28b.

OM49 AtSAE2RvSall GTCGACCTATTCAACTCTTATCTTC Clonar AtSAE2 en pET28b.
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Tabla 4.4 Anticuerpos.

Mono o

. Orgnismo Origen Dilucion de uso Referencia
policlonal

Anticuerpo

aScPCNA Monoclonal Ratén GeneTex GTX20029 Bacterias 1/2500 (Krasna et al., 2002)
Plantas 1/100

aNbSUMO1 Policlonal Conejo UMA Bacterias 1/5000 (Sanchez-Duran et al., 2011)
Plantas 1/200
oaMouse IgG-HRP policlonal Cabra GE Healthcare NXA931 1/10000 http://www.sigmaaldrich.com
aRabbit IgG-HRP policlonal Cabra Sigma A6154 1/5.000 (Oldak et al., 2011)
aFLAG Monoclonal Ratén Sigma F1804 1/1.000 (Rudinskiy et al., 2009)
aAL1 Policlonal Conejo NCSU 1/3.000 (Sanchez-Duran et al., 2011)
aAtSUMO-1 Policlonal Conejo Abcam Ab5316 1/1.000 (Conti et al., 2008)
aAtSUMO-3 Policlonal Conejo Abcam Ab5317 1/1.000 (Budhiraja et al., 2009)
aGFP Monoclonal Ratén Clonetech 632375 1/20.000 (van den Akker et al., 2012)
oHIS-Tag Monoclonal Ratén Biomedal AB-3237 1/3.000 http:/ifescience.biomedal.com

4.12 Anticuerpos usados en este trabajo.
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CONCLUSIONES






1.- SIPCNA se sumoila en ensayos in vitro y sin la mediacion de SIZ1
en las lisinas 164 y 254, utilizando tanto las E1 y E2 de mamiferos como las
de A. thaliana.

2.- SIPCNA puede sumoilarse con HsSUMO1, AtSUMO1 y AtSUMO2,
pero no con AtSUMOS3.

3.- La expresion de Rep reduce la sumoilacién de las lisinas 164 y 254
de PCNA.

4.- La interferencia de Rep es especifica, ya que la expresion de la
proteina viral no afecta la sumoilacién in vitro de la catalasa 3 (AtCAT3) de
A. thaliana, ni a los patrones de sumoilacién en planta.

5.- El dominio de Rep que reduce la sumoilacion de SIPCNA se
localiza en el fragmento comprendido entre los aminoacidos 120 y 184, el
mismo descrito para su interaccion con PCNA.

6.- En experimentos de expresion transitoria en IN. benthamiana, las
construcciones 2IR-Sar-DsRED, 2IR-Sar-Timer, 2IR-IL-GFP, 2IR-IL-DsRED
y 2IR-Cz-Timer generan moléculas extracromosémicas y llevan a un
incremento en la expresiéon de los fluoréforos GFP, DsRED o DsRED-E5
cuando son coinfiltrados con los virus TYLCSV o TYLCV-IL o sus
respectivas proteinas Rep.

7.- Las plantas N. benthamiana transgénicas de las lineas 2IR-Sar-
Timer, 2IR-IL-GFP, 2IR-IL-DsRED y 2IR-IL-Timer presentan incrementos
en la expresiéon de los fluoréforos GFP, DsRED o DsRED-E5 al ser
infectadas por TYLCSV o TYLCV que correlacionan con los niveles de
moléculas extracromosomicas y de DNA viral.

8.- Kl desarrollo de sintomas y la acumulaciéon de TYLCSV en plantas
2IRSarGFP se altera cuando las plantas se exponen a condiciones de estrés

salino, sequia o temperatura alta.
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CONCLUSIONS






1.- SIPCNA is SUMOylated in vitro without de mediation of SIZ1. The
modification occurs in the 164 and 254 lysines catalyzed by the E1 and E2
both from mammals and A. thaliana.

2.- SIPCNA can be SUMOylated by HsSUMO1, AtSUMO1 and
AtSUMOZ2, but not by AtSUMOS3.

3.- Rep expression reduces SUMOylation in SIPCNA lysines 164 and
254.

4. Rep interference is specific, since its expression does not affect the
in vitro SUMOylation of catalase 3 (AtCAT3) of A. thaliana, nor the plant
SUMUOylation patterns.

5.- The domain of Rep that reduces the SUMOylation of SIPCNA is
located in the fragment between aminoacids 120 and 184, same that has
been described for its interaction with PCNA.

6.- In transitory expression assays in V. benthamiana, the constructs
2IRSarDsRED, 2IRSarTimer, 2IRILGFP, 2IRILDsRED and 2IRCzTimer
generate extrachromosomal molecules that lead to an increment in the
expression of the fluorofores GFP, DSRED or DsRED-E5 when they are
coinfiltrated with viruses TYLCSV or TYLCV-IL or their respectives Rep
proteins.

6.- The transgenic N. benthamiana plants of the lines 2IRSarTimer,
2IRILGFP, 2IRILDsRED y 2IRILTimer present increments in the
expression of fluorofores GFP, DsRED or DsRED-E5 that correlate with the
levels of extrachromosomal molecules and viral DNA, when infected with
TYLCSV or TYLCV.

7.- The development of symptoms and the acumulation of TYLCSV in
2IR-Sar-GFP plants are altered when plants are exposed to saline, drought

or high temperature stress.
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ANEXO 1

ALINEAMIENTO
MULTIPLE DE
SECUENCIAS DE
PCNA






Anexo 1

Anexo 1 Alineamiento de secuencias de PCNA de varias

especies

1314 20
1 M_LELRLVQGSLLKKVLESI KDLVNDANFDCSATGFSLQAMDSSHVALVALLLRSEGFEHY 60 PCNA1_SOLLC
1 M_ELRLVQGSLLKKVMDSI KDL VNDANFDCSATGFSL QAMDSSHVALVAVLLRSEGFEHY 60 PCNA1_DAUCA
1 M_LELRLVQGSLLKKVLESI KDLVNDANFDCSSTGFSLQAMDSSHVALVSLLLRSEGFEHY 60 PCNAL1_ARATH
1 M_ELRLVQGSL LKKVL EAVKDL VNDANFDCSTTGFSL QAMDSSHVALVSLLLRSEGFEHY 60 PCNA2_ARATH
1 M_ELRLVQGSLLKKVLESI KDLVNDANFDCSTTGFSLQAMDSSHVALVSLLLRSEGFEHY 60 PCNA_BRANA
1 M_ELRLVQGSLLKKVLESLKDLVTDANFDCSASGFSL QAMDSSHVALVALLLRSEGFEHY 60 PCNA_CATRO
1 M_LELRLVQGSLLKKVLEAI RELVNDANFDCSGT GFSL QAMDSSHVALVALLLRAEGFEHY 60 PCNA_MAI ZE
1 M_ELRLVQGSLLKKVLESI KDLVNDANFDFSSSCGFSL QSMDSSHVALVALLLKSEGFEHY 60 PCNA_POPNI
1 M_ELRLVQGSLLKKVLESI KELVNDANFDCSSTGFSLQAMDSSHVALVALLLRSEGFEHY 60 PCNA_PEA
1 M_LELRLVQGSLLKKVLEAI RELVTDANFDCSGT GFSLQAMDSSHVALVALLLRSEGFEHY 60 PCNA_ORYSJ
e SSTGFSLQAMDSSHVALVALLLRSEGFEHY 30 PCNA_SOYBN
1 M_LELRLVQGSLLKKVLESI KDLVNDANFDCSATGFSLQAMDSSHVALVALLLRSEGFEHY 60 PCNA_TOBAC
1 MFEARLVQGSI LKKVLEALKDLI NEACWDI SSSGVNLQSMDSSHVSLVQLTLRSEGFDTY 60 PCNA_BOVI N
1 MFEARLVQGSI LKKVLEALKDLI NEACWDI SSGGVNLQSVMDSSHVSLVQLTLRSEGFDTY 60 PCNA_CRI GR
1 MFEARLVQGSI LKKVLEALKDLI NEACWDI SSSGVNLQSMDSSHVSLVQLTLRSEGFDTY 60 PCNA_HUVAN
1 MFEARLI QGSI LKKVLEALKDLI NEACWDVSSGGVNLQSMDSSHVSLVQLTLRSEGFDTY 60 PCNA_MOUSE
1 MFEARLI QGSI LKKVLEALKDLI NEACWDI SSGGVNLQSVMDSSHVSLVQLTLRSEGFDTY 60 PCNA_RAT
1 MFEARLVQGSVLKRVLEALKDLI TEACWDLGSGGE SLQSMDSSHVSLVQLTLRSEGFDTY 60 PCNA_COTJA
1 MFEARLVQGSVLKRVLEALKDLI TEACWDLGSGGE SLQSMDSSHVSLVQLTLRSEGFDTY 60 PCNA_CHI CK
1 MFEARLVQGSI LKKVLEALKDLI TEACWDVSSSG SLQSVMDSSHVSLVQLTLRSDGFDSY 60 PCNA_ANGIA
1 MFEARLVQGSI LKKVLEALKDLI TEACWDVSSSG SLQSVMDSSHVSLVQLTLRSDGFDSY 60 PCNA_DANRE
1 MFEARLI QGSNLEEVCOQEALEDI VTEASWDCTSSG SLQAMDSSHVSLVQLTLRADGFENF 60 PCNA_STYCL
1 MFEARLVQGSI LKKVLEALKDLI DEACWDI TSSG SLQSMDSSHVSLVQLTLRSDGFDTY 60 PCNA_XENLA
1 MFEARLLRSSI LKKVLEAI KDLLTQATFDCDDNG QLQAMDNSHVSLVSLTLRADGFDKY 60 PCNA_BOVMO
1 MFEARLGQATI LKKI LDAI KDLLNEATFDCSDSG QLQAMDNSHVSLVSLTLRSDGFDKF 60 PCNA_DROVE
1 MFEARLI NATI LKKI LDAI KELLHEATFECSESG QLQAMDNSHVSLGSLTLRSDGFDKF 60 PCNA_SARCR
1 MFEAKLANAGLLKKI VESI KDLVTDAPFDCSETAMSL QAMDSSHVALVSLKLEVGLFDTY 60 PCNA_CAEEL
1 MFEARLLQASLLKKI LESI KDLVESANFDCSPEG SLQAMDGTHVTLI NLVLRNEGFETY 60 PCNA_DI CDI
1 M_EAKLNNASI LKKLFECI KDL VNDANVDADESCGL KL QALDGNHVSLVSLHLLDSGFSHY 60 PCNA_PLAF7
1 M_EARFQQAALLKKL L DAl KELVTDANFDCNDNG SLQAMDSSHVALVSM.I KSDGFEPY 60 PCNA_SCHPO
1 M_EAKFEEASLFKRI | DGFKDCVQLVNFQCKEDG | AQAVDDSRVLLVSLEI GVEAFQEY 60 PCNA_YEAST
1 - M DVI MTGELLKTVTRAI VALVSEARI HFLEKGLHSRAVDPANVAMWI VDI PKDSFEVY 59 PCNA_ARCFU
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61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
31
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
60
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77 80
RCDRNI SMEVNL TNMVAKM. KCAGNDDI
RCDRNI SMEVNL GNVAKML KCAGNDDI
RCDRNL SMEVNL GNVBKML KCAGNDDI
RCDRNL SMEVNL GNVBKML KCAGNDDI
RCDRNL SMEVNL GNVBKML KCAGNDDI
RCDRNPSMGVNL NNVAKM_ECAGNDDI
RCDRNL SMEVNL NNVAKM. RCAGNDDI
RCDRNTSMEVNL GNIVBKML KCAGNDDI
RCDRNL SMEVNL NNVAKM. KCAGNDDI
RCDRNL SMEVNL NNVAKM. RCAGNDDI
RCDRNI SMEVNL NNVAKML KCAGNDDI
RCDRNI SMEVNL ANMAKM. KCAGNDDI
RCDRNLAMGVNL TSVSKI LKCAGNEDI
RCDRNLAMGVNL TSVSKI LKCAGNEDI
RCDRNLAMGVNL TSVSKI LKCAGNEDI
RCDRNLAMGVNL TSVSKI LKCAGNEDI
RCDRNLAMGVNL TSVSKI LKCAGNEDI
RCDRNI AMGVNLNSVSKI LKCAGNEDI
RCDRNI AMGVNLNSVSKI LKCAGNEDI
RCDRNLAL GVSLNSVSEM_KCAGNEDI
RCDRNLAMGVNL SSVSKI LIKCAGNEDI
RCDRNLAMG NMTSVARI MECAGNDDI
RCDRNQSI GVKMBSMBKI LKCAASDDI

91 110 117
| TI KADDG- SDTVTFM-ESPTQDKI ADFEMKLM
| TI KADDG- SDTVTFM-ESPTQDKI ADFEMKLM
| TI KADDG- GDTVTFM-ESPTQDKI ADFEMKLM
| TI KADDG- SDTVTFM-ESPTQDKI ADFEMKLM
| TI KADDG- GDTVTFM-ESPKQDKI ADFEMKLM
| TLKADDG- SDTVTFM-ESPTQDKI SDFEMKLM
| TI KADDG- SDTVTFM-ESPKQDKI ADFEMKLM
| TI KCDDG- SDTVTFMFESPTQDKI ADFEMKLM
| TI KADDG- SDTVTFMFESPTQDKI SDFEMKLM
| TI KADDG- SDTVTFM-ESPNQDKI ADFEMKLM
| TI KADDG- SDTVTFMFESPTQDKI SDFEMKLM
| TLKADDG- SDTVTFM-ESPTQDKI ADFEMKLM
| TLRAEDN- ADTLALVFEAPNQEKVSDYEMKLM
| TLRAEDN- ADTLALVFEAPNQEKVSDYEMKLM
| TLRAEDN- ADTLALVFEAPNQEKVSDYEMKLM
| TLRAEDN- ADTLALVFEAPNQEKVSDYEMKLM
| TLRAEDN- ADTLALVFEAPNQEKVSDYEMKLM
| TLRAEDN- ADTLALVFETPNQEKVSDYEMKLM
| TLRAEDN- ADTLALVFEAPNQEKVSDYEMKLM
| TLRAEDN- ADTLALVFETLNQEKVSDYEMALM
| TLRAEDN- ADALALVFETLNQEKVSDYEMALM
| TLRAEDN- ADM_EL| FESSKGDEYSQYEMELM
| TLRAEDN- ADTVTMWFESPNQEKVSDYEMKLM

RCDRNI SMGVNLGSMSKI LI FAGDKDTATI KAQDN- ADNVTFVFESPNQEKVSDYEMKLM
RCDRNL SMGVNL GSMAKI L KCANNEDNVTMKAQDN- ADTVTI MFESANQEKVSDYEMKLM
RCDRNI SMGVNL GSMAKI L KCANNDDTVTVKAQDN- ADTVTFMFESPNHEKVSDYEMKLM
RCDRTI NLGL SL ANMSKAL KCANNDDTCM_KYEENEGDSI | FTFADPKRDKTQDVTVKMM
NCDRSLSLGLSLVSLSKI LKCAGNDDTLTI RARDNESDTVTFVFESPKNDRVSDFEI KLI

RCDRERVLGVNI ASLNKVFKLCGANESVVI SSKDD- EDNLNFVFENNKEDKVTNFSLKLM
RCDRNI ALGI NLNAL SKVLRCAQNEDLVTLKAEDT- PEVLNLVFESEKNDRI SDYDVKLM
RCDHPVTLGVDLTSLSKI LRCGNNTDTLTLI ADNT- PDSI | LLFEDTKKDRI AEYSLKLM
NI DEEKTI GVDVDRI FDI SKSI STKDLVELI VEDES- - TLKVKFGS- - - - - - VEYKVALI

119
119
119
119
119
119
119
119
119
119

89
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119
120
120
119
119
119
111

PCNAL_SOLLC
PCNAL_DAUCA
PCNAL_ARATH
PCNA2_ARATH
PCNA_BRANA
PCNA_CATRO
PCNA_MAI ZE
PCNA_PCPNI
PCNA_PEA
PCNA_ORYSJ
PCNA_SOYBN
PCNA_TOBAC
PCNA_BOVI N
PCNA_CRI GR
PCNA_HUMVAN
PCNA_MOUSE
PCNA_RAT
PCNA_COTJA
PCNA_CHI CK
PCNA_ANGIA
PCNA_DANRE
PCNA_STYCL
PCNA_XENLA
PCNA_BOMMO
PCNA_DROVE
PCNA_SARCR
PCNA_CAEEL
PCNA_DI CDI
PCNA_PLAF7
PCNA_SCHPO
PCNA_YEAST
PCNA_ARCFU



120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

90
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
121
121
120
120
120
112

149 164 168
DI D- - SEHLG PEA- - EYHAI VRMPSAEFGRI CKDLSSI GDTVVI SVTKEGVKFSTRGDI
DI D- - SEHLG PEA- - EYHAI VRMPSAEFARI CKDLSSI GDTVVI SVTKEGVKFSTRGDI
DI D- - SEHLG PDA- - EYHSI VRMPSNEFSRI CKDLSSI GDTVVI SVTKEGVKFSTAGDI
DI D- - SEHLG PDA- - EYHSI VRMPSGEFSRI CKDLSSI GDTVVI SVTKEGVKFSTAGDI
Dl D- - SEHLG PDA- - EYHSI VRMPSNEFSRI CKDLSTI GDTWI SVTKEGVKFSTACGDI
DI D- - SEHLG PEA- - EYHAI VRMPSAEFARI CKDLSSI GDTVVI SVTKEGVKFSTRGDI
DI D- - SEHLG PDS- - EYQAI VRMPSSEFNMRI CKDLSSI GDTVVI SVTKEGVKFSTSGEI
DI D- - SEHLG PDS- - EYQAI VRMPSSEFSRI CKDLSSI GDTVI | SVTKEGVKFSTAGDI
DI D- - SEHLG PEA- - EYHAI VRMPSAEFARI CKDLSSI GDTVVI AVSKEGVKFSTKGDI
DI D- - SEHLG PEA- - EYHAI VKMPSAEFARI CKDLASI GDTWI SVTKEGVKFSTRCGDI
DI D- - SEHLG PEA- - EYHAI VKMPSSEFARI CKDLSSI GDTVVI SVTKEGVKFSTKGDI
DI D- - SEHLG PEA- - EYHAI VRMPSAEFSRI CKDLSSI GDTVVI SVTKEGVKFSTRGDI
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVVKMPSGEFARI CRDLSHI GDAVVI SCAKDGVKFSASGEL
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVVKMPSGEFARI CRDLSHI GDAVVI SCAKDGVKFSASGEL
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVVKMPSGEFARI CRDLSHI GDAVVI SCAKDGVKFSASGEL
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVI KMPSGEFARI CRDLSHI GDAVVI SCAKNGVKFSASGEL
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVVKMPSGEFARI CRDLSHI GDAVVI SCAKDGVKFSASGEL
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVVKMPSAEFARI CRDLSHI GDAVVI SCAKDGVKFSANGEL
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVVKMPSAEFARI CRDLSHI GDAVVI SCAKDGVKFSANGEL
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVWKMPSGEFARI CRDLSQ GDAVM SCAKDGVIVFSASGEL
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVWKMPSGEFARI CRDLSQ GDAVM SCAKDGVKFSASGEL
DLD- - CEQLG PEQ- - DYSCCVTLPSQEFGRI CRDLSQ GECVVI TCTEDGVEFSAKGDL
DLD- - VEQLG PEQ- - EYSCVI KMPSGEFARI CRDLSQ GDAVVI SCAKDGVKFSASGEL
NLD- - LEHLG PET- - EYSCTI RMPSSEFARI CRDL SQFGESMVI SCTKEGVKFSATGDI
NLD- - QEHLG PET- - DFSCVVRMPAMEFARI CRDLAQFSESVVI CCTKEGVKFSASGDV
NLD- - QEHLG PET- - DYSCVVRMPSMEFARI CRDLAQFSESM.I CCTKEGVKFSASGDV
DI D- - SEHLG PDQ- - DYAVVCEMPAGEFQKTCKDL STFSDSLNI TATKAG VFTGKCGDI
DI K- - NEQYSI RKS- - DYSAVI KMPSAELQRI CRDLSI | GEI VTI SANKEGVKFSVSCGDS
S| E- - LDSLNI PDCEEGFDAEVEL SSKELTNI FRNLSEFSDTVFI EI DSNCI KFTTKG V
DI D- - QEHLG PDI - - EYDATI TMPAAEFQRI TRDLLTLSDSVTI NASKEGVRFSCKCDI
Dl D- - ADFLKI EEL- - QYDSTLSLPSSEFSKI VRDLSQLSDSI NI M TKETI KFVADCDI
DPSAI RKEPRI PEL- - EL PAKI VMDAGEFKKAI AAADKI SDQVI FRSDKEGFRI EAKGDV

175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
145
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
176
176
177
175
175
169

PCNAL_SOLLC
PCNAL_DAUCA
PCNAL_ARATH
PCNA2_ARATH
PCNA_BRANA
PCNA_CATRO
PCNA_MAI ZE
PCNA_ORYSJ
PCNA_PEA
PCNA_POPNI
PCNA_SOYBN
PCNA_TOBAC
PCNA_BOVI N
PCNA_CRI GR
PCNA_HUMVAN
PCNA_MOUSE
PCNA_RAT
PCNA_COTJA
PCNA_CHI CK
PCNA_ANGIA
PCNA_DANRE
PCNA_STYCL
PCNA_XENLA
PCNA_BOMMO
PCNA_DROVE
PCNA_SARCR
PCNA_CAEEL
PCNA_DI CDI
PCNA_PLAF7
PCNA_SCHPO
PCNA_YEAST
PCNA_ARCFU
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176
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146
176
176
176
176
176
176
176
176
176
176
176
176
176
176
176
177
177
178
176
176
170

192

190
GTANI VCRQNTTVD- KPEEATVI
GTANI VCRQNTTVD- KPEEATVI
GTANI VLRQNTTVD- KPEDAI VI
GTANI VLRQNTTVD- KPEDAI VI
GTANI VLRQNTTVD- KPEDAI VI
GTANI VCRQNTTVD- KPDEAT! |
GSANI VCRQNQTI D- KPEEAT! |
GTANI VCRQNKTVD- KPEDATI |
GSANI VCRQNTTVD- KPEEATVI
GTANI VLRQNTTVD- KPEDATVI
GTANI VCRQNTSVD- KPEEATVI
GTANI VCRQNTTVD- KPEEATVI
GNGNI KLSQTSNVD- KEEEAVAI
GNGNI KLSQTSNVD- KEEEAVTI
GNGNI KLSQTSNVD- KEEEAVTI
GNGNI KLSQTSNVD- REEEAVTI
GNGNI KLSQTSNVD- KEEEAVS
GNGNI KLSQTSNVD- KEEEAVTI
GNGNI KLSQTSNVD- KEEEAVTI
GTGNVKL SQTSNVD- EEDDAVTI
GTGNI KLSQTSNVD- REDEAVTI

