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Resumen 

 

Los viroides son pequeños RNAs circulares de cadena sencilla (246-401 nt) 

patógenos de plantas. A pesar de su pequeño tamaño y de no codificar proteínas, son 

capaces de replicarse autónomamente, moverse sistémicamente y, en la mayoría de los 

casos, provocar enfermedades en sus plantas huésped