217
EMNEPVSLTFALRYLNSFTKASPLSNTVTI SLSSELP
EMNEPVSLTFALRYMNSFTKASPLSSTVTI SLSSELP
EMKEPVSL SFALRYMNSFTKATPLSDTVTI SLSSELP
EMNEPVSL SFALRYMNSFTKATPLSETVTI SLSSELP
EMNEPVSL SFALRYMNSFTKATPLSDTVTI SLSSELP
EMNEPVSLTFALRYLNSFTKATPLSNNVTI SLSSELP
EMQEPVSLTFALRYMNSFTKASSLSEQVTI SLSSELP
EMQEPVSLTFALRYMNSFTKASPLSEQVTI SLSSELP
EMNEPVAL QFALRYMNSFTKATPLSSSVTI SLSNELP
EMNEPVSMIFALRYMNSFTKATPLSNTVTI SMSPDLP
EMNEPVSLTFALRYMNSFTKATPLSNTVTI SLSNELP
EMNEPVSLTFALRYLNSFTKATPLSNTVTI SLSSELP
EMNEPVQLTFALRYLNFFTKATPLSPTVTLSMSADVP
EMNEPVQLTFALRYLNFFTKATPLSPTVTLSMSTDVP
EMNEPVQLTFALRYLNFFTKATPLSSTVTLSMSADVP
EMNEPVHLTFALRYLNFFTKATPLSPTVTLSMSADVP
EMNEPVQLTFALRYLNFFTKATPLSPTVTLSMSADVP
EMNEPVQLTFALRYLNFFTKATPLSPTVTLSMSADVP
EMNEPVQLTFALRYLNFFTKATPLSPTVTLSMSADVP
EMNEPVQLI FALNYLNFFTKATPLSKTVTLSMSADI P
EMNEPVQLI FALNYLNFFTKATPLSKTVTLSMSADI P

GAGKI KLKONTGSDI BEEEQVTVEI SEPVQLTFAI KYLNL FASASPL SPSVCL SMSNNVP
GTGNVKLSQTSNVD- KEEEAVTI EMNEPVQLTFALRYLNFFTKATPLSPTVI LSMSADI P
GSANVKLAQTASI D- KEEEAWI EMEEPVTLTFACQYLNYFTKATSL SPQVQL SMSADVP
GTANI KLAQTGSVD- KEEEAVI | EMQEPVTLTFACRYLNAFTKATPLSTQVQLSMCADVP
GSANVKLAQTSSVD- KEEEAVI | EMQEPVTLTFACRYLNAFTKATPL SAQVQL SMCADVP
GSSVVTYSPSSNTD- DETEAVTLEVKDPVNVNFSI KYMNQFTKATAL SDRVRLSLCNDVP
GSCNI TI KPTSDSDVPAEQATVI ESKEPVVLNFALKFLSNFTKATPLSPMWTLSMSEG P
GDAEVALKPRDSTS- EDDI GVTI KSKKKI KQSFAI KYLNLFSKSNI LADVVWLGLSDSRP
GNGSTTLKQHTDLS- DQDQSI El SLTQAVTLTFSLKYLAQFTKATPLATRVTLSMSNDVP
GSGSVI | KPFVDMVE- HPETSI KLEMDQPVDLTFGAKYLLDI | KGSSLSDRVG RLSSEAP
DSI VFHMTETELI EFN- - - - - - - - - GGEARSMFSVDYLKEFCKVAGSGDLLTI HLGTNYP
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240 254 263

235 VVWEYKI AE- - ------- MGYVRYYLAPKI EEDEEETKP- - - - 264 PCNA1_SOLLC
235 VVWEYKI AE--------- MGYI RFYLAPKI EEEEDESKP- - - - 264 PCNA1_DAUCA
235 VWEYKVAE- - ------- MGYI RYYLAPKI EEEEDTNP- - - - - 263 PCNAL1_ARATH
235 VWEYKVAE- - ------- MGYI RYYLAPKI EEEEDTKPE- - - - 264 PCNA2_ARATH
235 VWEYKVAE- - ------- MGYI RYYLAPKI EEDEEDKA- - - - - 263 PCNA_BRANA
235 VWEYKI AE--------- MGYI RFYLAPKI EDDEEMKP- - - - - 263 PCNA_MNAI ZE
235 VVWEYKI AE- - ------- MGYI RFYLAPKI EEDDEEQSLEYQA 268 PCNA_CATRO
235 VVWEYKI AE--------- MGYI RFYLAPKI EEDEEMNKS- - - - - 263 PCNA_ORYSJ
235 VWEYKI AE--------- MGYVRFYLAPKMEEDEPEPGA- - - - 264 PCNA_POPNI
235 VWEYKI AE--------- MGYVRFYLAPKI EEDEEETKPQA- - 266 PCNA_PEA
205 VVWVEYKI AE--------- MGYVRFYLAPKI EEDEEDTKPQV- - 236 PCNA_SOYBN
235 VWEYKI AE--------- MGYI RFYLAPKI EEDEEETKP- - - - 264 PCNA_TOBAC
235 LWEYKIAD--------- MGHLKYYLAPKI EDEEGS- - - - - - - 261 PCNA_BOVI N
235 LWEYKISD--------- MGHLKYYLAPKI EDEEGS- - - - - - - 261 PCNA_CRI GR
235 LWEYKIAD--------- MGHLKYYLAPKI EDEEGS- - - - - - - 261 PCNA_HUVAN
235 LWEYKIAD--------- MGHLKYYLAPKI EDEEAS- - - - - - - 261 PCNA_MOUSE
235 LWEYKIAD--------- MGHLKYYLAPKI EDEEGS- - - - - - - 261 PCNA_RAT
235 LWEYKIAD--------- MGHXKYYLAPKI EDQQEGCS- - - - - - 262 PCNA_COTJA
235 LWEYKIAD--------- MGHLKYYLAPKI EDQQECS- - - - - - 262 PCNA_CHI CK
235 LVWEYKIAD--------- MGHVKYYLAPKI DEEAS- - - - - - - - 260 PCNA_ANGIA
235 LVWEYKIAD--------- MGHVKYYLAPKI DEESS- - - - - - - - 260 PCNA_DANRE
235 LWEYKIAD--------- MEHVKYYLAPKI EDEEAS- - - - - - - 261 PCNA_XENLA
235 LWEYRIPD--------- | GHl RYYLAPKI EEEDS- - - - - - - - 260 PCNA_BOWMO
235 LWEYAIKD--------- LGH RYYLAPKI EDNET- - --- - - - 260 PCNA_DROVE
235 LWEYAIKE--------- LGH RYYLAPKI EDDES- - - - - - - - 260 PCNA_SARCR
236 VWEYPIEE--------- NGYLRFYLAPKI DDDENMVD- - - - - - 263 PCNA_CAEEL
237 VWEYKIDD--------- LGFLGFFLAPKI E------------ 258 PCNA_DI CDI
237 | EFKYElI KDTSPDSDTLKI GFVKFFLAPKVDDDVDNKD- - - - - 274 PCNA_PLAF7
235 LLVEYKM E--------- SGFLRFYLAPKI GEEDEE- - - - - - - 260 PCNA_SCHPO
235 ALFQFDL-K--------- SGFLQFFLAPKFNDEE- - - - - - - - - 258 PCNA_YEAST
221 VRLVFELVGG ------- RAKVEYI LAPRI ESE- - - - - - - - - - 245 PCNA_ARCFU

Anexo I: Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de varios PCNA. Se
han coloreado en verde las secuencias que pertenecen a plantas, en azul las de mamiferos,
en rojo las de pajaros, en morado la de un tunicado, en marrén la de un anfibio, en azul
oscuro las de insectos, en celeste las de otros eucariotas y en negro la secuencia de PCNA de
una arquea, aiadido como grupo externo. Se han sombreado en gris las lisinas de SIPCNA
conservadas en los demds organismos. A continuacién se detallan las especies a las que

pertenecen las secuencias y los nimeros de acceso de cada secuencia.
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PCNA_SOLLC

Sol anum | ycoper si cum BHOQL

PCNA1_DAUCA Daucus carota Q00268
PCNA1_ARATH Ar abi dopsi s thaliana QM Q7
PCNA2_ARATH Ar abi dopsi s thal i ana QZWB5

PCNA_BRANA
PCNA_MAI ZE
PCNA_CATRO
PCNA_ORYSJ
PCNA_PCPNI

PCNA_PEA Pi
PCNA_SOYBN
PCNA_TOBAC
PCNA_BOVI N
PCNA_CRI GR
PCNA_HUMAN
PCNA_MOUSE

Brassi ca napus 43124

Zea mays Q43266

Cat har ant hus roseus P24314
Oryza sativa subsp. japonica P17070
Popul us nigra QNAY3

sum sati vum 082134

(Fragnent) dycine max P22177

Ni coti ana tabacum 082797

Bos taurus BZBW

Cricetulus griseus P57761

Honmo sapi ens P12004

Mus muscul us P17918

PCNA_RAT Rattus norvegi cus P04961

PCNA_COTJA
PCNA_CHI CK
PCNA_ANGIJA
PCNA_DANRE
PCNA_STYCL
PCNA_XENLA
PCNA_BOMMO
PCNA_DROVE
PCNA_SARCR
PCNA_CAEEL
PCNA_DI CDI

PCNA_PLAF7
PCNA_SCHPO
PCNA_YEAST
PCNA_ARCFU
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Cot urni x coturnix japonica (QDDF1
Gal | us gal | us (ODEA3
Angui | | a j aponi ca QW44
Dani o rerio QQPTP1

Styel a cl ava P53358
Xenopus | aevis P18248
Q01377

Dr osophi | a nel anogast er

Bombyx nori
P17917

Sar cophaga crassi pal pis 016852

Caenor habditis el egans 002115

Di ctyostelium di scoi deum Q64K47

Pl asrmodi um f al ci parum (i sol ate 3D7) P61074

Schi zosacchar omyces ponbe (strain 972 / ATCC 24843) Q03392
Sacchar omyces cerevi siae (strain ATCC 204508 / S288c) P15873

Ar chaeogl obus ful gi dus 029912



195



196



ANEXO II

EXTRACTO DE LA TESIS
DOCTORAL “INTERACCION
ENTRE LOS GEMINIVIRUS Y EL
SISTEMA DE SUMOILACION DE
PLANTAS.” SANCHEZ-DURAN
(2011)






Anexo 11
Extracto de la tesis doctoral “Interaccion entre los
Geminivirus y el Sistema de Sumoilacion de Plantas” de

Miguel Angel Sanchez Duran.
Nota: en este anexo, el gen Rep es denominado AL1 o AL1/Rep.

2.4.2 Cambios en la sumoilacion de proteinas

celulares mediados por la interaccion AL1-SCE1.

La interaccién de AL1/Rep con la enzima que conjuga SUMO (SCE1)
podria afectar a la sumoilacién de proteinas celulares modulando su
actividad, localizacion, interaccién con otras proteinas, etc. Esta modulacion
podria ser especifica, alterando la sumoilacién de determinadas proteinas, o
general, afectando a los niveles de sumoilacién de todas las proteinas
celulares. En el primer escenario, la especificidad podria estar determinada
por la interacciéon de AL1/Rep con las proteinas celulares que se sumoilan.
La interaccién de AL1/Rep con SCE1l y con la proteina celular podria
incrementar la sumoilaciéon de la proteina (AL1/Rep actuaria como una
ligasa de SUMO) o reducirla, interfiriendo en la sumoilacién de la proteina.
En el segundo escenario (modulacion global de la sumoilaciéon) la interaccion
de AL1/Rep con SCE1l podria inducir una reduccion de los niveles de
sumoilacién, al inhibir a la enzima que conjuga SUMO, o bien
Incrementarla, si activara la actividad del enzima E2.

Con los experimentos que se describen a continuaciéon se ha querido
determinar si la interaccién de AL1/Rep con SCE1 produce modulacién

especifica o general de la sumoilacién de proteinas de la planta.

Modulacion de la sumoilaciéon de proteinas que interaccionan

con AL1/Rep.
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La interacciéon de la proteina de los geminivirus AL1/Rep con RBR
(retinoblastoma) y PCNA juega un papel muy importante durante la
infeccion. En mamiferos y/o levaduras se ha descrito que los homodlogos
funcionales de dos proteinas se sumoilan modulando su actividad (Ledl et
al., 2005; Hoege et al., 2002; Ulrich, 2009). Se desconocia si PCNA y RBR de
plantas se sumoilaban, pero por analogia funcional y por la conservacién de
los residuos de lisina sumoilables, sugerian que estas proteinas vegetales

podrian también estar sometidas a un sistema de regulacién por SUMO.

Modulacion de la sumoilacion de RBR.

Como ya se mencioné en la introduccion, Ledl et al., (2005)
determinaron que pRB humano se sumoila en su lisina 720 y que la
sumoilacién de la proteina afecta a su actividad, ya que un mutante en este
residuo K720R incrementa levemente la represion de promotores
dependientes de E2F. Ademads, en el mismo trabajo, se muestra que los
niveles de sumoilacion de pRB se modifican por la interaccion con las
proteinas E1A de adenovirus y E7 de papilovirus. Hasta el momento no se
habia demostrado que la proteina RBR de plantas se sumoilara, ni que
pudiera interaccionar con SCE1, como ocurre con muchas de las proteinas
sumoilables. Analisis realizados con el software SUMOsp: Sumoylation
Sites Prediction 2.0 ® muestran que las proteinas de plantas AtRBR y
ZmRBR presentan sitios putativos de sumoilaciéon, en ambos casos uno de
ellos con alta probabilidad teérica de ser modificados por SUMO (K1007 en
AtRBR y K194 en ZmRBR).

ZmRBR interacciona con SCE]1.

Para determinar si RBR de maiz, que interacciona con AL1, se unia
también a NbSCE1, utilizamos el sistema de doble hibrido de levaduras.
Cultivos de S. cerevisiae se cotransformaron con una plasmido (pAS2-1-
ZmRBR; Arguello-Astorga et al., 2004) que expresa un fragmento de 614
aminoacidos de la proteina del retinoblastoma de maiz (ZmRBRassser)

fusionada al dominio GAL 4 BD (BD-ZmRBR), y con el plasmido que
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expresa AD-NbSCE1 (pACT2- NbSCE1). Al sembrar los cotransformantes
en medio selectivo para seleccionar la activacion de los genes marcadores se
comprobé que ZmRBR interacciona con NbSCE1l (Figura 33), y que tal
Interaccidon es especifica, ya que ZmRBR no interacciona con la proteina MP
(motor protein) de B. tabaci fusionada al dominio AD de GAL4, una proteina
seleccionada como control negativo para determinar si ZmRBR interacciona

con cualquier proteina.

Figura 33. Interaccién entre ZmRBR y NbSCE1. Crecimiento de las levaduras cotransformadas
con BD-ZmRBR y AD-NbSCE1 (panel izquierdo). Se muestra la imagen de dos cotransformantes
independientes. En el panel de la derecha se muestran los controles de interacciéon, LamC +
AgT: control negativo, p53 + AgT: control positivo, ZmRbr + BtMP: control negativo de
interaccién con retinoblastoma, ZmRbr + ALI1: control positivo de interaccién con

retinoblastoma.

ZmRBR se sumoila.

Para determinar si se producia sumoilacion de ZmRBR se utilizé el
mismo sistema de sumoilacién en E. coli detallado en el apartado 2.4.1 de
Resultados (Mencia et al., 2004). Se cloné el fragmento de ZmRBR utilizado
en el experimento de interaccion con NbSCE1 en un plasmido para expresar
ZmRBR fusionado a un epitopo de histidinas (pET28b-ZmRBR).
Seguidamente se transformaron células de E. coli BL21 con: (a) pET28b-
ZmRBR (expresa His- ZmRBR), (b) pET28b-ZmRBR y pBADE12 (que
expresa His-SAE1, SAE2 y SCE1l) y (¢) pET28b-ZmRBR, pBADE12 y
pRHSUMO (que expresa His-SUMO), y se analiz6 la acumulaciéon de
ZmRBR utilizando un anticuerpo anti-HIS.

En el extractos de células que expresan ZmRBR y las enzimas E1 y
E2 de sumoilacién (SAE/SCE1) se detectaron dos bandas de 65 y 80 kDa que

no aparecen en el extracto de células que sélo expresa las enzimas E1 y E2.
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La banda de 80 kDa corresponde al tamano esperado para la expresion del
fragmento de ZmRBR. La banda de 65 kDa podria corresponder a una
version truncada de la misma proteina. Cuando se expresa SUMO junto con
ZmRBR, y las enzimas El1 y E2, se detectan las mismas bandas
correspondientes a ZmRBR, pero ademas aparecen varias bandas de mayor
tamano que podrian corresponder a versiones momo o multisumoiladas de

las proteinas ZmRBR de 65 y 80 kDa. (Figura 34).

Figura 34. Ensayo de sumoilacion de ZmRBR. Western-blot de los extractos de E. coli
expresando SAE1, SAE2 y SCE1 (SAE/SCE1), SUMO o ZmRBR. La membrana se hibrid6 con un
anticuerpo anti-His. Los distintos componentes esenciales de la maquinaria de sumoilacién
presentes (+) o ausentes (-) en cada calle se indican en la parte superior. Las bandas de interés

se destacan a la derecha del panel.

La expresion de genes dependientes de E2F no depende de la
interaccion AL1/SCE]I.

Durante la infeccibn con TGMYV, la proteina ALl induce la
acumulacion de PCNA en hojas maduras (Egelkrout et al., 2001) mediante
la liberacién de factores E2F que produce al interaccionar la proteina del
virus con RBR.

Para determinar si la liberacién de los factores E2F unidos a RBR que
se produce en presencia de AL1 esta relacionada con la interaccién entre
AL1/SCE1 y RBR, se analiz6 la expresion de un promotor dependiente de
factores E2F en presencia de AL1 silvestre y de los mutantes afectados en la
interaccion con SCE1l. Para ello utilizamos plantas transgénicas de IV.
benthamiana que expresan el gen de la proteina luciferasa bajo por el

control del promotor de PCNA (Egelkrout et al., 2002).
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Figura 35. Histograma en el que se muestra la induccién de la expresion del promotor de PCNA
en ausencia o presencia de AL1 silvestre o mutantes puntuales. Las barras en rojo corresponden
a controles: (C1) hojas no infiltrada, (C2) hojas infiltradas con el plasmido pBINX’. Las barras en
verde corresponden a las hojas infiltradas con AL1 silvestre (AL1) o con los distintos mutantes
puntuales. Los valores de actividad luciferasa corresponden a la media de 3 experimentos

independientes. Las barras de error representan los valores de error tipico calculado.

Se agroinfiltraron hojas de plantas transgénicas con un plasmido
binario que expresa AL1 silvestre (pBINX’-AL1) o sus mutantes simples o
dobles (pBINX’-AL1 K68A, pBINX’-AL1 K96A, pBINX’-AL1 K102A, pBINX'-
AL1 K68A/K96A, pBINX-AL1 K68A/K102A y pBINX-AL1 K96A/K102A).
Tres dias tras la infiltracién se recogi6 el material vegetal, se obtuvieron los
extractos de proteina total y se cuantificaron. A continuacién, se midi6 la
actividad luciferasa en un detector de luminiscencia y se expresé ésta como
unidades de actividad luciferasa por cantidad de proteina total (U Activ
Luc/ig proteina).

Los resultados (Figura 35) confirmaron que la expresiéon de ALl
induce la expresion de luciferasa. Los niveles de actividad luciferasa
generados en las hojas infiltradas con los mutantes simples y dobles de AL1
no fueron significativamente diferentes a los obtenidos con ALl silvestre.

Las agroinfiltraciones se realizaron también coinfiltrando un plasmido
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pBIN61 que expresaria P19 como supresor del silenciamiento, pero los

resultados obtenidos fueron similares a los ya descritos sin P19.

Modulacién de la sumoilacion de PCNA.
PCNA de tomate se sumoila.

Se ha descrito la sumoilacién de la lisina 164 (K164) de PCNA de S.
cerevisiae, mamiferos y Xenopus laevis (Hoege et al., 2002; Ulrich, 2009) la
cual esta conservada en los PCNA de plantas. Ademas, en PCNA de
levaduras se sumoila un segundo residuo de lisina (K127; Hoege et al.,
2002). Como primer paso para determinar si la interacciéon AL1-SCE1l
afectaba a la sumoilacion de PCNA de plantas, se utilizé el sistema de
sumoilacién en E. coli utilizado en los experimentos del apartado 2.4.1
(Mencia et al., 2004) para determinar si PCNA de tomate (SIPCNA) se
sumoila. Se clon6 el marco abierto de lectura completo de SIPCNA en un
plasmido para expresar SIPCNA fusionado al epitopo de histidinas (pET28b-
SIPCNA). Se transformaron células de E. coli BL21 con: (a) pET28b-
SIPCNA, (b) pET28b-SIPCNA y pBADE12 y (c) pET28b-SIPCNA, pBADE12
y pRHSUMO y se analiz6 la acumulacién de SIPCNA utilizando un
anticuerpo anti-His (SAE1, SUMO y SIPCNA quedan fusionadas a un
epitopo de histidinas). En todos los extractos se detecto una banda de
aproximadamente 31 kDa que corresponde al tamano esperado para
SIPCNA. En el extracto de células que expresan el sistema de sumoilacién al
completo y SIPCNA, se detecté otra banda de aproximadamente 55 kDa que
correlaciona con el tamafno esperado para SIPCNA monosumoilado
(SIPCNA-SUMO en Figura 36). En este extracto aparecieron ademaés otras
bandas de mayor peso molecular que podrian corresponder a SIPCNA unido
a varios SUMO o bien a oligdmeros de SUMO (dimeros, trimeros, etc.)

similares a los descritos por Mencia et al., 2004.
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Figura 36. Ensayo de sumoilacién de SIPCNA. Western-blot de los extractos de E. coli
expresando His-SAE1, SAE2 y SCE1 (SAE/SCE1), His-SUMO o His-SIPCNA. La membrana se
hibridé con un anticuerpo anti-His. Los distintos componentes esenciales de la maquinaria de
sumoilacidon presentes (+) o ausentes (-) en cada calle se indican en la parte superior. Las bandas
de interés se destacan a la derecha del panel. X1: por tamafo, podria corresponder a un

multimero formado por cuatro SUMO o bien a SIPCNA unido a 2 SUMO.

La expresion de ALI modifica la sumoilacion de PCNA.

Para estudiar si la expresiéon de AL1 afecta a la sumoilacién de
SIPCNA se realizaron ensayos de sumoilacion en presencia o ausencia de
AL1 de TGMYV. Para ello, en el plasmido pET28b-SIPCNA se subcloné el
marco abierto de lectura de AL1 junto con la secuencia rbs (ribosomal
binding site) tras el marco abierto de lectura de SIPCNA, generandose el
plasmido, pET28b-SIPCNA-AL1, que produce un ARNm policistrénico con la
fase abierta de lectura para ambas proteinas. Se transformaron células de
E. coli BLL21 con distintas combinaciones de los plasmidos que expresan His-
SIPCNA e His-AL1 (pET28b-SIPCNA-AL1), las enzimas His-SAE1, SAE2 y
SCE1 (pBADE12) y/o His-SUMO1 (pRHSUMO).

Tras inducir la expresion de las proteinas se analizé la acumulacién
de AL1 y SIPCNA utilizando un anticuerpos anti-His, anti-PCNA, anti-AL1
(anticuerpo monoclonal) y anti-SUMO1 (Figura 37).
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Figura 37. Sumoilacién de SIPCNA en presencia o ausencia de AL1l. Western-blot de los
extractos de E. coli expresando His-SAE1, SAE2 y SCE1 (SAE/SCE1), His-SUMO, His-SIPCNA
o His-AL1. Los distintos componentes esenciales de la maquinaria de sumoilacién presentes (+)
o ausentes (-) en cada calle se indican en la parte superior. La membrana se hibridé con un
anticuerpo anti-PCNA, anti-SUMO, anti-His o anti-AL1. Las bandas de interés se destacan a la
derecha del panel. La banda X1 podria corresponder tanto a un multimero formado por cuatro
SUMOs o bien a un complejo SIPCNA-SUMO-SUMO. La banda X2 corresponde a AL1 truncado.
El experimento se repitié6 dos veces mas, en las mismas condiciones, obteniéndose los mismos

resultados.

En todas las calles de la membrana hibridada con el anticuerpo anti-
PCNA se observa una banda correspondiente a SIPCNA. Adicionalmente, en

el extracto en el que se expresa SIPCNA y la maquinaria completa de
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sumoilacién aparece una banda adicional de aproximadamente 55 kDa que
corresponde al tamafo esperado de SIPCNA sumoilado (Figura 37). Una
banda de tamano idéntico se detecta también en el mismo extracto cuando
la membrana se hibrida con anti-SUMO (Figura 37), lo que confirma que
debe corresponder al SIPCNA unido covalentemente a una molécula de
SUMO. Cuando ademas de SIPCNA y la maquinaria de sumoilaciéon se
expresa AL1 (Gltima calle de la derecha), la intensidad de la banda de
37kDa que corresponde a SIPCNA no sumoilado no varia si se compara con
la calle en la que no hay expresiéon de AL1. Sin embargo, la de la banda
correspondiente a SIPCNA sumoilado disminuye cuando se expresa AL1 (la
banda no es detectable en la membrana hibridada con anti-PCNA y su
intensidad se reduce muy apreciablemente en la hibridada con anti-SUMO)
(Figura 37). En esta membrana se observa también una reducciéon en la
banda marcada como X1 y que muy posiblemente corresponda a SIPCNA
unido a dos moléculas de SUMO. Esta banda no aparece al hibridar las
membranas con el anticuerpo anti-PCNA, probablemente por una menor
sensibilidad del mismo (es un anticuerpo producido contra PCNA de S.
cerevisiae). En la membrana hibridada con anti-SUMO se detecta ademas
una banda correspondiente a SUMO libre y otras correspondientes a
oligbmeros formados por la sumoilacién de SUMO. La membrana hibridada
con anti-His confirmé los resultados obtenidos con anti-PCNA y anti-SUMO,
asi como la expresion de AL1 y SAE1, que contienen epitopos de histidina
(Figura 37). La expresion de AL1 en los extractos se confirm6 también en la
membrana hibridada con anti-AL1, que confirma el resultado obtenido en la
seccion 2.4.1 al no detectarse sumoilacion de AL1 (Figura 37).

Estos resultados indican que SIPCNA es sumoilado, y que la
presencia de AL1 de TGMV reduce la cantidad de proteina modificada por
SUMO. Para determinar si el efecto de AL1 sobre la sumoilacién de SIPCNA
era especifico o era un artefacto debido a la expresién de una proteina
adicional a partir del ARNm policistronico del que se traduce SIPCNA, se
construyé un plasmido para expresar, bajo el control del mismo promotor

T7, un ARNm policistronico expresando SIPCNA y la proteina C2/Trap de
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TYLCSV (pET28b-SIPCNA-C2). Previamente habiamos comprobado que la
proteina C2/Trap no interacciona con NbSCE1. Con este plasmido se repitié
el experimento de sumoilaciéon de SIPCNA en E. coli, comprobandose que la
expresion de C2/Trap no afecta a la sumoilacion de SIPCNA, ya que la
intensidad de la banda correspondiente a SIPCNA sumoilado no se modifica
significativamente en presencia o ausencia de Trap/C2 (Figura 38). El
resultado indica por tanto que la disminucién de los niveles de sumoilaciéon

de SIPCNA en presencia de AL1 ocurre de manera especifica.

Figura 38. Sumoilacion de SIPCNA en presencia o ausencia de C2/Trap de TYLCSV. Western-
blot de los extractos de E. coli expresando His-SAE1, SAE2 y SCE1 (SAE/SCE1), His-SUMO,
His-SIPCNA o His-C2/Trap de TYLCSV. Los distintos componentes esenciales de la maquinaria
de sumoilacién presentes (+) o ausentes (-) en cada calle se indican en la parte superior. La
membrana se hibridé con un anticuerpo anti-PCNA (panel superior) o anti-SUMO (panel

inferior). Las bandas de interés se destacan a la derecha de cada imagen.

La interaccion ALI-SCE1 en la modulaciéon de la sumoilacion de
SIPCNA.

Para determinar si la inhibicibn en la sumoilacion de SIPCNA
observada en los ensayos en E. coli depende de la interaccién entre AL1 y
SCE1, se llevé a cabo un ensayo de sumoilacion de SIPCNA en E. coli para
comparar los niveles de inhibicién de su sumoilacién, en presencia de AL1
silvestre o de los mutantes puntuales de AL1 que impiden la interaccién con
NbSCE1. Para llevar a cabo el experimento seleccionamos el doble mutante

K68A/K102A de AL1, ya que en ninguno de los ensayos de interaccién
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realizados se detecté interaccién de la proteina AL1 mutante con NbSCE1.
Para realizar el experimento se construy6 el plasmido pET28b-SIPCNA-AL1
K68A/K102A, que expresa un ARNm policistronico para expresar His-
SIPCNA e His-AL1 K68A/K102A. Utilizando este plasmido se repitié el
ensayo de sumoilacién de SIPCNA hibridandose la membrana con un
anticuerpo anti-PCNA (Figura 39).

Al igual que en experimentos previos, la expresiéon de AL1 inhibi6 la
sumoilacién de SIPCNA cuando se comparan los niveles de SIPCNA-SUMO
en presencia o ausencia de ALl silvestre (Figura 39). Al expresarse el
mutante AL1 K68A/K102A se observé una reducciéon similar a la obtenida
en los extractos que expresan ALl silvestre (Figura 39). Este resultado
siguiere que la que reduccion en los niveles de sumoilacién de SIPCNA no
depende de la interaccién AL1-NbSCE1.

En un ensayo adicional de sumoilacion de SIPCNA wutilizando los
mutantes simples AL1 K96A y AL1 KI102A, se obtuvieron los mismos
resultados (datos no mostrados), no observandose diferencias significativas
en la reduccién en la acumulacién de conjugados SIPCNA-SUMO entre AL1

silvestre y las versiones mutantes de la proteina.

Figura 39. Sumoilacion de SIPCNA en presencia del mutante AL1 K68A/K102A, que no
interacciona con NbSCE1. Western-blot de los extractos de E. coli expresando His-SAE1, SAE2 y
SCE1 (SAE/SCE1), His-SUMO, His-SIPCNA o His-AL1 silvestre (AL1) o el mutante His-AL1
K68A/K102A (AL1 K68A/K102A). Los distintos componentes esenciales de la maquinaria de
sumoilacién presentes (+) o ausentes (-) en cada calle se indican en la parte superior. La
membrana se hibridé con un anticuerpo anti-PCNA. Las bandas de interés se destacan a la

derecha del panel.
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ANEXO III

RESUMEN






INTRODUCTION

Gieminiviruses.

Geminiviruses are a group of plant viruses (family Geminiviridae)
transmitted by insects that cause certain diseases with greater economic
1mpact worldwide (Mansoor, Briddon et al. 2003); (Rojas, Hagen et al. 2005);
(Navas-Castillo, Fiallo-Olive et al. 2011)). Geminiviruses share several
common features: (1) their genomes are composed of one or two circular
molecules ssDNA 2,5 to 3 Kb; (i1) their virions show cuasiicosaedric twin
structure; (ii1) their genomes containing 6 to 8 open reading frames which
partially or completely overlap; (iv) encoding a single viral protein necessary
for replication (Rep) and (v) Rep-assisted replication starts at an hairpin-
shaped structure located in a sequence called IR (intergenic region) (Rojas,
Hagen et al. 2005); (Jeske 2009).

The genus Begomovirus.

Begomovirus genus contains most of geminivirus species. Members of
this genus are transmitted by the whitefly Bemisia tabaci and infect a
variety of dicotyledonous both from Old and New World. However
begomovirus species usually has a narrow host range.

Begomoviruses genome consists of one (monopartite) or two DNA
molecules (bipartite), called DNA A and DNA B, each of between 2,5 and 3
Kb, which share no sequence similarity except a highly conserved common
region (CR) of about 200 nucleotides. This region is located in the intergenic
region, equivalent to the IR monopartite begomoviruses, where the loop
structure is located in, housing promoters for expression of the ORFs that
encode proteins required for the replication (Rep and C3), transcription (C2)
and encapsidation (CP). DNA-B contains two open reading frames, encoding
proteins involved in viral movement and symptom development-related
(BL1 and BR1 or NS). The DNA-A and DNA-B are individually
encapsidated and both are essential to complete the infection (Rojas, Hagen

et al. 2005).
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The genome of monopartite begomoviruses is homologous to DNA-A
bipartite. There are two ORFs encoded in the sense strand of the virion, V2
(also known as pre-coat protein), and capsid protein (also CP, coat protein or
V1). Chain complementary to virion sense contains four ORFs: Rep
(replication-associated protein, also C1, AL1, L1 or AC1), C2 (also AL2, AC2,
L2 or TrAP-for transcription activating protein- ), C3 (also AL3, AC3, L3 or
REn-for replication enhancer-) and C4 (also AC4 or L4).

Rep 1s a multifunctional protein that initiates and terminates
replication. Rep binds to a specific sequence in the IR and introduces a cut
in a nearby sequence. It has been assigned a helicase activity (Clerot and
Bernardi 2006); (Choudhury, Malik et al. 2006). It has been proposed to
mediate Rep replication not only joining the viral DNA, but also by inducing
a favorable cellular environment for this process, mainly by interacting with
cellular factors in addition to interacting with C3. Rep interacts with a
plethora of host proteins, including PCNA, (Bagewadi, Chen et al. 2004);
(Castillo, Collinet et al. 2003), the plant retinoblastoma homolog (Xie,
Suarez-Lopez et al. 1995); (Kong, Orozco et al. 2000); (Desvoyes, Ramirez-
Parra et al. 2006), the C factor replication (Luque, Sanz-Burgos et al. 2002),
histone 3, a mitotic kinase (Kong and Hanley-Bowdoin 2002), the kinase
Grik (Selth, Dogra et al. 2005), and SUMO conjugating enzyme (SCE1) a
regulator of cell homeostasis (Castillo, Kong et al. 2004).
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CHAPTER 1

Routes of wubiquitination and similar to

ubiquitination.

Protein modification by covalent attachment of small peptides as
ubiquitin (Ub) or similar to it as SUMO (small ubiquitin-like modifier) are
post-translational events that modulate the function of proteins that
regulate many processes of the plant, including development, cell cycle and
responses to biotic and abiotic stresses (Marino, Peeters et al. 2012);
(Castro, Tavares et al. 2012). These peptides are covalently attached to a
lysine residue on the target protein through an enzymatic cascade
comprising an activating enzyme El1, E2 conjugating enzyme one and E3
ligase which binds to and confers substrate specificity. Polyubiquitination
mark proteins for degradation in the proteasome, while the sumoylation
monoubiquitinacién or may alter protein activity, location and / or their
interactors. These routes of post-translational regulation play a very
important role in the response to both biotic and abiotic so they are
targeting one of the priority targets of many pathogens including viruses
(Alcaide-Loridan and Jupin 2012).

Geminiviruses ubiquitination machinery used and sumoylation to
perform infection. Thus, reduction in the expression of UBA1 (ubiquitin-like
activating enzyme modifier-1) or component regulators ubiquitin ligases as
RHF2A, SKP2 (S-phase kinase-associated protein 2) or COP9 signalosome 3
(CSN3 ) or SUMO-conjugating enzyme E2 (SCE1, SUMO conjugating
enzyme) adversely affects the infection (Lozano-Duran, Rosas-Diaz et al.
2011); (Castillo, Kong et al. 2004). It have been described interactions for
geminivirus proteins and components of these pathways. The BC1 protein
binds to the ubiquitin conjugating enzyme E2 3 (UBC3) of Solanum
lycopersicum, reducing the overall accumulation of polyubiquitinated
proteins and causing strong symptoms (Eini, Dogra et al. 2009);. (Bachmair,
Becker et al. 1990). C2 protein interacts and interferes with the CSN

complex, a complex that controls the operation of the E3 ligases containing
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Culinas (SCF) (Lozano-Duran, Rosas-Diaz et al. 2011). SCF Because these
ligases are key regulators in many cellular processes, the ability of the
geminiviruses to sequester these complexes represents a powerful strategy
to modulate the functions of the host. Accordingly, C2 overexpression
altered hormonal responses regulated by several ligases (Lozano-Duran,
Rosas-Diaz et al. 2011).

It has been proposed that the C4 protein some curtoirus and
begomoviruses could induce cell proliferation in the plant by activating the
expression of a RKP (RING finger protein) host protein marking inhibitors
kinases for degradation in proteasome (Lai, Chen et al. 2009).

Rep SCE1 interacts with the conjugating enzyme E2 SUMO N.
benthamiana (Castillo, Kong et al. 2004). SCE1 silencing or alteration of the
Rep-SCE1 interaction reduces the accumulation of viral DNA, suggesting
that this interaction is essential for viral replication (Sanchez-Duran, Dallas
et al. 2011); (Castillo, Kong et al. 2004). Transient expression of Rep
sumoylation modify the state of certain proteins may be involved in viral

replication (Sanchez-Duran, Dallas et al. 2011).

Sumoylation and plant viruses.

So far only been identified the interaction of two proteins of plant
viruses with sumoylation system: the NIb protein potyvirus Turnip mosaic
virus (TuMV) and Rep protein of begomovirus. For NIb, an RNA-dependent
RNA polymerase, is described that its interaction with AtSCE1 causes its
sumoylation and that the establishment of infection in the plant requires
both the interaction and modification of the viral protein (Xiong and Wang
2012). It also described that interaction of the begomovirus Rep protein with
SCE1 of Nicotiana benthamiana is necessary for virus replication (Castillo,

Kong et al. 2004); (Sanchez-Duran, Dallas et al. 2011).

Consequences of interaction with SCE1 Rep.

Transient expression assays in N. benthamiana Rep suggest that Rep

produce specific changes in sumoylation of some plant proteins, and no
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generalized sumoilome changes as described for CELO Gam protein
(Sanchez-Duran, Dallas et al. 2011); (Boggio, Colombo et al. 2004); (Boggio,
Passafaro et al. 2007). Rep is a multifunctional protein essential for
replication of geminivirus. Rep is capable of interacting with a plethora of
plant proteins. Between interacting proteins Rep has been demonstrated to
Iinteract in several eukaryotic species, including A. thaliana (Miller and
Vierstra 2011); (Elrouby and Coupland 2010) with Proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) (Castillo, Collinet et al. 2003); (Bagewadi, Chen et al. 2004).
PCNA is a protein present in all eukaryotes and archaea and whose peptide
sequence 1s highly conserved. Functionally, PCNA serves as an scafold for
the enzymes that modify and replicate the DNA, such as DNA polymerases,
chromatin modifying enzymes or enzymes involved in DNA repair systems.
Despite the biological significance of its interaction with Rep remains
unknown, the fact that Rep is involved in recognition of the origin of
replication of the virus, has helicase activity and cuts in a nucleotide
sequence of the virus that serves as a signal to the initiation of replication,
suggest that their interaction with PCNA should play a key role for
generating new copies of the virus genome.

In yeast, during the S phase of the cell cycle, PCNA trimers threaded
by DNA may be further SUMOilated but, unlike ubiquitination, occurring
primarily in response to blockage of replication, sumoylation occurs under
conditions governing the operation of the replication fork is not altered
(Hoege, Pfander et al. 2002); (Stelter and Ulrich 2003); Parker (Parker,
Bucceri et al. 2008). Sumoylation of yeast PCNA is catalyzed by ligase Sizl
and preferably occurs in less frequently Lys164 and Lys127 in (Hoege,
Pfander et al. 2002), thereby preventing TLS polymerases are loaded by
preventing the ubiquitination of this residue. In S. cerevisiae, SUMOylated
PCNA binds Srs2 antirecombinogenic protein suppressing recombination
during DNA replication by interfering with Rad51 binding to DNA single
strands formed in the replication fork (Pfander, Moldovan et al. 2005);
(Veaute, Jeusset et al. 2003); (Papouli, Chen et al. 2005). The apparent lack

of sumoylation of PCNA from another yeast, S. pombe, and the absence in
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some vertebrates of an homolog of Srs2 raised questions about the
importance of this change (Hoege, Pfander et al. 2002); (Arakawa, Moldovan
et al. 2006); (Leach and Michael 2005). However, the demonstration that
mammalian PCNA is SUMOylated (Ulrich 2009), (Ulrich and Takahashi
2013); (Gali, Juhasz et al. 2012); (Moldovan, Dejsuphong et al. 2012) and
1dentification of Srs2 homologues in these organisms (Moldovan,
Dejsuphong et al. 2012); (Blanck, Kobbe et al. 2009) suggest that
sumoylation of PCNA in these cases may have a similar role to the
described in S. cerevisiae. Data on post-translational modifications of PCNA
plants are scarce. In two analysis of A. thaliana sumoilome PCNA was
1dentified as a SUMOylated protein (Miller and Vierstra 2011); (Elrouby
and Coupland 2010). This result has been confirmed by tests in E. coli for
the SUMOylation of PCNA of tomato and Arabidopsis (Sanchez-Duran,
Dallas et al. 2011); (Strzalka, Labecki et al. 2012).

Previous work of our group (Sanchez-Duran, Dallas et al. 2011)
showed that expression in E. coli of the begomovirus TGMV Rep protein
(Tomato golden mosaic virus) reduces sumoylation of PCNA plant and that
interference does not depend on the interaction of viral protein with SCE1

(a summary of these results is shown in Annex II of this thesis).

Identifying SIPCNA SUMOylated lysines.

The results obtained in this work indicate that two residues in the
tomato PCNA can be SUMOylated, the aforementioned lysine 164 and
lysine 254, which was also described to be SUMOylated in A. thaliana
PCNA (Strzalka, Labecki et al. 2012). In this paper AtPCNA1 is described
to be SUMOylated in six lysines, of which only lysine 254 is located on the
outside of the PCNA ring, leading the authors to suggest that this is the
only SUMOylated lysine in Arabidopsis PCNA. Interestingly, SUMOylation
in lysine 164 is not detected. To carry out this study, the authors also used
the sumoylation test in bacteria, using E1 and E2 enzymes from
Arabidopsis. However, the experimental strategy to identify sumoilables

lysines differs from that used in our work. They generated first AtPCNA1
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mutated versions, in which all the lysines except one were replaced by
arginines. Then analyzed each of the mutant proteins by the bacteria
SUMOylation tes. The differences between these results and those obtained
in this thesis using single aminoacid mutants could be due to alterations in
the structure of PCNA produced by massive replacement of lysine residues
in each mutant (15 of the 16 lysines present in AtPCNA1). They detect the
SUMOylation of five lysines located in inaccessible places for sumoylation
machinery, within the PCNA ring and a near tie between the two folded
sheets area support this possibility. Moreover, when working with a system
in bacteria, in which all elements of the machinery of SUMOylation are
overexpressed in the presence of a target that maintains a single lysine
residue, may result in false positive, forcing stoichiometric conditions to
reaction conditions very remote from physiological. Strzatka et al., 2012
shows that although the 164 lysine residue is identified by target prediction
programs and 1s SUMOylated in yeast, they cannot observe its
SUMOylation because the absence of ligase SIZ1, which is not present in
the bacterial system. This ligase has been described as essential for the
modification of yeast residue K164 in vitro and in vivo (Pfander, Moldovan
et al. 2005); (Windecker and Ulrich 2008). Although we can not completely
rule out that SIZ1 requirement is specific for PCNA A. thaliana, our results
contradict this hypothesis. A structural change caused by removing all
lysines K164 except that prevents access sumoylation machinery this
residue or the existence of other lysines in AtPCNA that are essential for
the lysine K164 sumoile, perhaps by establishing specific interactions with
SUMO or SCE1, or maintaining the native structure of PCNA could be the
most likely causes of the lack of sumoylation in trials conducted by Strzatka
et al.

Although our results indicate that the lysines 164 and 245 are
SUMOylated residues in tomato PCNA, the presence of a residual band
hybridizations double mutant K164A / K254 indicates the existence of other
waste lysine, which are not K91 and K190 that can be SUMOylated
although less frequently than lysines 164 and 254.
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Plant studies.

Although sumoylation of PCNA in the plant has been demonstrated
to identify this protein as part of SUMOylome of Arabidospis (Miller and
Vierstra 2011); (Elrouby and Coupland 2010), in this thesis we have not
been able to detect SUMOylated PCNA in any of the analyzed plants (S.
lycopersicum, A. thaliana and N. benthamiana). The main cause of these
negative results is probably that the sensitivity of the methods used to
detect SUMOylated PCNA is too low. The combination of the detection limit
of the monoclonal anti-PCNA antibody used a antibody produced against an
epitope of S. cerevisiae PCNA that is not highly conserved in plant PCNAs,
along with the low percentage of SUMOylated PCNA have represented a
technical limitation that we have not been able to solve.

It has been described in A thaliana that some abiotic stresses, such as
heat shock, cause an increase in the accumulation of proteins SUMOylated
with SUMO1 / SUMO2 but not SUMOS3. Considering that it seems that
tomato PCNA is SUMOylated with SUMO1 or SUMO2 but not SUMO3, we
could achieve a further increase in the amount of SUMOylated PCNA giving

the plants a heat shock before extracting proteins.

Arabidopsis in vitro system.

The results obtained in testing in bacteria using sumoylation E1 and
E2 enzymes from Arabidopsis showed that SIPCNA is SUMOylated with
human SUMO1 and SUMO1 and 2 but not SUMOS3 from Arabidopsis.
Interestingly human SUMO1 1is, in theory, the more similar to plant
SUMO3, that is not able to SUMOylate SIPCNA. In any case this difference
could be due to differences in the sequences responsible for the interactions
between SUMO and SCE1, as postulated in (Castano-Miquel, Segui et al.
2011). Although the system works, it would be interesting to include the
expression of SUMO ligases in it. We could express these ligases,

specifically AtSIZ1, under the same T7 promoter from which are expressed
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the Arabidopsis SUMOs in the plasmids pRHAtSUMO1, pRHAtSUMOZ2 and
pRHAtSUMOS3.

Rep reduced SUMOylation of PCNA.

The results of co-expression of Rep and PCNA confirmed those
obtained by Sanchez Duran indicating that the presence of Rep reduce
SIPCNA sumoylation. The higher resolution of our tests has allowed us to
conclude that Rep affects sumoylation of all SUMOylated residues, K164
and K254, as well as the residue corresponding to the minority band
detected in the hybridizations from the double mutant K164A / K254A
extracts.

This reduction in sumoylation of PCNA could be explained as a result
of a direct effect of Rep on SCE1 activity. However, the results suggest a
specific mechanism of interference against PCNA sumoylation because: (i)
Rep does not affect sumoylation of another targets (i. e. catalase); (i1) when
compared patterns of sumoylation of plants expressing Rep TGMV and
plants that do not, specific changes are observed in the SUMOylome and no
overall changes as would be expected if the activity of SCE1 were affected
and (ii1) Rep mutant (K68A / K102A) which does not interact with SCE1
does not lose the ability to interfere with SUMOylation of PCNA (Annex II,
Sanchez Duran, 2011, Doctoral Thesis).

Rep interacts with PCNA and, according to the mapping performed by
Bagewadi et al., 2004, Rep does it with residues located along its entire
molecule. That might explain the reduction of PCNA SUMOylation due to
steric hindrance. This scenario corresponds to the model described by
Mayanagi and collaborators to explain the plethora of interactors having
PCNA. According to this model an interactor binding to PCNA blocks the
access of others to that molecule (Mayanagi, Kiyonari et al. 2009);
(Mayanagi, Kiyonari et al. 2011), thus achieving a finer regulation to decide
at what point loads each protein on PCNA to access the DNA more than a
"tool belt" model in which a there are multitude of factors "hanging" of

PCNA (Dovrat, Stodola et al. 2014).
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The area of Rep that interact with PCNA has been characterized by
Immunoprecipitation assays with Rep protein from begomovirus Indian
mung vein yellow mosaic virus IMVYMYV) between residues 135 and 183
(Bagewadi, Chen et al. 2004). In this study we have found that the sequence
of TGMYV Rep causing reduced sumoylation of PCNA is located in the same
area identified as the binding domain to PCNA, which supports the
hypothesis of an inhibitory effect due to the interaction of Rep with PCNA.
To definitively confirm this hypothesis, it would be necessary to identify Rep
mutants that were unable interact with PCNA, but maintain their

interaction with SCE1.
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CHAPTER 2

The development of tools for monitoring viral infections in vivo is
essential for studies of plant-virus. The most direct strategy for generating
these tools is the introduction of a reporter gene, classically GFP (Green
Fluorescent Protein), in the virus genome (Baulcombe, Chapman et al.
1995). In the case of geminivirus this strategy has only been used with
bipartite begomovirus in which the CP gene has been replaced by the
reporter gene. The strong selection pressure on the size of its genome,
overlapping open reading frames of several genes, and the essential role of
the CP of monopartite begomovirus for infection (Kunik, Palanichelvam et
al. 1998); (Kunik, Mizrachy et al. 1999), prevent this strategy can be used
with monopartite geminivirus. Alternatively, a system has been developed
that can monitor viral replication by introducing into the plant genome a
construct called 2IR-GFP (Morilla, Castillo et al. 2006). This construct,
containing a GFP expression cassette flanked by two intergenic regions of
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), allows the detection of
virus replication in vivo by monitoring green fluorescence.

System operation is based on the increased expression of GFP due to
the formation of extrachromosomal molecules (EM) from 2IR-GFP construct.
In the absence of virus, plants transformed with the 2IR-GFP construc
maintain a basal reporter gene expression, that gives them a slight green
fluorescence. When a virus enters a cell containing the construct, the
protein Rep recognizes IRs, inducing replication of transgene sequence
located between the two IRs. As a result circular extrachromosomal copies of
the transgene containing a single IR are generated. The EMs can replicate
as circular molecules since the virus provides in trans the Rep and the EMs
contains in cis all the elements necessary for this.

However, these constructions have some limitations. For example,
high specificity for the target sequence of Rep, the intergenic region, makes
TYLCSV only, and not TYLCV-IL, able to mobilize 2IR-Sar-GFP
extrachromosomal molecules. Thus, to study the development of TYLCV-IL
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infection, the most widespread virus TYLCD complex, we generated the
2IR-IL-GFP plants.

In Morilla et al., 2006, is described how just TYLCSV is able to
mobilize extrachromosomal molecules from 2IR-Sar-GFP construct.
Similarly, during the development of systemic infection experiments in 2IR-
IL-GFP plants, we carried out a test in which they were inoculated with
TYLCSV (data not shown). Although all plants showed symptoms of the
disease, showed no increase in GFP expression, confirming the specificity of
the molecules ability to mobilize.

The fact that GFP does not fluoresce in tomato leaves but DsRED
does, led us to generate 2IR-Sar-DsRED and 2IR-IL-DsRED constructs. The
production of transgenic plants with these constructs in N. benthamiana
has two objectives: (1) verify that these constructs generate similar
phenotypes to those produced by the constructs with GFP without altering
patterns of virus replication and infection; (i1) generate plants where mixed
infections of the two virus (TYLCSV and TYLCV) can be motitorized by
crossing the transgenic plants containing constructs 2IR-Sar and 2IR-IL

with different fluorophores.

Infection assays.

The 2IR-IL plants have shown a similar pattern in the disease
development, reporter gene expression and virus accumulation and
extrachromosomal molecules, regardless reproter gene used in the
construct. In all cases, the maximum in the accumulation of
extrachromosomal molecules coincides with or precedes the time at which
the maximum accumulation of the virus is achieved, which is not surprising,
given that for extrachromosomal molecules to form require the presence and
action of viral Rep protein, expressed in the early stages of virus infection.

In all cases a reduction in extrachromosomal molecules to the third or
fourth week of infection, which may be due to a decrease in virus replication
rate or a decrease in the accumulation of extrachromosomal molecules is

observed. This expression pattern is similar to that described for plants 2IR-

224



Sar-GFP, although the times when the maximum of virus and
extrachromosomal molecules occur vary depending on the conditions of
infection.

The index of SAR phenotype of green fluorescence were equal to or
greater than that of the red fluorescence. This would suggest that green
precedes red, as described in transient expression assays in protoplasts of V.
tabacum (Terskikh, Fradkov et al. 2000). In the very small apical leaves of
infected plants no red fluorescence was ever detected but sometimes a little
green fluorescence. This seems to support our theory that, in fact, what
comes to the apical leaves are viruses, not protein. Once the virus begins to
replicate, extrachromosomal molecules begin to accumulate and begins
DsRED-E5 expression, which then fluoresces green. After a number of
hours, this DSRED-E5 matures and begin to fluoresce red.

In 2IR-Sar-Timer plants, contrary to what is expected, since they
contain the same intergenic regions that plants 2IR-Sar-GFP, is not
appreciated a peak in the accumulation of extrachromosomal molecules
between 2 and 3 spi, but a slight increase at 4 spi. In these plants the low
intensity of gene expression may be due to the delay observed in the
development of infection which can be inferred from the delay in the
accumulation of virus and the onset and reduced severity of symptoms that

may be due to environmental factors.
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CHAPTER 3

One of the main challenges facing agriculture in this century will be
the variations in environmental conditions that are occurring as a result of
climate change and overexploitation of natural resources. The increase in
temperature, soil salinization and limitations of access to water, are
possibly the most important problems that agriculture will face along the
XXI century.

These changes in abiotic conditions could affect the interaction of
plants with pathogens entering a new stage in the interaction between
biotic and abiotic stresses. Although many data on specific plant responses
to biotic or abiotic stresses, very few existing on the impact of changes in
temperature, salinity or drought on infections. The results published to date
show that changes in environmental conditions can alter the susceptibility
of the plant to a pathogen or pest and vice versa and response mechanisms
to biotic and abiotic share common gene expression (Atkinson and Urwin
2012); (Cheong, Chang et al. 2002); (AbuQamar, Chen et al. 2006);
(AbuQamar, Luo et al. 2009);. Suzuki et al, 2013). This "crosstalk" between
the two types of stresses depends on a network of interactions, in which
hormones, particularly the abscisic acid (ABA), play a central role. It is well
known the role of ABA in the regulation of plant response to drought, low
temperature and osmotic stress (Osakabe, Yamaguchi-Shinozaki et al.
2013), but their relevance in the response to biotic stress has been much less
studied. The few published to date, studies indicate that ABA also functions
as positive or negative regulator of the response to pathogens (Atkinson and
Urwin 2012); (Robert-Seilaniantz, Grant et al. 2011). Hormone treatments
or mutations in the genes responsive to ABA in Arabidopsis thaliana or
Solanum lycopersicum produce changes in sensitivity to fungi and bacteria
(Audenaert, De Meyer et al. 2002); (Adie, Perez-Perez et al. 2007);
(Hernandez-Blanco, Feng et al. 2007); (AbuQamar, Luo et al. 2009);. (Ton
and Mauch-Mani 2004). Although the fact that some bacteria are able to

alter the response to ABA antagonizing defense mediated by salicylic acid
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(SA) mechanism is unknown (de Torres-Zabala, Truman et al. 2007); (de
Torres Zabala, Bennett et al. 2009), or the expression of a gene of ABA
biosynthesis cause a reduction in the contents of SA (Fan, Hill et al. 2009),
suggests the existence of a "crosstalk" in response to both hormones and an
indirect effect of ABA through the altered response to SA.

It is also very little information on the effect of abiotic stresses on
virus infections. Although there are several studies on the impact of
temperature on virus infection that suggest gene silencing plays a role, it is
not sure whitch is the mechanisms involved in this effect. The information
published on the impact and development of viral infections in conditions of
salinity or drought is even scarcer. The few published studies confirm the
existence of a "cross-talk" between these types of stresses demonstrating
that infection with RNA viruses produce some drought tolerance (Xu, Liu et
al. 2008). In recent works performed with A. thaliana plants infected with
the virus Turnip mosaic virus (TuMYV), it was concluded that abiotic stresses
such as heat and drought significantly alter the response to infection by the
virus, disabling the answer and defense increasing susceptibility to infection
(Maximiliam and Sunnewald 2013; Prasch and Sonnewald, 2013)

The 2IR plants described in the previous chapter of this thesis, allow
monitoring "in vivo" progress of viral infections TYLCD complex without
having to perform a molecular analysis. Therefore we decided to conduct an
experiment to determine the effect of the three most important abiotic stress
for agriculture: temperature, salinity and drought, infection of a species
complex of TYLCD virus.

This chapter of the thesis the results we have obtained by subjecting
abiotic stress IN. benthamiana plants 2IR-Sar-GFP infected with TYLCSV

are presented.

Infection assays

Although the number of plants used in each of the conditions is
limited and that the data are from a single experiment, the results

presented in this chapter confirm the existence negative interference on the
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replication of abiotic stresses TYLCSV analyzed . The negative effect is very
clear in the case of heat stress, in which a reduction in both the number of
plants infected and the quantity of virus that accumulates in plants where
observed.

Although it 1s known nearly a century ago that temperature
influences viral infections of plants, the number of work performed is
limited. Generally, high temperatures are associated with a reduction of
symptoms "heat masking" and a reduction in the amount of virus (Johnson
1922). Rather low temperatures associated with the rapid spread of viral
diseases and the development of severe symptoms (Hine, Osborne et al.
1970) (Gerik, Duffus et al. 1990). These observations have led to the use of
"thermotherapy" as a method for selecting virus-free material in cases of
plant materials transferred vegetatively (Manganaris, Economou et al.
2003).

Although there are some exceptions to this general correlation
between temperature and infection, as published recently showing that the
virus Turnip crinkle virus (TCV) in A. thaliana is best replica at high
temperaruras (Zhang, Singh et al. 2012);. Prasch and Sonnewald , 2013),
the negative effect of increased temperature on infection has been shown to
both RNA viruses (Siddiqui, Sarmiento et al. 2008); (Shams-Bakhsh, Canto
et al. 2007), (Szittya, Silhavy et al. 2003) and for virus DNA (Chellappan,
Vanitharani et al. 2005); (Tuttle, Idris et al. 2008). The result obtained in
this work confirms the thermosensitive behavior of TYLCSV infections, in
relation to the amount of virus that accumulates. However, the results in
the development of symptoms are contradictory. The decrease in the amount
of viral DNA detected at 35 does not correlate with increased symptoms
appreciate during infection in plants grown at that temperature, indicating
that the symptoms detected are not virus induced but for other physiological
changes induced by thermal stress. The absence of these symptoms in
previous experiments with N. benthamiana (Chellappan, Vanitharani et al.
2005) may be due to the difference in temperature used in this work, since

in that case the plants were incubated at 30 ° C.
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In 1956 Dr. Harrison (Harrison 1956), proposed that the accumulated
amount of virus during infection representing a balance between virus
replication and degradation. Half a century later, in the work done to
1dentify the molecular mechanism responsible for the effect of temperature
on the development of symptoms produced by Cymbidium Ring Spot Virus
(CymRSV), it was shown that this effect was associated with that balance
and more specifically with the Increased activity of virus by degradation of
gene silencing. According to the results obtained in this work, elevated
temperatures increased the accumulation of siRNA sequence derived from
the virus, which correlates with the decrease in symptoms and a reduction
in the amount of accumulated virus (Szittya, Silhavy et al. 2003). The data
subsequently published by other laboratories confirmed that gene silencing
1s inhibited at low temperatures in A. thaliana, N. benthamiana, N.
tabacum, Solanum tuberosum and Glycine max (Szittya, Silhavy et al.
2003); (Kasai, Ohnishi et al. 2009) confirming the temperature sensitivity of
this antiviral defense mechanism. However, the thermosensitivity of
silencing in plants does not appear to be universal since recently published
results show that silencing such inhibition does not occur at low
temperatures in vine plants (Romon, Soustre-Gacougnolle et al. 2013).

Experiments with the geminivirus Cassava latent virus (CLV)
indicate that the silencing may be responsible for the detected
thermosensitivity of cassava plants infected with this virus, upon detecting
an increase in the accumulation of virus siRNA derivatives that correlates
with decreased in the accumulation of viral DNA by raising the remperature
of 25°C to 30°C (Chellappan, Vanitharani et al. 2005). This result was
confirmed with studies obtained when testing the temperature sensitivity in
the operation of a vector-based gene silencing geminivirus Cotton leaf
crumple virus (CLCrV) in cotton plants (Gossypium hirsutum) (Tuttle, Idris
et al. 2008).

Although without evidence about the root causes of why silencing
Increases 1its activity at high temperatures, it has been suggested that

correlates, at least in N. benthamiana, with an increase in the activity of
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RDR6 gene (Qu, Ye et al. 2005), an RNA dependent RNA polymerase that
plays a central role in the generation of secondary siRNA during viral
infection. This could be one of the causes of the effect we have observed in
our experiment, since the activity of this gene is necessary for the
establishment and spread of silencing from VIGS vectors based in Cabagge
leaf curl virus geminivirus (CaLLCuV) (Blevins, Rajeswaran et al. 2006).

In addition to increased activity of RDR6 there could be other
possible mechanisms that could also be responsible for temperature
mediated changes 1in susceptibility to TYLCSV with, as the
thermosensitivity of viral suppressors of gene silencing or any other viral or
plant protein essential for replication or movement or changes in plant gene
expression occurring as a result of temperature rise involving the induction
or repression of proteins that directly or indirectly interfere with virus
infection.

Interference with TYLCSV infection, although smaller, is also evident
in plants subjected to salt stress, while drought conditions do not appear to
alter the ability of the virus to infect plants. Both crop plants at 21 as at 35°
C, a reduction is detected in the amount of virus in plants irrigated with 100
mM NaCl. This reduction is also observed in treated plants 200 mM NaCl,
in which the percentage of infected plants is lower than in the control plants
and in which also a trend towards a reduction is seen in the amount of the
accumulated virus infected plants. In the case of water stress, but a
reduction was seen in the number of infected plants at the two
temperatures, not a drastic decrease in the amount of virus in those plants
in which infection is established if they are compared with is detected each
experiment the control plants. It would be necessary to analyze a larger
number of plants to determine whether the differences are significant.

The negative effects of salt and heat stress appear to be partially
additive, as both the number of infected plants as the amount of
accumulated virus is lower in plants under both stresses (irrigated with
solutions of NaCl and grown at 35°C) than in plants subjected to a single

type of stress (at 35 and irrigated with water or 21 and irrigated with
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saline). This suggests that the mechanisms by which these stresses interfere

with the infection are at least partially independent.
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Geminiviruses are small DNA viruses that replicate in nuclei of infected plant cells by using plant DNA
polymerases. These viruses encode a protein designated AL1, Rep, or AC1 that is essential for viral replication.
AL1 is an oligomeric protein that binds to double-stranded DNA, catalyzes the cleavage and ligation of
single-stranded DNA, and induces the accumulation of host replication machinery. It also interacts with
several host proteins, including the cell cycle regulator retinoblastoma-related protein (RBR), the DNA
replication protein PCNA (proliferating cellular nuclear antigen), and the sumoylation enzyme that conjugates
SUMO to target proteins (SUMO-conjugating enzyme [SCE1]). The SCE1-binding motif was mapped by
deletion to a region encompassing AL1 amino acids 85 to 114. Alanine mutagenesis of lysine residues in the
binding region either reduced or eliminated the interaction with SCE1, but no defects were observed for other
AL1 functions, such as oligomerization, DNA binding, DNA cleavage, and interaction with AL3 or RBR. The
lysine mutations reduced or abolished virus infectivity in plants and viral DNA accumulation in transient-
replication assays, suggesting that the AL1-SCE1 interaction is required for viral DNA replication. Ectopic
ALI1 expression did not result in broad changes in the sumoylation pattern of plant cells, but specific changes
were detected, indicating that AL1 modifies the sumoylation state of selected host proteins. These results
established the importance of AL1-SCE1 interactions during geminivirus infection of plants and suggested that

ALL1 alters the sumoylation of selected host factors to create an environment suitable for viral infection.

Geminiviruses constitute a large family of plant viruses with
circular, single-stranded DNA (ssDNA) genomes packaged
within geminate particles (77, 82). They infect a broad range of
plants and cause devastating crop diseases (57, 63). The family
Geminiviridae is classified into four genera, Begomovirus, Cur-
tovirus, Topocuvirus, and Mastrevirus, based on their genome
organizations, host ranges, and insect vectors (25, 26). The
largest genus corresponds to the begomoviruses, which can
have bipartite genomes (A and B components), like Tomato
golden mosaic virus (TGMV), or monopartite genomes, like
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV).

Geminiviruses replicate through double-stranded DNA
(dsDNA) intermediates (34). Begomoviruses encode two pro-
teins involved in viral replication. AL1 (also called AC1, C1,
and Rep) is essential for replication (23), while AL3 (also
called AC3, C3, and REn) enhances viral DNA accumulation
(86). ALL1 is a multifunctional protein that mediates the virus-
specific recognition of its cognate origin (28), is required for
the initiation and termination of viral DNA synthesis (28, 49,
70), and acts as a DNA helicase (18, 19). A variety of protein
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interactions have been demonstrated for TGMV ALl and
other geminivirus replication proteins, including the formation
of homomultimers (72) and interactions with AL3/REn (83,
84) and coat protein (CP) (56).

Geminiviruses do not encode their own DNA polymerases
and rely on host nuclear DNA replication machinery, like
many mammalian DNA tumor viruses. However, they are able
to replicate in nuclei of mature plant cells that are inactive for
DNA replication. Accumulating evidence strongly supports the
notion that geminivirus proteins have a significant impact on a
variety of host pathways (reviewed in references 31 and 35),
including differentiation, cell cycle control, DNA replication,
plasmodesma function, and RNA silencing. The ALI1 protein
binds to several host factors (1, 4, 5, 1315, 46) and reprograms
mature plant cells to create a permissive environment for viral
replication. These factors include interactions with essential
components of the DNA replisome, like proliferating cell nu-
clear antigen (PCNA) (62) and the host retinoblastoma-re-
lated protein (RBR), which regulates cell division and differ-
entiation in plants (22).

Posttranslational modifications of proteins play critical roles
in many cellular processes because they cause rapid changes in
the function of preexisting proteins, multiprotein complexes,
and subcellular structures. Their versatility in regulating pro-
tein function and cell behavior makes them particularly attrac-
tive targets for viruses. Sumoylation is a posttranslational pro-
cess that involves the covalent attachment of a 10-kDa
ubiquitin-like polypeptide (Ubl) called SUMO (also known as
sentrin, Smt3 UPL, and PIC1) to a target protein (reviewed in
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references 2, 29, 36, and 87). Posttranslational modification by
SUMO employs ATP-dependent reaction cascades that are
mechanistically similar to ubiquitination, involving sequential
activation and conjugation. SUMO activation is driven by an
El enzyme (SUMO-activating enzyme SAE1/SAE2 het-
erodimer). SUMO conjugation is mediated by a single E2
enzyme (SUMO-conjugating enzyme [SCEL1], also known as
Ubc9) that is essential for cell viability and sumoylation in
yeast, animals, and plants (37, 81, 85). The final transfer of
SUMO from SCEI1 to the substrate can occur directly or can be
enhanced by SUMO ligases, such as the PIAS family proteins.
Lysine-conjugated SUMO can be specifically cleaved by
SUMO proteases (SENPs), making this a dynamic process
(reviewed in references 10 and 65).

The addition of SUMO occurs exclusively at lysine residues,
most commonly in the acceptor motif WKx(E/D), where W is a
large hydrophobic amino acid, K is the target lysine, x is any
amino acid, and E/D is glutamic or aspartic acid. Two different
extensions of the simple SUMO acceptor consensus site were
identified recently. The phosphorylation-dependent sumoyla-
tion motif (PDSM) consists of a conventional sumoylation
motif followed by a phosphorylated Ser and a Pro residue
(WKxexxpSP) (39). The second acceptor consensus includes
the negatively charged amino acid-dependent sumoylation mo-
tif (NDSM) (90).

Sumoylation is associated with diverse outcomes, ranging
from changes in localization to altered activity and, in some
cases, the stabilization of the modified protein. All of these
effects might be the result of changes in the molecular inter-
actions of sumoylated proteins (29). Sumoylation can mask a
binding site in its target, inhibiting interactions with other
proteins; increase the number of binding sites on its target,
facilitating the binding of other molecules, such as proteins or
DNA; or produce a conformational change that modulates
activity.

The core components for sumoylation have been identified
in Arabidopsis thaliana (48, 69, 81). The Arabidopsis genome
encodes eight full-length SUMO genes (AtSUMO genes), a
single gene for a SUMO-conjugating enzyme homolog of
SCE1/Ubc9 (AtSCEla), and a large number of SUMO pro-
teases (20). Only three SUMO E3 ligases (SIZ1, HPY2, and
MMS21) have been identified in Arabidopsis (41, 42, 61).
SUMO influences a variety of plant responses to the environ-
ment (24, 60). It is involved in tolerance to cold, heat, drought,
and salt stress (16, 21, 48, 59, 61, 92); modulates abscisic acid
and cytokinin responses (41, 54); and has an important role in
phosphate homeostasis (61). The loss of the SUMO, E1, or E2
enzyme leads to embryonic lethality (81), indicating that su-
moylation is essential for normal plant development. Sumoy-
lation controls the time of flower initiation (43, 67) and mer-
istem and root development via cell cycle regulation (41, 42).
Recent studies have identified SUMO target host proteins
involved in DNA-related or RNA-dependent processes, such
as the regulation of chromatin structure, splicing, and transla-
tion (11, 24, 58).

Several observations, including the pathogen manipulation
of SUMO conjugation (40, 45, 76), the modification of SUMO
levels altering pathogen infection in plants (15, 32), and su-
moylation influencing innate immunity (52), indicate that
SUMO also plays an important role in the plant defense re-
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sponse. In animal systems, an increasing number of proteins
from both RNA and DNA viruses have been shown to modify
the sumoylation status of host proteins either by preventing de
novo sumoylation or by enhancing desumoylation. Many of
these viral proteins are also targets of sumoylation (9, 78). In
sharp contrast, only the interaction between AL1 and the su-
moylation machinery has been described for plants (15). Here
we map the SCE1 interaction motif in AL1 and present evi-
dence that the interaction is required for viral infection and
replication. We show that the AL1-SCEI1 interaction does not
alter the general sumoylation pattern in plant cells but may
specifically influence the SUMO conjugation of selected host
proteins.

MATERIALS AND METHODS

General methods. Manipulations of Escherichia coli and Saccharomyces cerevi-
siae strains and nucleic acids were performed according to standard methods
(79). Plant DNA gel blots were performed as described previously (15). E. coli
strain DHS5a was used for subcloning. All PCR-amplified fragments cloned in
this work were fully sequenced. Agrobacterium tumefaciens strain LBA 4404 was
used for the agroinfiltration assays.

Plasmids and cloning. Cloning details are provided in the supplemental ma-
terial. Table S1 in the supplemental material summarizes the engineering of the
plasmids used in this work. Table S2 in the supplemental material contains all the
oligonucleotides used in this study.

Yeast two-hybrid GAL4 system. Yeast two-hybrid assays were performed as
described previously (15). Yeast strain PJ696, which contains the three reporter
genes lacZ, HIS3, and ADE2, was used in the two-hybrid screens (27). Yeast cells
were cotransformed with bait and prey plasmids as described previously by Gietz
(30). The transformation mixture was plated onto the yeast selective dropout
(SD) selection medium lacking Trp and Leu (SD/—Trp—Leu) (19a). Transfor-
mants were recovered during a period of 3 to 5 days and checked for growth on
three selection media: SD/—Trp—Leu—Ade, SD/—Trp—Leu—His, or SD/—Trp
Leu—His—Ade. Quantitative B-galactosidase assays were performed in liquid
cultures as described previously (14). Immunoblotting of the AL1 proteins ex-
pressed in yeasts was monitored with the ECL enhanced chemiluminescence
detection system (Amersham Pharmacia Biotech AB). The primary antibody was
a polyclonal anti-TGMYV ALL1 antibody (33). All constructs were tested in at least
three independent experiments, with each experiment including four indepen-
dent transformants per construct.

Infection and replication assays. Nicotiana benthamiana plants were infected
by bombardment or agroinoculation. For bombardment, the wild type or the
mutant replicon (10 wug) for TGMV DNA-A was precipitated onto 1-mm gold
microprojectiles in the presence or absence of the corresponding wild-type
DNA-B replicon. The wild-type TGMV A and B plasmids were pMON1564
(modified as described in the supplemental material) and pTG1.4B (28), respec-
tively. Agroinoculation was performed by using wild-type or mutant constructs
for TGMV A and pGB2 and a TGMV B dimer cloned into pGA482 (7). Total
DNA was extracted from young leaf tissue from individual plants. The DNA (2.5
pg/lane) was digested with Xhol, resolved on 1% agarose gels, transferred onto
a nylon membrane, and hybridized with an «->*P-radiolabeled probe specific for
DNA-A isolated as an EcoRI fragment (2,588 bp) from pMON1565 (70). The
AL]I coding region recovered from total DNA extracted from infected plants was
amplified by using primers AL1For and AL1Rev and sequenced.

Transient-replication assays were performed as described previously (28). To-
tal DNA was extracted 72 h after transfection, digested with Dpnl/Xhol, and
examined for double- and single-stranded viral DNA accumulation by agarose
gel blot analysis using a->?P-radiolabeled virus-specific probes against TGMV A.
Each replication assay was performed in at least three independent experiments.

Bimolecular fluorescence complementation (BiFC) assays. The reconstitution
of yellow fluorescent protein (YFP) fluorescence was determined by the tran-
sient coexpression of selected protein pairs. N. benthamiana leaves were infil-
trated with A. tumefaciens LBA4404 cells carrying the corresponding binary
plasmids according to a previously described protocol (64). The reconstitution of
YFP fluorescence was analyzed as described previously (3). Confocal laser scan-
ning microscopy was performed as described previously (91), using a TCS SP5 2
(Leica) microscope. Fluorescence was quantified from four independent exper-
iments by using ImageJ software (1997 to 2009; W. S. Rasband, U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, MD [http://rsb.info.nih.gov/ij/]).
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Recombinant protein purification and ALI DNA-binding and DNA cleavage
assays. The glutathione S-transferase (GST) and GST-AL1 (wild-type and mu-
tant versions) expression cassettes from pNSB547 and pNSB314 were integrated
into the parent bacmid vector bMON14272 in E. coli (55). Recombinant bacmid
DNA was purified from E. coli and transfected into Sf9 cells (Bac-to-Bac bacu-
lovirus expression system; Invitrogen). The baculovirus-mediated expression of
GST and the GST-AL1 protein was confirmed by immunoblot analysis with
anti-GST (Sigma-Aldrich) and anti-AL1 (33) polyclonal antibodies. High-titer
lysates were prepared and used for subsequent infections and protein production
as described previously (70).

DNA electrophoretic mobility shift assays were performed as described previously
(73), using the wild-type and mutant versions of the GST-ALLI protein produced in
S19 cells. Wild-type and mutant versions of the His,-tagged AL1,_,g, protein were
expressed in E. coli, purified by Ni affinity chromatography, and used for DNA
cleavage assays as described previously by Nash et al. (68).

RESULTS

Mapping of the SCE1-interacting domain of AL1. Previous
work from our laboratory showed that TGMV ALl interacts
with Nicotiana benthamiana SCE1 (NbSCE1) through its N-
terminal half (15). To map this interaction further, we exam-
ined the abilities of a series of truncated AL1 proteins to bind
to SCE1. The TGMV AL1 truncations were expressed as fu-
sions with the GAL4 DNA-binding domain (DBD), and the
interaction with an activation domain (AD)-NbSCEI1 fusion
was analyzed by using yeast two-hybrid growth assays (Fig.
1A). When the first 130 residues of AL1 (ALl,5, 35,) Were
removed, the interaction with NbSCE1 was abolished. How-
ever, when residues 1 to 56 (AL1s4_35,) Were deleted, no re-
duction in yeast growth was detected. Furthermore, AL1 frag-
ments comprising amino acids 56 to 130 (AL1s,_,5,) or amino
acids 56 to 114 (ALl ,,4) were able to induce yeast growth
with an efficiency similar to that of full-length AL1. To further
characterize the SCE1-binding motif, we analyzed the interac-
tion of AL1 fragments comprising residues 56 to 85 (ALl gs),
residues 86 to 130 (ALlge_y30), and residues 115 to 130
(AL1,;5_430)- An interaction was detected only with ALl s,
although its strength was significantly reduced relative to that
of the full-length protein. The interaction differences between
the various baits were not due to variations in expression or
stability, because immunoblot analysis using an anti-GAL4
DBD antibody showed that all of the truncated AL1-DBD
fusions accumulated to similar levels in yeast (data not shown).

Together, these results showed that the SCE1-binding do-
main in ALl is located between amino acids 56 and 114.
Amino acids 56 to 85 are likely to form the core SCE1-binding
domain, while sequences located between residues 86 and 114
may stabilize or enhance the interaction. We constructed a
three-dimensional (3D) model for the amino-terminal region
(amino acids 7 to 122) of AL1, using the ProMod method from
Swiss-Model and homology with TYLCSV AL1/Rep (79.3%
identity within this region) (12). As shown in Fig. 1B, the core
SCEl-interacting region of ALl (residues 56 to 85) corre-
sponds to a conserved structural motif with three beta-sheets
(B4, Bs, and Bg), while residues 86 to 114 correspond to three
beta-sheets and one alpha-helix (B, Bg, a3, and By). The com-
plete sequence contains two of the three conserved motifs
(RCR-II and RCR-III) characteristic of enzymes mediating
rolling-circle replication (RCR) and the intervening geminivi-
rus Rep sequence (GRS) element found in all geminivirus
ALI1/Rep proteins (47, 68).
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Previous results located the SCE1-binding domain of AL1
between amino acids 130 and 180, as a truncated AL1 protein
corresponding to residues 1 to 180 supported yeast growth,
while the fragment encompassing amino acids 1 to 130 (AL1,_;5,)
did not (15) (Fig. 1). Since both truncated proteins accumulate
at similar levels, the lack of an interaction between SCE1 and
AL1,_ 5, must be due to alterations in protein structure, pos-
sibly because of incorrect protein folding in yeast.

Mutation of lysine residues of the AL1-SCEl-interacting
domain alter binding to SCE1. Previous results suggested that
sumoylation substrates interact with SCE1 primarily through
the sumoylation motif Y-K-xD/E (8, 53), while other studies
with mammalian SCE1/UBC9-binding proteins indicated that
SCE1 binds preferentially to hydrophobic regions containing
LK and/or KL dipeptides (75). TGMV ALl contains three
putative sumoylation sites (positions 23 to 28, 141 to 147, and
297 to 301) identified by prediction programs (SUMOsp 2.0
[http://sumosp.biocuckoo.org/] and SUMOplot [Abgent]). It
also has two conserved LK pairs (positions 270 to 271 and 327
to 328). However, all of these motifs are located outside the
AL1-SCE1-binding region identified in Fig. 1A. Specific lysine
residues also play crucial roles in most SCEL1 interactions. The
AL1-SCE1-binding domain (residues 56 to 114) contains four
lysine residues (K68, K98, K102, and K107) that are conserved
in most AL1/Rep homologs from begomoviruses, curtoviruses,
and topocuviruses (Fig. 1B). Although previous results showed
that K107 is required for DNA binding and cleavage (46, 71),
no functions have been assigned to K68, K96, or K102. We
generated alanine substitution mutations at the four lysine
residues and determined the abilities of the corresponding
AL1 mutant proteins to interact with SCE1. We produced
single-site mutants (K68A, K98A, K102A, and K107A) and all
combinations of double-site mutants (K68/96A, K68/102A,
K68/107A, K96/102A, K96/107, and K102/107A) in TGMV
ALI1. The mutant AL1 open reading frames (ORFs) fused to
the GAL4 DBD were expressed in yeast and analyzed for
binding to AD-SCEI1 in the two-hybrid system (Fig. 2A).

No obvious differences in growth were detected in yeast cells
cotransformed with any of the single mutants. However, the
strength of the interaction with SCEL1 relative to that of wild-
type AL1 was reduced for all the mutants, ranging from an
82% reduction for the K107A mutant to 32% for the K6SA
mutant, suggesting that the lysine residues are required for full
binding activity. Double mutants containing the K68A substi-
tution and one of the other lysine residues (K68A/K96A,
K68A/K102A, or K6S8A/K107A) lost the ability to bind SCE1
almost completely. A minor, but noticeable, reduction was also
detected for the K96A/K102A double mutant. However, the
binding activities of double mutants containing any combina-
tion of K107A (K96A/K107A and K102A/K107A) were re-
duced significantly compared to those of the corresponding
single mutants. All mutant proteins accumulated to levels com-
parable to those of a DBD-wild-type ALI1 fusion (Fig. 2B),
showing that the variations in the interaction efficiency were
not due to differences in expression levels. Together, these
results suggested that K68 plays a major role in SCE1 binding
and that K96, K102, and K107 have redundant roles in the
interaction.

ALI1-SCEL1 interactions were confirmed in planta by using
bimolecular fluorescence complementation (BiFC) with a split
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FIG. 1. (A) Interaction between TGMV AL1 deletions and NbSCE1. Diagram of AL1 showing the position of the DNA-binding (71),
oligomerization (72), and RBR-binding (46) domains. Boxes below the diagram indicate the sizes of truncated AL1 proteins designated by their
N- and C-terminal amino acids. Lysine residues located in the SCE1-binding domain of ALI are marked. Shown are data for the growth of yeast
cells cotransformed with NbSCEL1 and one of the AL1 fusion proteins (partial or complete AL1 clones) in media lacking histidine and containing
2 mM 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT). Yeast growth images are on the left of each bar, representing the different AL1 protein deletions.
(B) Comparison of the amino acid sequences of AL15, ;,, fragments from TGMYV with the equivalent regions of AL1/Rep homologs from other
geminiviruses (TYLCA, Tomato yellow leaf curl Australia virus; PHYVV, Pepper huasteco yellow vein virus; BGMV, Bean golden mosaic virus;
CLVK, Cassava latent virus Kenya; SLCV, Squash leaf curl virus; BCTV, Beet curly top virus; BMCTV, Beet mild curly top virus; STCV, Spinach curly
top virus). GenBank accession numbers corresponding to the Rep/AL1 protein sequences are indicated in parentheses. Lysine residues are
highlight in gray. Predicted beta-sheets and alpha-helix structures are indicated. GRS (dotted box), RCR-II, and RCR-III (box) domains are also

marked.

yellow fluorescent protein (YFP) reporter (44). To validate
this experimental approach for the analysis of ALl interac-
tions, we first confirmed the ability of the BiFC assay to detect
AL1 oligomerization in vivo. When N-terminal fusions of wild-
type ALL to both the N terminus of YFP (NYFP) and the C
terminus of YFP (CYFP) were transiently coexpressed in N.
benthamiana, YFP fluorescence was observed mainly in nuclei

of the infiltrated leaf, which is indicative of AL1-ALI1 interac-
tions (Fig. 3A). We also observed YFP fluorescence mostly in
nuclei of cells coinfiltrated with constructs corresponding to
NYFP-ALI and CYFP-NbSCE1 (Fig. 3A). In contrast, the
expression of NYFP-AL1 or CYFP-NbSCE! alone (data not
shown) or the coexpression of NYFP-AL1 or CYFP-NbSCE1
with the coat protein of Prunus necrotic ringspot virus (PNRV)



Vor. 85, 2011

FIG. 2. (A) Single and double TGMV AL1 mutant interactions
with NbSCEI. Interactions were assayed by measuring the B-galacto-
sidase activity in total protein extracts and are expressed as a percent-
age of the interaction between the wild-type (Wt) AL1 protein and
NbSCEL. The negative control corresponds to yeast coexpressing S.
cerevisiae ULP1 (ubiquitin-like protein) and NbSCE1. The bars corre-
spond to data from an average of three independent experiments, each
assayed for four independent transformants. The error bars corre-
spond to two standard errors. (B) Immunoblot analysis of protein
extracts from yeast cells coexpressing NbSCE1 and AL1 using an
anti-AL1 polyclonal antibody. The molecular mass for the observed
band is 58 kDa.

fused to NYFP or CYFP, respectively, did not generate fluo-
rescence (Fig. 3A). Taken together, these results demonstrated
that AL1 and SCE1 can associate in plant cells.

Since the K107A mutation affects other AL1 functions in
addition to SCEI1 binding (46, 71), we did not analyze this
mutant further. To evaluate the role played by the K68, K96,
and K102 residues in the AL1-SCEI1 interaction in planta, we
performed BiFC assays by coexpressing CYFP-NbSCE1 and
NYFP fused to single and double mutant ALl proteins. In
these assays, the AL1 K102A mutant showed no significant
difference in fluorescence compared to that of wild-type ALL.
However, the substitution of either K68A or K96A reduced
fluorescence in the infiltrated tissue 74% and 58%, respec-
tively, relative to that of wild-type AL1. Furthermore, when a
second AL1 mutation was introduced (K68A/K96A, K68A/
K102A, or K96A/K102A), no fluorescence was detected (Fig.
3B). These results indicated that the K68 and K96 residues
may be involved in SCEL1 binding in planta, as observed for the
two-hybrid assays. However, the K102A mutation alone did
not alter the strength of the interaction. Immunoblot analysis
using an anti-AL1 polyclonal antibody to probe total protein
extracts from infiltrated leaves indicated that the mutant AL1
proteins accumulated to similar or higher levels than those of
the wild-type protein, indicating that variations in interactions
were not due to poor expression (Fig. 3C).

The K68A mutation reduces viral DNA accumulation and
symptom severity in plants. To determine whether the K68A,
K96A, or K102A mutation affects viral infection or symptom
development, we generated viral replicons containing these
AL1 mutations and used them in plant infection and transient-
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replication assays. Plant infections were carried out on N. ben-
thamiana plants by the cobombardment of TGMV B and ei-
ther wild-type or mutant TGMV A replicons, with the latter
carrying single or double AL1 point mutations. Plants inocu-
lated with wild-type virus developed symptoms by 6 to 7 days
postinoculation, exhibiting leaf curling, general chlorosis, and
stunted growth (Fig. 4A). The K102A mutant virus caused
symptoms that were indistinguishable from those caused by the
wild-type virus, indicating that this mutation does not visibly
alter the infection process. In contrast, plants inoculated with
the K68A mutant virus developed only mild stunting and leaf
curling and never displayed chlorosis. The K96A single mutant
and all the double mutants (K68A/K96A, K68A/K102A, and
K96A/K102A) did not produce detectable symptoms at 6
weeks postinoculation (Fig. 4A).

We examined TGMV DNA levels in N. benthamiana plants
inoculated with either wild-type or mutant viral constructs.
Samples from infected leaves at 14 days postinoculation were
analyzed by the hybridization of a TGMV A-specific probe to
leaf tissue prints (see Fig. S4 in the supplemental material).
Viral DNA accumulation correlated with the intensity of the
symptoms. All plants infected with wild-type and K102A mu-
tant viruses showed equivalent amounts of viral DNA accumu-
lation. A reduction in viral DNA levels was observed for plants
infected with the K68A mutant, suggesting that lower levels of
viral DNA are associated with mild symptoms. No viral DNA
was detected in any of the plants infected with the K96A
mutant or any of the three double mutants. Viral ssDNA and
dsDNA accumulation patterns were examined on DNA gel
blots of total DNA from systemically infected leaves hybridized
with a TGMV A-specific probe. Plants infected with the
K102A mutant contained essentially wild-type levels of viral
ssDNA and dsDNA (Fig. 4B). In contrast, levels of both DNA
forms were reduced in K6SA mutant-inoculated plants relative
to wild-type-inoculated plants. The decrease was more appar-
ent for ssDNA than for dsDNA.

To confirm that the viral DNA in plants infected with the
K68A or K102A mutant did not result from the replication of
revertants, we extracted DNA from symptomatic young leaves
collected at 19 days postinfection from plants inoculated with
the corresponding mutant viruses (three plants per infection).
A 471-bp fragment encoding AL1 amino acids 42 to 199 was
amplified with primers AL1For and ALIRev and fully se-
quenced. All analyzed fragments contained the mutations, con-
firming that the alanine replacement of K68 and K102 is stable
in infected plants.

To determine whether the reduced viral DNA levels in
plants infected with the mutants was due to a defect in repli-
cation and/or dissemination through the plant, we monitored
viral DNA accumulation in Nicotiana tabacum BY-2 proto-
plasts transfected with the TGMV A replicons. In these assays,
only the K102A mutant supported viral replication (Fig. 4C).
No nascent viral DNA corresponding to the K96A mutant and
the double mutants was detected in the replication assays,
indicating that their inability to infect plants is due to a repli-
cation defect. The replication of the K68 mutant was also not
observed in transient assays, even though it causes attenuated
symptoms and accumulates to low levels in plants. This dis-
crepancy most likely reflects the ability of the K68 mutant to
move into adjacent cells and replicate in infected plants but not
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FIG. 3. BiFC analyses showing in vivo oligomerization of AL1 and interaction with NbSCE1. N. benthamiana leaves were coagroinfiltrated with
constructs fused to the C terminus (CYFP) or N terminus (NYFP) of YFP. Reconstituted YFP fluorescence was monitored 3 days after infiltration
with a confocal microscope (A) or an epifluorescence binocular microscope with a Leica 10446364 filter for YFP emission (B). (A) Interaction of
AL1 (wild type, AL1), NbSCEL, and CP from PNRV. (B) BiFC of AL1 (wild type and mutants) with NbSCEI. (C) Immunoblot analysis of protein
extracts from leaves coagroinfiltrated with CYFP-NbSCE1 and wild-type or mutant AL1 or PNRV CP. Mock samples correspond to extracts from
leaves agroinfiltrated with constructs expressing CYPF or NYFP. Fusion AL1 proteins were detected by using a polyclonal antibody against ALI.
The molecular mass for the observed band is 58 kDa.
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FIG. 4. (A) Symptoms of N. benthamiana cobombarded with TGMV B and wild-type (wt) or mutant AL1 TGMV A replicons. Leaf details for
each plant are shown in the bottom panels. (B) Total DNA (2.5 mg/lane) was isolated from systemically infected leaves from two plants (wild type
and the K68A and K102A mutants) at 19 days postinfection and analyzed on DNA gel blots. TGMV DNA was detected by using a radiolabeled
probe specific for the A component. The two intense bands for each line represent double- and single-stranded forms of TGMV A. (C) Tobacco
protoplasts were transfected with TGMYV A and B replicons with either wild-type or mutant AL1 ORFs. Total DNA was isolated from cells at 72 h
posttransfection and analyzed on DNA gel blots by using a radiolabeled probe specific for the A component.

in protoplasts, thereby facilitating the detection of very low
levels of viral replication in planta.

Tissue sections from infected N. benthamiana plants showed
that even though the intensity of the signal per cell was lower
for the K6SA ALI mutant than for the wild-type virus, there
was no difference in the numbers of infected nuclei (Fig. 5B1
and B2), indicating that variations in viral DNA accumulation

are consistent with a decrease in viral production rather than a
reduction in the number of infected cells in the plant (Fig. 5).

Mutations in K68 and K102 do not alter other AL1 func-
tions. To rule out a potential role of the mutated lysine resi-
dues in other protein interactions, we first asked if the AL1
mutants can form oligomers in two-hybrid assays. Oligomer-
ization was assayed by the cotransformation of yeast cells with

FIG. 5. Immunolocalization of TGMYV in infected N. benthamiana plants. Panels Al, A2, and A3 correspond to wild-type TGMV A- and
B-inoculated plants, while panels B1, B2, and B3 correspond to plants infected with TGMV B and the TGMV A K68A mutant. Panels A3 and
B3 are the same sections as those in panels Al and B1, respectively, but with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-stained nuclei. Sectioning was
performed 19 days after plant infection, and a polyclonal AL1 primary antibody was used. Arrows indicate examples of infected nuclei.
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constructs expressing the mutant version of the protein fused
to the Gal4 DBD and AD. No significant differences were
observed for any of the mutant fusions and the wild-type AL1
fusions in reporter gene assays (see Fig. S1A in the supple-
mental material).

We then examined the abilities of the AL1 mutants to in-
teract with AL3 and RBR because their binding regions
(amino acids 101 to 180) overlap with the SCE1-binding region
in AL1 (1, 46, 83). We coexpressed TGMV AL1 and AL3 as
GAL4 DBD and AD fusions, respectively. The K68A and
K102A single mutants and the K68A/K102A double mutant
showed AL3-binding activities similar to those of wild-type
AL1 (see Fig. S1C in the supplemental material). In contrast,
the AL1 K96A mutant displayed reduced AL3-binding activity.
Although TGMV ALl interacts with RBR proteins from both
maize and Arabidopsis in the yeast two-hybrid assays, binding
to maize RBR is stronger and easier to detect (1, 46). Thus, we
assayed AL1 binding to a fusion to the GAL4 DBD of a
truncated version (Zm214C) of maize RBR1, comprising the
pocket—C-terminal region of the protein (amino acids 214 to
8606) (1, 46). Neither the single nor the double mutations al-
tered AL1-RBR binding significantly (Fig. S1B).

ALLI also specifically binds to DNA direct repeats in the
5'-intergenic region of the TGMV genome (28) through a
domain located in the first 130 amino acids of the protein (73)
(Fig. 1A). To determine whether the lysine substitutions that
affect the AL1-SCE1 interaction also alter the AL1 DNA-
binding activity, we used GST fusions of wild-type and mutated
AL1. GST-AL1 fusion proteins were expressed in insect cells
and partially purified by binding to glutathione resin. The
DNA-binding activities of the fusion proteins were tested in
electrophoretic mobility shift assays by titration with a radio-
labeled dsDNA fragment (comprising TGMV A nucleotides
62 to 92) that includes the AL1-binding site. Shifted complexes
were observed with wild-type AL1 and all the mutant proteins.
No significant differences were detected in either the intensity
or the number of the retarded complexes between wild-type
AL1 and the mutant versions (see Fig. S2 in the supplemental
material).

It was shown recently that an AL1 mutant encompassing the
K96A mutation is not competent for DNA cleavage (68),
which could account for the failure of this mutant to infect
plants and support viral replication. In contrast, recombinant
His, ,-tagged proteins corresponding to wild-type AL1,_,5, and
the K68A or K68A/K102A mutant displayed similar cleavage
activities in assays using a fluorescently labeled ssDNA con-
taining the origin cleavage site (see Fig. S3 in the supplemental
material). Based on these results and those described above,
we concluded that the K6SA and K68A/K102A mutations do
not significantly alter activities known to be mediated by re-
gions that overlap or contain the SCE1-binding region in ALI.

The AL1-SCEL1 interaction does not depend on K68 or K102
sumoylation. It was shown previously that SCE1-binding mo-
tifs often include lysine residues that are sumoylated (80). To
determine if the role of K68 and K102 in the ALI1-SCEI1
interaction depends on their sumoylation, we generated single
and double mutants of K68 and K102 by replacing the lysine
residue with arginine, which maintains the positive charge but
eliminates any chance of conjugation to SUMO or ubiquitin.
Yeast two-hybrid assays showed that single K6SR and double
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K68/102R mutants were altered in NbSCE1 binding (see Fig.
S5 in the supplemental material), indicating that the ALI-
SCE] interaction does not depend on the sumoylation of K68
or K102.

Recombinant viruses, including single K68R or K102R or
double K68/102R mutations, produced symptoms in N. ben-
thamiana plants that were indistinguishable from those caused
by the wild-type virus (see Fig. S5A in the supplemental ma-
terial). Furthermore, all plants infected with wild-type and
mutant viruses showed equivalent amounts of viral DNA ac-
cumulation (Fig. S5B). The stability of the K68R and K102R
mutations during infection was confirmed as described above
for the corresponding alanine mutations. Consistent with this
result, all attempts using in vitro and in vivo assays failed to
detect AL1 sumoylation (data not shown).

AL1 modulates sumoylation of host targets. There is evi-
dence that animal viruses can alter the sumoylation status of
host proteins (9). To gain insight into whether AL1-SCE1
interactions affect host cell sumoylation, we expressed ALI1 in
plants and analyzed changes in the overall host sumoylation
pattern. Leaves from young N. benthamiana plants were infil-
trated with A. tumefaciens cultures containing a binary plasmid
that expresses TGMV ALl from a 35S Cauliflower mosaic
virus (CaMV) promoter (pBINX'-AL1). Total protein extracts
from agroinfiltrated leaves were analyzed by immunoblotting
using an anti-SUMOL antibody (Fig. 6A). The numbers and
the intensities of cross-reacting bands in AL1-expressing and
control leaf samples were similar, indicating that AL1 does not
alter the general sumoylation pattern of plant proteins. How-
ever, the intensities of two bands migrating at 50 and 82 kDa
were enhanced in the AL1-expressing samples. Although the
size of the 50-kDa band matches that expected for AL1-SUMO
(51 kDa), it does not correspond to the viral protein, because
immunoblots of the same extracts using an anti-AL1 polyclonal
antibody did not cross-react with the 50-kDa band (Fig. 6B). It
is unlikely that the sumoylation of AL1 would preclude its
detection when a polyclonal antibody is used. Taken together,
these results indicated that AL1 expression does not have a
global effect on the host sumoylation system. Nevertheless, the
two changes observed for ALl-expressing N. benthamiana
leaves suggested that the viral protein might modulate the
sumoylation state of the specific host target(s). However, since
ALl is sufficient to induce host transcription (35), we cannot
rule out that the changes correspond to sumoylated proteins
that are strongly induced in response to AL1 and are not
detected in the control plants due to low expression levels.

DISCUSSION

Given the small size of geminivirus DNA genomes, their
replication and movement are dependent largely on host fac-
tors. Small DNA viruses typically encode a few multifunctional
proteins that mediate replication, regulate the expression of
their own genes, and manipulate the cell machinery to create
an appropriate cell environment for viral reproduction. Protein
interactions between viral and host proteins play key roles in
all these processes. Geminivirus AL1/Rep is a multifunctional
protein that interacts with many cellular factors, including
SCEI1, the conjugating enzyme (E2) of the sumoylation system
(15). In the last few years, this posttranslational modification
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FIG. 6. Accumulation of SUMO protein conjugates in N. benth-
amiana leaves ectopically expressing ALI. Protein extracts from
agroinfiltrated N. benthamiana leaves expressing AL1 were analyzed
by protein gel blots using an anti-NbSUMO1 polyclonal antibody (N.
benthamiana) (A) or an anti-AL1 polyclonal antibody (B). Each lane
contained 35 mg (N. benthamiana) of total protein extract. Similar
results were obtained in three independent experiments. Arrows indi-
cate bands that accumulated differentially when ALI was expressed.
(C) Loading controls. Mw, molecular weight (in thousands).

system has emerged as a central theme in the regulation of
protein function. Consequently, it is no surprise that viral pro-
teins were among the first described to exploit the host SUMO
system. To better understand the biological role of the inter-
action between AL1/Rep and SCE1, we mapped the SCEI1-
binding domain of ALI, constructed viral mutants affected in
the interaction, and analyzed the effect of these mutations on
viral infection and replication.

Two-hybrid assays of truncated AL1 proteins located the
SCE]1-binding site in the N terminus of the viral protein to a
region that spans residues 56 to 114. The lower level of SCE1-
binding activity of AL1s, 45 than that of AL15, ,,, and the
inability of AL1g4 45, to bind to SCE1 suggest that the region
consists of a core region encompassing residues 56 to 85 that is
essential for the SCE1-AL1-binding interaction and a support-
ing region including residues 86 to 114 that enhances or sta-
bilizes the interaction. This model is also supported by the
observation that the combination of an AL1 K68A mutation
with a K96A, K102A, or K107A mutation abolishes SCE1
binding in yeast. The SCEl-interacting region is located within
the DNA-binding and cleavage/ligation domains of AL1 (71,
73) and overlaps with the AL3- and RBR-binding regions (46,
83) but is outside the oligomerization core. In a three-dimen-
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FIG. 7. Three-dimensional model of the AL1 N terminus (residues
4 to 122). Lysine residues analyzed in this work are highlighted in
yellow. The model is based on the previously reported structure of the
homolog TYLCSV AL1/Rep (12).

sional model of AL1 based on the previously reported struc-
ture of the homolog TYLCSV Rep (12), the lysines analyzed in
this work are located on the surface of the protein (Fig. 7),
where they are accessible for interactions with other proteins.

BiFC results established key roles for K68 and K96 in the
AL1-SCEl interaction in planta, since a clear reduction in such
interactions was detected with both the K68A and K96A mu-
tant versions of AL1. BiFC assays also indicated that K102 is
not essential for the interaction in the context of the plant but
plays a supporting role by enhancing the effect of the K6SA
mutation, since there were no significant differences between
wild-type AL1 and the K102 single mutant, while leaves
agroinfiltrated with the K68A/K102A and K96A/K102A dou-
ble mutants did not display any fluorescent signal. Although
the interaction was reduced to a similar extent in both double
mutants, suggesting an equivalent contribution to the ALI1-
SCEI1 interaction for both lysine residues (K68 and K96A), the
quantitative yeast two-hybrid analysis indicated that these res-
idues do not play an equal role in SCE1 binding. The differ-
ence in the reduction of the interaction shown by the K96A/
K102A mutant in yeast and in planta could also be due to
differences in the cell type. The position predicted by the AL1
three-dimensional model for the three lysine residues supports
the results. Lysines 68 and 96 are located close together and
point in the same direction, while K102 is positioned on op-
posite sides of the structure (Fig. 7). SCE1-AL1 binding is
likely to be mediated by the protein region where K68 and K96
are located, while additional interactions that enhance binding
may involve residues on the opposite side of the protein. The
three lysines involved in SCE1 binding are highly conserved
among all begomoviruses and curtoviruses. K68 and K96 are
also conserved in mastreviruses, while K102 is either absent or
has been replaced by an arginine.

Infection analyses and viral replication assays of tobacco
protoplasts with the lysine mutants suggested a direct link
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between the AL1-SCE] interaction and efficient viral replica-
tion. The mutants with a diminished capacity to interact with
SCE1 (the K68A and K96A single mutants and all the double
mutants) were affected in their ability to infect the plant, while
the K102A single mutant was indistinguishable from the wild-
type virus. Likewise, the K68A and K96A single mutants and
all the double mutants displayed no detectable replication in
protoplast assays, while the K102A mutant replicated to wild-
type levels. However, while the K96A mutation and all double
mutations seemed to disable viral replication completely, the
severe restriction of K68A replication was not complete, be-
cause this mutant was still able to infect the plants.

We showed that single or double mutants of lysines 68, 96,
and 102 are active for DNA binding, oligomerization, and
interactions with RBR, and it is therefore unlikely that the
mutations alter the general structure of the AL1 protein. How-
ever, although the K68A and K96A single mutants exhibited a
similar reduction in SCEI interactions, they displayed clear
differences in DNA replication and infectivity, with the latter
displaying an almost complete failure to replicate. The radical
replication defect of the K96A mutant may reflect the involve-
ment of this residue in additional ALL activities other than
SCEI1 binding, such as AL3 binding (see Fig. S1C in the sup-
plemental material) or DNA cleavage (68). In contrast, the
K68A mutant seemed to be affected exclusively by the SCE1-
ALl interaction. Although the K102A mutation does not affect
viral replication or SCE binding, the additive effect on both
activities observed for the K68A/K102A double mutant further
suggests a functional correlation between SCE1 binding and
replication. This notion is also supported by the results ob-
tained with the arginine substitutions for K68 and K102, which
do not impair AL1-SCE1 binding or affect the ability of the
mutant viruses to infect and replicate in plants.

Interactions with the sumoylation system have been de-
scribed for several proteins encoded by mammalian DNA vi-
ruses that replicate in the nucleus. Among these DNA viruses,
all viral proteins known to interact with the sumoylation system
are immediate-early or early proteins, like AL1/Rep (reviewed
in references 9, 17, 88, and 89). The biological effects of these
interactions are in most cases the sumoylation of the viral
protein and/or the interference with the host sumoylation pro-
gram. Although TGMV AL1 has three putative sumoylation
sites, we have not detected a sumoylation of the viral protein
using many different experimental approaches. This negative
result does not exclude the possibility that AL is a target for
SUMO modification, especially if only a small fraction of the
protein is modified.

In addition to taking advantage of their host modification
system to sumoylate their own proteins, viruses can alter the
sumoylation of host proteins either by preventing or inducing
de novo sumoylation or by enhancing desumoylation, as long as
the outcome is a more favorable environment for viral propa-
gation. For example, the adenovirus Gam1 and papillomavirus
E6 proteins cause widespread changes in the sumoylation level
of host proteins by inhibiting E1/E2 sumoylation enzymes (17,
38, 74). In other cases, the effect on host sumoylation is not
general but restricted to specific host factors. This specific
effect can result in a reduction of sumoylation, as exemplified
by herpes simplex virus (HSV) ICPO and human cytomegalo-
virus (HCMV) IE1, which reduce the sumoylation of the pro-
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myelocytic leukemia protein (PML) (6, 51), and the papillo-
mavirus E7 and E1A proteins, which abrogate the SUMO
modification of the pRB tumor suppressor (50). Conversely,
viral proteins can increase the sumoylation of specific proteins,
as illustrated by the adenovirus E1B-55K stimulation of p53
sumoylation (66). The overexpression of ALI in plant leaves
does not produce an overall alteration of host protein sumoy-
lation, as would be expected if the interaction with AL1 mod-
ified SCE1 activity. Thus, it seems more likely that by inter-
acting with SCE1, AL1 modulates the sumoylation level of a
subset of host targets, creating a suitable environment for viral
replication. Since this multifunctional viral protein is able to
interact with host proteins that are sumoylated (for example,
PCNA and RBR), we speculate that AL1/Rep stimulates or
impairs SUMO attachment to one or more of its host protein
partners. The determination of the number and identity of
these plant targets will require a broad proteomic analysis, with
prime candidates being host proteins that are sumoylated and
also interact with AL1/Rep.

From the results generated in the last 10 years, it is clear that
SUMO is important for animal viruses. The results presented
in this paper demonstrate that this is also true for plant DNA
viruses. Although many putative effects have been attributed to
sumoylation, the precise biological role that this process plays
in terms of viral fitness remains to be determined. Future
experiments that identify host proteins whose sumoylation is
modulated by AL1/Rep will clarify the role of the AL1-SCE1
interaction during infection.
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Summary

e Geminiviruses are plant viruses with circular, single-stranded (ss) DNA genomes that infect
a wide range of species and cause important losses in agriculture. Geminiviruses do not
encode their own DNA polymerase, and rely on the host cell machinery for their replication.

e Here, we identify a positive effect of the curtovirus Beet curly top virus (BCTV) on the
begomovirus Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) infection in Nicotiana
benthamiana plants.

e Our results show that this positive effect is caused by the promotion of TYLCSV replication
by BCTV C2. Transcriptomic analyses of plants expressing C2 unveil an up-regulation of cell
cycle-related genes induced on cell cycle re-entry; experiments with two mutated versions of
C2 indicate that this function resides in the N-terminal part of C2, which is also sufficient to
enhance geminiviral replication. Moreover, C2 expression promotes the replication of other
geminiviral species, but not of RNA viruses.

e We conclude that BCTV C2 has a novel function in the promotion of viral replication, probably
by restoring the DNA replication competency of the infected cells and thus creating a favourable
cell environment for viral spread. Because C2 seems to have a broad impact on the replication of
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geminiviruses, this mechanism might have important epidemiological implications.

Introduction

Geminiviruses constitute a group of plant viruses with circular,
single-stranded (ss) DNA genomes packaged within geminate
particles that infect a wide range of plants and cause important
losses in agriculture (Rojas ez al., 2005; Seal er al., 2006). The
family Geminiviridae is classified into four genera, Begomovirus,
Curtovirus, Topocuvirus and Mastrevirus, based on their genomic
organization, host range and insect vector (Fauquet ez al., 2003,
2008). Whitefly (Bemisia tabaci)-transmitted geminiviruses, with
cither bipartite (like Tomato golden mosaic virus, TGMYV) or
monopartite (like Tomato yellow leaf curl Sardinia virus, TYL-
CSV) genomes, are included in the genus Begomovirus, whereas
those having monopartite genomes, which are transmitted by
leathopper vectors and infect dicotyledonous plants, are included
in the genus Curtovirus, with Beet curly top virus (BCTV) as the

type species.

*These authors contributed equally to this work.
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Over the past 20 yr, geminiviruses have emerged as serious
constraints to the cultivation of a variety of vegetable crops in var-
ious parts of the world. The emergence of geminiviral diseases is
often associated with the high genetic variation of the viral
populations and the occurrence of mixed infections. Simulta-
neous infections with distinct viruses have been observed in
nature, and may result in unpredictable effects, from disease
amelioration to symptom synergy (Hammond ez 4/, 1999).
Although both synergism and interference have been reported
previously for begomovirus and curtovirus species, most of the
effort has been focused on the analysis of the synergism between
species of the same genus (Fondong er al, 2000; Briddon &
Markham, 2001; Pita ez 4/, 2001; Morilla ez al, 2004; Vanitharani
et al., 2004; Alves-Junior et al., 2009; Renteria-Canett ez 4/,
2011), the only exception being the synergism reported between
geminiviruses and the +ssRNA viruses (Pohl & Wege, 2007;
Wege & Siegmund, 2007; Sardo ez al., 2011).

Monopartite begomovirus and curtovirus genomes encode six
and seven open reading frames (ORFs), respectively. In both
cases, the virion sense strand contains two ORFs (V2 and CP),
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and an extra one (V3) can be identified in the curtovirus genome;
the complementary sense strand encodes four ORFs (Rep,
C2/L2, C3/L3 and C4/L4). So far, the described functions of
the viral proteins include cell cycle manipulation, suppression of
host defence (including gene silencing), viral replication, and
intra- as well as intercellular trafficking of nucleoprotein complexes
(reviewed in Hanley-Bowdoin ez al., 2000, 2004; Gutierrez et al.,
2004).

Geminiviruses replicate in the nucleus of plant cells through
double-stranded (ds) DNA intermediates that can form minichro-
mosomes (Pilartz & Jeske, 1992). Two viral proteins have been
found to be involved in viral replication: Rep (also called ALL, L1
and C1), which is the only viral protein essential for this process
(Elmer et al., 1988a), and C3 (also called AL3, L3 and REn),
which enhances viral DNA accumulation (Sunter et 4/, 1990;
Stanley ez al., 1992; Hormuzdi & Bisaro, 1995). Although gem-
iniviruses do not encode their own DNA polymerases and rely on
the host DNA replication machinery for their propagation, they
are able to replicate in differentiated cells that no longer contain
detectable levels of host DNA polymerases and associated factors.
To overcome such restriction, geminiviruses must induce the
accumulation of the DNA replication machinery in mature plant
cells by reprogramming host gene expression. Evidence suggests
that the cell cycle in infected plant cells is reprogrammed differ-
ently by different geminivirus genera. Some bipartite begomovi-
ruses modify gene expression to allow DNA replication primarily
by triggering endoreduplication (Bass ez al., 2000; Ascencio-Ibanez
et al., 2008), whereas curtoviruses are also able to induce exten-
sive mitosis (Latham ez al, 1997). To date, two geminiviral
proteins have been shown to play a role in the induction of DNA
replication competency in the infected cells: Rep and the curto-
virus C4. Rep is a multifunctional protein that interferes with the
host cell cycle through its interactions with the plant retino-
blastoma-related protein (RBR), an activator of G1/S-phase
transition in plant cells (Hanley-Bowdoin ez 4/, 2004), and with
essential components of the DNA replisome, such as the prolifer-
ating cell nuclear antigen (PCNA) (Castillo ez 4/, 2003; Bagewadi
et al., 2004), replication protein A (RPA32) (Singh ez al., 2007)
or replication factor C (RFC) (Luque ez al., 2002). Expression of
the curtovirus C4 induces a severe developmental phenotype and
extensive cell division in all tissue types examined (Latham ez al.,
1997; Lai et al., 2008; Mills-Lujan & Deom, 2010). Although
the mechanism of action of C4 is unclear, previous studies have
suggested that it may regulate the expression of host genes
directly or indirectly to control the cell cycle (Lai ez /., 2008).

In this work, we identify a positive effect of the curtovirus
BCTV on the begomovirus TYLCSV infection using Nicotiana
benthamiana 2IRGFP plants (Morilla ez al., 2006). Agroinfiltra-
tion experiments show that BCTV is able to enhance TYLCSV
replication by a novel mechanism which is dependent on C2, but
independent of Rep and C4; similar experiments reveal that this
feature is not shared by the begomoviral C2. The analysis of
plants expressing BCTV C2 unveils an up-regulation of the
genes involved in DNA replication and control of the G2/M tran-
sition, which are known to be induced on cell cycle re-entry. These
results strongly suggest that C2 triggers a re-activation of the cell

© 2012 The Authors
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cycle, restoring the DNA replication competency and therefore
creating a cell environment favourable for geminiviral replication.

Materials and Methods

Details of the microorganisms and general methods, transient
expression assays, plant materials, immunoblot analysis and PCR
conditions are provided in Supporting Information Methods S1,

Tables S1, S2.

Plasmids

The constructs expressing TYLCSV Rep (pACS1) and BCTV C2
have been described in Morilla et /. (2006) and Lozano-Duran
et al. (2011), respectively. The binary plasmid to express BCTV
V2 was obtained by cloning a PCR fragment, amplified with
primers V2BCup and V2BClow, into the EcoRV site of pBSSKII+
to yield pV2BC. A BamHI-Sall fragment of pV2BC, containing
the complete V2 ORF, was cloned into the BamHI-Sall site of
pBINX1 (Sanchez-Duran ez al., 2011) to yield pBIV2BC. The
binary plasmid to express BCTV C4 was obtained by cloning a
PCR fragment, amplified with primers C4BCup and C4BClow,
into the EcoRV site of pBSSKII+ to yield pC4BC. An Smal—Kpnl
fragment of pC4BC, containing the complete C4 ORF, was
cloned into the Smal—Kpnl site of pBINX1 to yield pBIC4BC.

To yield the binary plasmid to express BCTV Rep (named
pBINLIBCTYV), a fragment of 1.1 kbp from pBIN1.2 (Briddon
et al., 1989), containing the BCTV Rep ORF (positions 2906 to
1802), was PCR amplified with primers LIBCup and L1BClow,
and cloned into the EwRV site of pBSSKII to obtain
pBLIBCTV. A 1.1-kbp Kpnl-Xbal fragment of pBLIBCTV was
cloned into pBINX1 to yield pBINLIBCTV. Infective BCTV
clones for wild-type (pBIN1.2) and AC2 (L2-2), AV2 and AC4
(L4-1) mutants have been described in Briddon ez al (1989),
Stanley & Latham (1992) and Stanley et 4/ (1992). BCTV C2
mutants C2-2 and C2-3 (L2-2 and L2-3, respectively) have been
described in Hormuzdi & Bisaro (1995). Infective TGMV
(pGA2 and pGB2) and TYLCSV (pTYA14) clones have been
described in Briddon eral (1989), Bejarano & Lichtnstein
(1994) and Morilla et al. (2004).

To obtain the plasmid containing the BCTV 2IRGFP construct,
an EcoRl—Hindll fragment from pBINGFP (Morilla ez al., 2006),
containing the 35S cauliflower mosaic virus (CaMV) promoter,
the complete green fluorescent protein (GFP) ORF and the Nos
terminator, was cloned into the EcoRl-HindIll site of pGree-
nl10229 (Hellens ez al., 2000) to yield pGGFP. A 1.08-kbp frag-
ment of pBIN1.2 (Briddon ez 4/, 1989) containing the intergenic
region (IR) of BCTV (positions 2535 throughout 2993, to 599)
was amplified by PCR using primers OBCFHindIII and OBCR-
HindIIl, and cloned into the EcoRV site of pBSSKII (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) to yield pBBCIR. A Hindlll
fragment from pBBCIR, containing the IR of BCTV, was cloned
into the Hindlll site of pGGFP to obtain pGIRGFP. An EcoRI
fragment from pBBCIR, containing the IR of BCTV, was then
cloned into the EcoRl site of pGIRGEFP to yield pG2IRGFP. The
orientation of the IR fragments was determined by PCR using
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primers pBINX2 and either oBCF Hindlll (for the IR cloned into
the Hindlll site) or oBCF EcoRI (for the IR cloned into the EcoRI
site). The CP promoter in the IRs is in the same direction as the
35S CaMV promoter. The binary vector containing the P19
protein of Tomato bushy stunt virus (pBIN61-P19) was kindly
provided by Voinnet et al. (2003).

Viral infections

TYLCSYV infections of Nicotiana benthamiana L. plants were per-
formed by agroinoculation, as described previously (Elmer ez /.,
1988b). Seven plants were agroinoculated with pGreenTYA14
(binary vector containing a partial dimer of TYLCSV;
Lozano-Duran ez al., 2011) and/or pBIN1.2 (binary vector con-
taining a partial dimer of BCTV; Briddon ez al., 1989); as a con-
trol, two plants were mock inoculated with Agrobacterium
tumefaciens harbouring the empty binary vector pGreenll0229
(Hellens ez al., 2000) or pBIN (van Engelen ez al., 1995). Symp-
toms were evaluated every week untl 21 d post-inoculation
(dpi), when samples were taken.

Viral DNA accumulation was quantified by quantitative
real-time PCR or Southern blot hybridization. For hybridiza-
tions, 10 pg of total plant DNA were used. Membranes were
hybridized with TYLCSV radiolabelled probes. Viral DNA accu-
mulation was quantified by Phosphorimager analyses of DNA gel
blots and normalized to genomic DNA. DNA probes are
described in Table S3.

Viral replication assays were performed by agroinfiltration with
Agrobacterium cultures containing infectious clones. For DNA
viruses (TYLCSV and BCTYV), the same infectious clones as
employed in the infection assays were used. Infectious clones of
Tobacco mosaic virus and Potato virus X expressing the green
fluorescent protein (TMV-GFP and PVX-GFP) were kindly
provided by Dr Peter Moffett, and have been described elsewhere
(Peart et al., 2002). For Tobacco rattle virus (TRV), clones to
deliver TRV RNAI and RNA2 (pTV00 and pBINTRAG6) were
used (Ratcliff et al., 2001).

Microarray analysis

Three independent biological replicates were produced. For each
biological repetition and each point, RNA samples were obtained
by pooling RNAs from 15 plants. Samples were collected on
plants at 1.02 developmental growth stages (Boyes ez al., 2001),
cultivated at 24°C with an 18-h light cycle. Total RNA was iso-
lated from three replicates of control or transgenic Arabidopsis
seedlings expressing BCTV C2 using TRIzol (Invitrogen), and
subsequently cleaned using an RNeasy MinElute Cleanup Kit
(Invitrogen). RNA quantity and quality were assessed with a
Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Labtech, Ringmer,
East Sussex, UK) and an Agilent 2100 bioanalyser (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), respectively.

Microarray hybridization was carried out at the Affymetrix
platform at INRA-URGV (Evry, France) using an Affymetrix
GeneChip® ATH1. One microgram of total RNA was used to
synthesize biotin-labelled ¢RNAs with the One-Cycle cDNA
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Synthesis Kit (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Superscript 11
reverse transcriptase and T7-oligo (dT) primers were used to syn-
thesize the ss cDNA at 42°C during 1 h, followed by the synthe-
sis of the ds cDNA using DNA ligase, DNA polymerasel and
RNaseH during 2 h at 16°C. Cleanup of the ds cDNA was per-
formed with the Sample Cleanup Module (Affymetrix), followed
by in vitro transcription (IVT) in the presence of biotin-labelled
UTP using a GeneChip® IVT Labelling Kit (Affymetrix). The
quantity of the cRNA labelled with RiboGreen® RNA Quantifi-
cation Reagent (Turner Biosystems, Sunnyvale, CA, USA) was
determined after cleanup by the Sample Cleanup Module
(Affymetrix). Fragmentation of 15 pg of labelled cRNA was
carried out for 35 min at 94°C, followed by hybridization for 16
h at 45°C to an Affymetrix GeneChip® Arabidopsis genome
array representing 22 500 probe sets corresponding to 24 000
gene sequences. After hybridization, the arrays were washed with
two different buffers (stringent, 6 X Saline-sodium phosphate-
EDTA, 0.01% Tween-20; nonstringent, 100 mM Mes, 0.1 M
[Na'], 0.01% Tween-20) and stained with a complex solution
including streptavidin R—phycoerythrin conjugate (Invitrogen/
Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) and anti-streptavidin
biotinylated antibody (Vectors Laboratories, Burlingame, CA,
USA). The washing and staining steps were performed in a
GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix). The Affymetrix
GeneChip® Genome Arrays were finally scanned with the Gene-
Chip® Scanner 3000 7G piloted by the GeneChip® Operating
Software (GCOS).

For the data analysis, the data were normalized using the
GCRMA algorithm (Irizarry ez al, 2003), available in the
Bioconductor package (Gentleman & Carey, 2002). To deter-
mine the differentdally expressed genes, we performed a usual
two-group rtest that assumes equal variance between groups.
The variance of the gene expression per group was a homo-
scedastic variance, in which genes displaying extremes of variance
(too small or too large) were excluded. The raw P values were
adjusted by the Bonferroni method, which controls the Family
Wise Error Rate (FWER) (Ge er al., 2003). A gene was declared
to be differentially expressed if the Bonferroni Pvalue was < 0.05.

The raw CEL files were imported into R software for data
analysis. All raw and normalized data are available through the
CATdb database (AFFY_L2bctv_Ath; Gagnot ez al., 2008) and
from the Gene Expression Omnibus (GEO) repository at the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Barrett
et al., 2007), accession number GSE24214.

Results

Synergistic infections of BCTV and TYLCSV in
N. benthamiana

To analyse potential synergistic interactions between TYLCSV
and other geminivirus species, we tested a co-infection between
TYLCSV and BCTV in the model plant N. benthamiana.
In comparison with the single infections, co-infection of
N. benthamiana with BCTV and TYLCSV resulted in increased
systemic symptoms at 21 dpi (Fig. la), indicating the existence
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Fig. 1 Synergism between Beet curly top virus (BCTV)
and Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) in
Nicotiana benthamiana 2IRGFP plants. (a) Representative
systemic symptoms in plants inoculated with TYLCSV,
BCTV or both. (b) Green fluorescent protein (GFP)
expression in leaves from plants infected with TYLCSV or
co-infected with BCTV and TYLCSV. Leaves were
numbered from the inoculation point, leaf + 1 being the
first leaf placed on the agroinfection site. (c) Details of
GFP expression in the leaves from plants infected with
TYLCSV or co-infected with BCTV and TYLCSV. (d)
Relative amount of TYLCSV DNA in plants. Viral DNA
was determined by quantitative real-time PCR of total
DNA extracted from leaves + 8, + 9 and + 10. Values are
the average of 10 plants from two independent experi-
ments. Bars represent standard error. All photographs and
samples were taken from plants at 4 wk (TYLCSV) and 3
wk (BCTV) post-infection. Asterisks indicate a statistically
significant difference according to Student's ¢-test

(P < 0.05).
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of a positive synergistic relationship between the symptomatolo-
gies caused by these two geminivirus species. To study this
interaction further, we took advantage of transgenic 2IRGFP
N. benthamiana plants (Morilla er al., 2006). These plants har-
bour a 35S:GFP expression cassette between two direct repeats of
the TYLCSV IR that allows the monitoring of TYLCSV replica-
tion 7z vivo. Following viral infection or heterologous expression
of TYLCSV Rep protein, these plants display a Rep-dependent
GEFP overexpression driven by the generation of mGFP replicons
(hereafter referred to as ‘mGFP’) (Morilla e 2/, 2006), which
correlates with Rep activity. 2IRGFP plants were co-inoculated
with TYLCSV and BCTYV, or inoculated with either virus alone
as a control. GFP expression was exhaustively monitored at
different times post-infection, and samples were collected to
determine the accumulation of viral DNA in the infected plants.
When the plants were observed under UV light, we noticed that
the extension of GFP expression in leaves was clearly higher in
those plants co-infected with TYLCSV and BCTV than in those
infected with TYLCSV alone, as the number of leaves showing
GFP overexpression and the GFP-expressing area in each leaf
were larger (Fig. 1b). However, the pattern of GFP overexpres-
sion remained unaltered in the presence of BCTV (green fluores-
cence was restricted to vascular bundles; Fig. 1c). As expected,
the analysis of total DNA extracted from the infected plants
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proved that the increase in GFP correlated with a greater accu-
mulation of TYLCSV DNA (Fig. 1d). No differences in the
accumulation of BCTV DNA were detected in the presence of
TYLCSV (Fig S1a). Taken together, these results suggest that
BCTV promotes TYLCSV accumulation by increasing the
number of leaves capable of sustaining its replication, and
probably by enhancing the efficiency of the replication itself, but
without altering its phloem-limited distribution.

The activity of TYLCSV Rep is enhanced by the curtovirus
BCTV, but not by the begomoviruses TGMV or Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV)

In order to confirm that BCTV promotes TYLCSV replication,
we performed a leaf patch test in 2IRGFP plants, comparing the
expression of GFP following the agroinfiltration of a binary vec-
tor to express TYLCSV Rep or the co-agroinfiltration of this
binary vector and an infectious clone of BCTV. In this assay,
A. tumefaciens strains harbouring a Rep expression construct or
an infectious clone of BCTV were infiltrated alone or co-
infiltrated in different patches of the same leaf. At 3 dpi, samples
were harvested and photographs were taken. As shown in Fig. 2,
co-infiltration with BCTV triggered a clear increase in the
Rep-derived overexpression of GFP (Fig. 2a), which correlated
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Fig. 2 Rep-dependent green fluorescent protein (GFP) expression and
mGFP production are enhanced by Beet curly top virus (BCTV), but not
Tomato golden mosaic virus (TGMV) or Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV). (a) Leaves from transgenic 2IRGFP Nicotiana benthamiana
plants were co-agroinfiltrated to express TYLCSV Rep, and either an
infectious clone of geminiviruses BCTV, TGMV (DNA A and B) or TYLCV,
or the binary vector pGA482 (-) as a negative control. (b) DNA was
extracted from the agroinfiltrated leaf patches and used to detect mGFP
by Southern blotting. Undigested DNA (4 pg per lane) was blotted and
hybridized with a specific probe for mGFP. Similar results were obtained in
three independent experiments. (c) Relative amount of BCTV, TGMV
(DNA-A) or TYLCV DNA in agroinfiltrated leaf patches. Viral DNA was
determined by quantitative real-time PCR of total DNA extracted from the
infiltrated patches. Values are the average of 10 plants from two indepen-
dent experiments. Bars represent standard error. Asterisks indicate a
statistically significant difference according to Student’s t-test (P < 0.05).

with a strong increase in the Rep-assisted production of mGFP
replicons (Fig. 2b). To determine whether other geminivirus
species might exert a similar effect, we performed similar leaf
patch tests using infectious clones of TGMV and TYLCV.
Co-agroinfiltration with either TGMV or TYLCV led to a
modest increase in the expression of GFP, which did not result
from an enhanced production of mGFP replicons, as shown in
Fig. 2(b), indicating the specificity of the effect of BCTV on
TYLCSV replication. The presence of these viruses in the agroin-
filtrated patches was confirmed in all cases using quantitative
real-time PCR (Fig. 2¢). Intriguingly, although TYLCSV Rep
did not affect the accumulation of TGMV or TYLCV, it
enhanced the accumulation of BCTV (Fig. 2¢).
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BCTV C2, but not C4 or V2, enhances the activity of
geminivirus Rep

As increasing experimental evidence has indicated the important
roles of viral silencing suppressor proteins in the emergence of
synergistic diseases (Vanitharani ez 4/, 2005; Latham & Wilson,
2008), we decided to analyse whether any of the putative silencing
suppressors encoded by BCTV were involved in the observed
effect on TYLCSV replication. Although several reports have con-
firmed the gene silencing suppression activity of C2, recent data
obtained in our laboratory have shown that C4 and V2 are also
able to restrict post-transcriptional gene silencing (PTGS) in
N. benthamiana (A. P. Luna et al., unpublished). Therefore, all
three genes were included in this analysis: leaf patch tests were per-
formed on 2IRGFP N. benthamiana plants with BCTV mutants
in C2 (BCTVAC2), C4 (BCTVAC4) or V2 (BCTVAV2) genes
(Stanley & Latham, 1992; Stanley et al., 1992). Although co-agr-
oinfiltration with BCTV wild-type, BCTVAC4 and BCTVAV2
triggered a strong increase in fluorescence, co-agroinfiltration with
BCTVAC2 did not (Fig. 3a). The increase in green fluorescence
correlated with an enhanced production of mGFP replicons
(Fig. 3b), whereas the accumulation of TYLCSV Rep protein
remained unaltered (Fig. 3c). As reported previously, no differ-
ences in DNA accumulation were detected between wild-type and
mutant viruses (Fig. S1c) (Hormuzdi & Bisaro, 1995).

The specific role of C2 in enhancing the production of mGFP
replicons was confirmed using leaf patch tests on 2IRGFP plants
with the three BCTV proteins (C2, C4 and V2) separately. As
shown in Fig. 4(a), co-agroinfiltration with a binary vector
expressing C2, but not C4 or V2, resulted in a notable increase
in the Rep-dependent production of GFP. This increase corre-
lated with an enhanced production of mGFP replicons (Fig. 4b),
whereas the accumulation of Rep protein remained unaltered
(Fig. 4c). Remarkably, TYLCSV C2 did not have such an effect
(Fig. S2). Taken together, these results indicate that C2 is the
BCTV protein responsible for the enhancement of TYLCSV
Rep-derived production of mGFP replicons.

In order to test whether C2 could have a similar effect on the
replication activity of BCTV Rep, we performed leaf patch tests
by co-agroinfiltration of binary vectors expressing C2, C4 or V2
together with BCTV Rep and a BCTV 2IRGFP construct. This
construct contains a 35S:GFP expression cassette between two
direct repeats of BCTV IR; in the presence of BCTV Rep pro-
tein, there was a Rep-dependent production of mGFP replicons
and a concomitant GFP overexpression, in a similar manner to
that in the TYLCSV 2IRGFP transgenic plants/TYLCSV Rep
system described previously (Fig. S3a). The co-infiltration of a
binary vector expressing C2 in this system led to a higher produc-
tion of GFP and mGFP replicons, whereas binary vectors
expressing C4 and V2 did not have such an effect (Fig. S3a,b).

Suppression of PTGS is not sufficient to enhance the activity
of geminivirus Rep

As BCTV C2 has been described to function as a suppressor of
PTGS (Wang er al., 2005), it is possible that the promoting
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Fig. 3 Rep-dependent green fluorescent protein (GFP) expression and mGFP production are enhanced by both wild-type and C4 or V2 Beet curly top virus
(BCTV) mutant viruses, but not by a C2 BCTV mutant virus. (a) Leaves from transgenic 2IRGFP Nicotiana benthamiana plants were co-agroinfiltrated to
express Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) Rep, and either an infectious clone of BCTV wild-type (WT), C2 (AC2), C4 (AC4) or V2 (AV2)
mutant, or the binary vector pGA482 (-) as a negative control. (b) DNA was extracted from the agroinfiltrated leaves and used to detect mGFP by
Southern blotting. Undigested DNA (4 pg per lane) was blotted and hybridized with a specific probe for mGFP. (c) Immunoblot analysis of protein extracts
from agroinfiltrated leaf patches to detect TYLCSV Rep. The molecular weight of the observed band is 48 kDa. Coomassie staining of the large subunit of
Rubisco is shown as loading control. Similar results were obtained in three independent experiments.

effect of C2 over viral Rep could be related to this activity. In
order to determine whether this was the case, we decided to test
the effect of the well-known silencing suppressor P19 from the
tombusvirus  Tomato  bushy stunt wvirus (TBSV) on the
Rep-assisted production of mGFP replicons in 2IRGFP plants.
As shown in Fig. 5(a,b), co-infiltration with P19 triggered an
increase in fluorescence which, unlike in the case of C2, did not
correlate with an increased production of mGFP replicons. As
expected from its silencing suppressor activity, however,
co-expression of P19, but not C2, led to a higher accumulation
of Rep (Fig. 5¢). Moreover, the simultaneous infiltration with
both C2 and P19 led to a further increase in fluorescence,
suggesting that these two proteins have an additive effect (Fig. 5a).
Taken together, these results suggest that the suppression of
PTGS is not sufficient to boost the activity of geminivirus Rep.

Geminivirus replication is enhanced by BCTV C2

To further confirm that the increase in TYLCSV replication
observed in the co-infections is dependent on the effect of BCTV
C2, we measured the accumulation of TYLCSV DNA and
mGFP replicons in leaf patch tests of 2IRGFP plants agroinfil-
trated with infectious clones of TYLCSV and BCTV wild-type
or BCTVAC2 mutant. As shown in Fig. 6, mutation in C2
abolished the enhancement in TYLCSV and mGFP accumula-
tion, demonstrating that C2 is the viral protein responsible for
the promotion of TYLCSV replication triggered by BCTV. No
differences in DNA accumulation of BCTV were detected
among the wild-type and mutant virus (Fig. S1b).

Based on the observation that BCTV C2 promoted the activity
of both BCTV and TYLCSV Rep proteins, and that BCTV
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Fig. 4 Rep-dependent green fluorescent protein (GFP) expression and
mGFP production are enhanced by C2, but not by C4 or V2. (a) Leaves
from transgenic 2IRGFP Nicotiana benthamiana plants were co-
agroinfiltrated to express Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV)
Rep, and either a binary plasmid containing expression constructs of Beet
curly top virus (BCTV) C2, C4 or V2, or the binary vector pGA482 (-) as a
negative control. (b) DNA was extracted from the agroinfiltrated leaves
and used to detect mGFP by Southern blotting. Undigested DNA (4 g per
lane) was blotted and hybridized with a specific probe for mGFP. (c)
Immunoblot analysis of protein extracts from agroinfiltrated leaf patches
to detect TYLCSV Rep. The molecular weight of the observed band is 48
kDa. Coomassie staining of the large subunit of Rubisco is shown as
loading control. Similar results were obtained in three independent
experiments.
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Fig. 5 Rep-dependent mGFP production is enhanced by C2, but not by
the silencing suppressor P19. (a) Leaves from transgenic 2IRGFP Nicotiana
benthamiana plants were co-agroinfiltrated to express Tomato yellow leaf
curl Sardinia virus (TYLCSV) Rep, and either a plasmid containing
expression constructs of C2 or P19, or the binary vector pGA482 (-) as a
negative control. (b) Total DNA was extracted from agroinfiltrated leaf
patches and used to determine the relative amount of mGFP replicons by
quantitative real-time PCR. The amplification of 25s rRNA was used as the
internal control. Values are the mean of three independent experiments
with three replicates each. Bars represent standard error. Asterisks indicate
a statistically significant difference according to Student's ¢-test (P < 0.05).
All values are normalized to the value in the mock sample, where a background
can be detected because of the presence of the transgene. (c) Immunoblot
analysis of protein extracts from agroinfiltrated leaf patches to detect
TYLCSV Rep. The molecular weight of the observed band is 48 kDa.
Coomassie staining of the large subunit of Rubisco is shown as loading
control. Similar results were obtained in three independent experiments.

enhanced the accumulation of TYLCSV in a C2-dependent man-
ner, we hypothesized that the expression of C2 could have a simi-
lar impact on different geminiviruses. With the aim of
determining the effect of BCTV C2 on geminivirus accumula-
tion, we performed leaf patch tests by co-agroinfiltration of
BCTV C2 together with infectious clones of a curtovirus
(BCTV) or monopartite and bipartite begomoviruses (TYLCSV
and TGMV) in wild-type N. benthamiana leaves. Co-infiltration
with C2 led to a higher viral accumulation, between two- and
13-fold, in all cases (Fig. 7). However, as shown in Fig. S4, C2
did not exert a positive effect on the accumulation of RNA
viruses. These results indicate that the mechanism by which
BCTV C2 enhances geminiviral accumulation is not species
specific, but impacts only DNA viruses.
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Fig. 6 Beet curly top virus (BCTV)-mediated induction of Tomato yellow
leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) replication is lost in a C2 BCTV mutant.
(a) Leaves from transgenic 2IRGFP Nicotiana benthamiana plants were
co-agroinfiltrated with an infectious clone of TYLCSV and either an
infectious clone of wild-type (BCTV) or C2 mutant (AC2BCTV) BCTV, or the
binary vector pGA482 (-) as a negative control. The relative accumulation
of TLCSV DNA (b) and mGFP replicons (c) was determined by quantitative
real-time PCR on total DNA extracted from agroinfiltrated leaf patches.
Values are the mean of three independent experiments with three repli-
cates each. Bars represent standard error. Asterisks indicate a statistically
significant difference according to Student's t-test (P < 0.05). All values
are normalized to the value in the mock sample, where a background can
be detected because of the presence of the transgene.

Transcriptomic analysis reveals an induction of cell cycle
genes by BCTV C2

Geminiviral replication relies heavily on the expression of host
genes involved in DNA replication and/or cell cycle regulation.
According to our results, it would be feasible that the effect of
BCTV C2 on geminivirus replication might depend on the pro-
motion of the expression of host genes favourable for geminivirus
replication. With the aim of shedding light on the transcriptional
changes triggered by BCTV C2, we performed a microarray anal-
ysis of transgenic Arabidopsis plants expressing this viral gene
(Lozano-Duran et al., 2011). T2 transgenic C2 or control seed-
lings were grown on plates with kanamycin, samples were har-
vested and total RNA was extracted after 10 d; three biological
and three technical replicates were used. The RNA obtained from
each technical replicate in the different biological replicates was
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Fig. 7 C2 induces replication of other geminiviruses. DNA was extracted
from Nicotiana benthamiana leaves co-agroinfiltrated with an infectious
clone of Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), Beet curly top
virus (BCTV) or Tomato golden mosaic virus (TGMV) (DNA A and B) and
either a binary plasmid to express BCTV C2 (C2) or the binary vector
pGA482 (mock) as a negative control. Samples were collected at 7 d
post-inoculation. Viral DNA accumulation was determined by quantitative
real-time PCR using specific primers for each virus. Values are the mean of
three independent experiments. Bars represent standard error. Asterisks
indicate a statistically significant difference according to Student's ¢-test
(P < 0.05).
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Fig. 8 Transcriptomic analysis of transgenic Arabidopsis plants expressing
Beet curly top virus (BCTV) C2. (a) Functional categorization of differen-
tially expressed genes (either up- or down-regulated) in transgenic
Arabidopsis plants expressing BCTV C2. The total numbers of up- and
down-regulated genes, as well as the total numbers of genes in each
category, are indicated. Nonredundant gene ontology (GO) categories
over-represented in each subset of genes are shown. (b) Venn diagrams
depicting the intersection between up- and down-regulated genes in
transgenic Arabidopsis plants expressing BCTV C2 or Tomato yellow leaf
curl Sardinia virus (TYLCSV) C2.
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pooled and subsequently used for the microarray hybridizations
(GEO accession number GSE24214).

As shown in Fig. 8(a), 444 genes were significantly up-regulated
and 154 were significantly down-regulated in the transgenic C2
plants. To explore which functional categories were affected by
the expression of BCTV C2, gene ontogeny (GO) functional
enrichment analysis was performed using the VirtualPlant
BioMaps tool (Katari ez al, 2010); http://virtualplant.bio.nyu.
edu/cgi-bin/vpweb2/). categories  were
over-represented in the subsets of up- or down-regulated genes,
as shown in Fig. 8(a). Interestingly, among those biological pro-

Several  functional

cesses over-represented in the subset of up-regulated genes, cell
cycle-related categories (cell cycle, regulation of cell cycle, DNA
packaging, nucleosome assembly, establishment and/or mainte-
nance of chromatin architecture) can be found. The up-regulated
genes in the C2 plants in these functional categories are listed in
Table 1. As expected from the existence of nonoverlapping func-
tions between curtovirus C2 and its begomovirus counterpart,
the transcriptional changes driven by BCTV C2 were not equiva-
lent to those triggered by TYLCSV C2 (R. Lozano-Duran et al.,
unpublished; GEO accession number GSE18667), and the inter-
sections between the subsets of up- or down-regulated genes in
these transgenic lines were minimal (Fig. 8b).

To validate the microarray data, we measured the expression of
several up-regulated cell cycle-related genes in the transgenic
Arabidopsis plants expressing C2 by quantitative real-time PCR,
including  cyclin-dependent  kinases (CDKs) (CDKBI;2,
CDKB2;1), cyclines (CYCAIL;1, CYCBI;4, CYCBI;5 and
CYCB2;4) and histones (HISTONE H2A, HISTONE H2B,
HISTONE H3 and HISTONE H4). Proliferating cellular nuclear
antigen 1 (PCNAI) was included in the analysis as a control, as the
expression of this gene, which is not altered according to the micro-
array data, is induced during geminiviral infection by a
Rep-dependent mechanism (Nagar ez al., 1995; Egelkrout ez al.,
2001); transgenic plants expressing TYLCSV C2 (Lozano-Duran
et al.,2011) were used as a control. As shown in Fig. S5, the results
confirmed the microarray data for all genes, except for At3g54560,
which encodes a Histone H2A. The expression of most of the
tested genes was approximately between two- and four-fold higher
in plants expressing BCTV C2. Interestingly, no increase in the
expression of these cell cycle-related genes was detected in plants
expressing TYLCSV C2, with the exception of PCNA1, in which a
modest increase could be detected. To determine whether C2
induced similar changes in N. benthamiana, we analysed the
expression of three cell cycle-related genes (CDBK2, CYCAI and
CYCA2) in leaves agroinfiltrated with a binary vector to express C2
by semi-quantitative reverse transcription-PCR. As shown in
Fig. S6, C2, but not C4 or V2, also induced the up-regulation of
all three genes when transiently expressed in N. benthamiana.
Most cell cycle-related genes up-regulated in the transgenic
Arabidopsis plants expressing BCTV C2, depicted in Table 1, are
up-regulated in cell cycle re-entry and present their maximum
expression during mitosis or S-phase (Menges ez al., 2003). These
transgenic plants, however, did not display any obvious phenotype
in plant growth or development (Lozano-Duran et al., 2011),
indicating that aberrant cellular divisions probably do not occur.
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Table 1 Cell cycle-related genes up-regulated in the transgenic Arabidopsis L2 plants according to the microarray data

Cell cycle ACC Arabidopsis
Gene Fold P value Peak re-entry thaliana
Cell cycle/cell cycle regulation
FAR1 (alcohol-forming fatty acyl-CoA reductase 1) 1.80 6.24E-4 At5g22500
CYCB1;4 (cyclin B1;4) 1.68 2.16E-2 At2g26760
CYCB2;4 (cyclin B2;4) 1.73 5.94E-3 M UR At1g76310
DMC1 (disruption of meiotic control 1) 2.30 1.47E-10 At3g22880
FAR4 (alcohol-forming fatty acyl-CoA reductase 4) 2.30 1.17E-10 At3g44540
MAD?2 (mitotic arrest-deficient 2) 2.20 2.63E-9 M UR At3g25980
CYCAT1;1 (cyclin A1;1) 2.10 6.54E-8 M UR At1g44110
CDKB2;1 (cyclin-dependent protein kinaseB2;1) 2.13 2.30E-8 M UR At1g76540
CDKB2;2 (cyclin-dependent protein kinaseB2;2) 1.68 2.57E-2 M UR At1g20930
CDKB1;2 (cyclin-dependent protein kinaseB1;2) 1.72 8.20E-3 At2g38620
Kinesin 12B/PAKRP1L (microtubule motor kinesin) 1.69 1.48E-2 M UR At3g23670
ATMAP65-3 (microtubule-associated protein 65-3) 2.39 4.89E-12 At5g51600
CYCB1;5 (cyclin B1;5) 1.95 9.02E-6 M UR At1g34460
CKS2 (CDK-subunit 2) 2.04 3.34E-7 At2g27970
CYCA2;4 (cyclin A2;4) 1.97 4.47E-6 At1g80370
Nucleosome assembly/chromatin assembly or disassembly
Histone H2A 2.04 3.55E-7 S UR At3g54560
Histone H2A 1.89 5.15E-5 S UR At3g20670
Histone H2B 1.69 1.44E-2 S UR At3g45980
Histone H2B 2.01 8.72E-7 S UR At3g53650
Histone H3 2.08 8.67E-8 At5g10400
Histone H3 1.75 2.77E-3 S UR At3g27360
Histone H4 1.69 1.73E-2 S UR At3g45930
Histone H4 1.77 1.79E-3 S UR At5g59690
Histone H4 1.68 2.54E-2 S UR At1g07820
NFD4 (nucleosome/chromatin assembly factor D4) 1.71 1.06E-2 At2g17560

The peak of expression in the cell cycle and the induction on cell cycle re-entry, as described by Menges et al. (2003), are indicated: M, mitosis; S, S phase;

UR, up-regulation.

The N-terminal region of C2 is sufficient to induce the
expression of cell cycle genes and to promote the activity
of geminivirus Rep

In order to gain an insight into the molecular mechanisms by
which C2 promotes the induction of cell cycle genes and enhances
geminiviral replication, we tested the effect of two different
mutated versions of C2, C2-2 and C2-3 (Hormuzdi & Bisaro,
1995), on the activity of TYLCSV Rep and the expression
of CDBK2, CYCAI and CYCA2 in transgenic 2IRGFP
N. benthamiana plants. Although the wild-type C2 protein is 173
amino acids in length, C2-2 and C2-3 mutated versions contain
premature stop codons, generating truncated proteins of 72 and
13 amino acids, respectively (Fig. 9a). As shown in Fig. 9(b),
C2-3 mutant protein did not lead to a higher GFP expression
when co-expressed with TYLCSV Rep, but C2-2 did, which cor-
related with an enhanced production of mGFP replicons
(Fig. 9¢). Moreover, C2-2, but not C2-3, triggered an
over-expression of CDKB2, CYCAI and CYCA2, similar to that
triggered by wild-type C2 (Fig. S7). Interestingly, these results
suggest that the N-terminal region of C2, containing only the first
four amino acids of the conserved zinc finger domain, is sufficient
to trigger an induction of cell cycle genes and the promotion of
the activity of geminivirus Rep.
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Discussion

BCTV exerts a C2-dependent synergistic effect over TYL-
CSV and other begomovirus species

Nicotiana benthamiana 2IRGFP plants are an excellent tool to
detect positive or negative viral synergisms between TYLCSV
and other viruses. Using these plants, we have been able to detect
a synergistic effect exerted by a curtovirus, BCTV, over a
begomovirus (TYLCSV) infection. Co-infection with both
viruses results in more severe symptoms and increased TYLCSV
DNA accumulation. Subsequent experiments in leaf patch tests,
using BCTV (€2, C4 and V2 mutants, have proven that this
positive synergism on TYLCSV infection is a result of the
promoting effect of BCTV C2 over TYLCSV replication, as
wild-type BCTV as well as C4 and V2 mutants, but not the C2
mutant, enhanced TYLCSV accumulation. Because we did not
perform similar experiments with BCTV mutants in Rep or C3
(as mutations in these genes abolish or reduce viral replication) or
in the CP gene, we cannot completely rule out the possibility that
any of these genes could, in addition to C2, contribute to this
synergistic effect on TYLCSV.

As both viruses replicate in phloem cells and the co-infection
of nuclei has been described in geminiviruses (Morilla ez al.,
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Fig. 9 Rep-dependent green fluorescent protein (GFP)
expression and mGFP production are enhanced by C2-2,
but not by the C2-3 mutant. (a) Diagram of the Beet
curly top virus (BCTV) C2 protein showing residue
number, the relative position of the zinc finger-like motif
and the stop codon in the C2-2 and C2-3 mutated ver-
sions. (b) Leaves from transgenic 2IRGFP Nicotiana
benthamiana plants were co-agroinfiltrated to express
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) Rep
(Rep), and either wild-type C2, the mutated versions
(C2-2, C2-3) or the binary vector pGA482 (-) as a
negative control. (c) Total DNA was extracted from
agroinfiltrated leaf patches and used to determine the (c)
relative amount of mGFP replicons by quantitative
real-time PCR. Values are the mean of three independent
experiments with three replicates each. Bars represent
standard error. Asterisks indicate a statistically significant
difference according to Student's t-test (P < 0.05). All
values are normalized to the value in the mock sample,
where a background can be detected because of the
presence of the transgene. (d) Total RNA extracted from
the same leaves was used to determine the expression
levels of CDKB2 and C2 in the agroinfiltrated leaves by
semi-quantitative reverse transcription-PCR. E7Fa was
used as the internal control. Results at 25 and 30 cycles
(for CDKB2 and C2) and at 30 and 35 cycles (for E1Fa)
are shown. (e) Total RNA extracted from the agroinfiltrated
leaves was used as a template for PCR before cDNA
synthesis. The absence of amplification confirms that
there is no DNA contamination. Similar results were
obtained in two independent experiments.
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2004), it is feasible that these two viruses share similar cell envi-
ronments, allowing BCTV induction of TYLCSV replication in
a natural mixed infection. The synergy described here might have
epidemiological implications, given that C2 also exerts its
positive effect on all geminivirus species analysed, suggesting a
general mechanism to enhance the replication of DNA viruses
(Fig. 7). Interestingly, Briddon & Markham (2001) reported a
positive effect of BCTV over the spreading of the DNA-A of the
begomovirus TGMV in N. benthamiana plants. Although they
interpreted their observations as complementation in movement
functions, they may have been caused by the replicational support
described in this work.

BCTV C2, but not TYLCSV C2, promotes the activity of
geminivirus Rep and enhances geminivirus accumulation

Our data show that the curtovirus BCTV, but not begomovirus-
es, increases the Rep-assisted accumulation of mGFP replicons in
N. benthamiana 2IRGFP plants, suggesting that the ability to
enhance TYLCSV replication is specific to curtoviruses. This
result is supported by the fact that BCTV C2, but not TYLCSV
C2, is able to increase the accumulation of mGFP. BCTV C2
shares some functions and sequence similarities with its begom-
oviral counterpart: (1) both proteins interact with and inactivate
SNF1-related kinase (SnRK1) (Sunter ef al, 2001; Hao et al.,
2003) and the adenosine kinase (ADK) (Wang ez al., 2003); (2)
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both proteins have a conserved zinc finger motif; (3) both pro-
teins produce an enhanced susceptibility phenotype when
expressed in transgenic plants (Sunter ez a/., 2001); and (4) both
proteins function as gene silencing suppressors of PTGS and
TGS (reviewed in Raja er al, 2010). However, they are also
known to have functional differences, as BCTV C2 does not
complement a mutation in the TGMV C2 gene (Stanley e al.,
1992; Sunter er al., 1994; Hormuzdi & Bisaro, 1995; Baliji
et al., 2004, 2007) and, unlike the begomoviral C2, BCTV C2
does not harbour a formal transcriptional activation domain, and
thus is considered to lack the transcriptional activation activity
required for the expression of late viral genes (Sunter & Bisaro,
1992; Hormuzdi & Bisaro, 1995). Strikingly, comparison
between the transcriptome of plants expressing either TYLCSV
C2 or BCTV (2 (Fig. 8) unveiled clear differences, confirming
the functional divergence between these viral proteins. Although
both induce changes in gene expression, the sets of genes altered
in each case are mostly dissimilar, suggesting that C2 from
begomoviruses and curtoviruses might use different mechanisms
to reprogram gene expression in the host cell.

BCTV C2 has a novel function in the re-activation of the cell
cycle

The assay used in this work, based on 2IRGFP constructs, allows
us to study the replication efficiency of geminiviruses, which is
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dependent on both the activity of Rep and the availability of the
required cell machinery. It has been suggested that geminiviral
DNA replication is coupled to changes in the cell cycle stage of
the host cell because of the requirement for cellular factors.
Transcriptomic analysis of transgenic Arabidopsis plants expressing
BCTV C2 unveiled an up-regulation of the genes involved in cell
cycle regulation and chromatin structure. Most of these genes
have been identified as being up-regulated on cell cycle re-entry
from Gl-phase after sucrose starvation (Menges ez al., 2003).
Bearing in mind that geminiviruses usually infect terminally
differentiated cells, and thus must trigger the re-activation of the
DNA replication machinery, the cell cycle re-entry might be an
essential step in the infectious process. Taking together these
results, it is tantalizing to speculate that C2 mediates the up-
regulation of genes required to re-initiate the cell cycle.

So far, two geminiviral proteins have been implicated in the
reprogramming of the cell cycle: Rep from mastreviruses and
begomoviruses, through its interactions with RBR (Hanley-
Bowdoin et al., 2004), and C4 from curtoviruses (Latham ez 4/,
1997; Mills-Lujan & Deom,2010). Ourresults raise the unexpected
possibility that BCTV might rely on at least two different proteins
(C2 and C4), in addition to Rep, to create a cellular environment
favourable for viral replication. The fact that the positive effect of
BCTV C2 on viral accumulation is specific to DNA viruses, as it
does not trigger dramatic changes in the accumulation of RNA
viruses, supports this idea. Although mutations in curtovirus C2
could lead to reduced viral accumulation, lower infectivity and/or
a recovery phenotype (Hormuzdi & Bisaro, 1995; Baliji ez 4/,
2007; Lozano-Durin & Bejarano, 2011), C2 is not essential for
replication, suggesting that the gene induction triggered by C2 is
not required, but favourable, for viral replication.

The use of two mutated versions of BCTV C2 allowed us to
determine that the N-terminal region of C2, containing only the
first 72 amino acids (C2-2), is sufficient to trigger both the
promoting effect over the activity of TYLCSV Rep and the
transcriptional changes in V. benthamiana. This region of C2
contains the first four amino acids of the zinc finger domain
(C-X-C—X), which has been described in begomoviruses as
being essential for the transactivation activity and to mediate
homodimerization. However, BCTV C2 has not been found to
form homodimers despite the fact that the zinc finger domain is
conserved (Yang et al, 2007). The N-terminal region of
begomovirus C2 also contains the nuclear localization signal
(NLS) that is essential for targeting of the protein to the nucleus
(Dong et al., 2003); although this signal is not strictly conserved
in curtoviruses, BCTV C2, similar to begomovirus C2, contains
a large percentage of positively charged amino acid residues in
this region. To date, the subcellular localization of BCTV C2 has
not been elucidated; it will be interesting to determine whether
BCTV C2, like its begomoviral counterpart, is localized to the
nucleus and, if this is the case, whether the diverging NLS is still
functional, as suggested by the functionality of the mutant C2-2.

In this work, we describe a novel function for curtovirus C2 in
promoting geminiviral replication, most likely through the
re-activation of the cell cycle. This novel function resides in the
N-terminal part of the protein and seems to have a broad impact
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on the replication of geminiviruses, which has important epide-
miological implications. Future work will aim to dissect the
molecular mechanisms underlying this novel role of C2.
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Fig. S1 Beer curly top virus (BCTV) DNA accumulation is not
affected by co-infection with Tomato yellow leaf curl Sardinia
virus (TYLCSV) or mutations in C2, C4 or V2 genes

Fig. S2 Rep-dependent green fluorescent protein (GFP) expres-
sion and mGFP production are enhanced by Beer curly top virus
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(BCTV) C2, but not by Tomato yellow leaf curl Sardinia virus
(TYLCSV) C2.

Fig. S3 Beet curly rop virus (BCTV) Rep-dependent green fluores-
cent protein (GFP) expression and mGFP production from
BTCV 2IR constructs are enhanced by C2, but not by C4 or V2.

Fig. S4 Beet curly top virus (BCTV) C2 does not enhance the

accumulation of RNA viruses.

Fig. S5 Expression levels of cell cycle and DNA packaging genes
in Arabidopsis transgenic plants expressing Beet curly top virus
(BCTV) C2 or Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV)
C2.

Fig. S6 Beer curly top virus (BCTV) C2 induces the expression of
CDKB2, CYCA1 and CYCA2 in Nicotiana benthamiana.

Fig. S7 Wild-type Beer curly top virus (BCTV) C2 and C2-2
mutant, but not C2-3 mutant, induce the expression of CDKB2,
CYCALI and CYCA?2 in transgenic 2IRGFP Nicotiana benthamiana
plants.
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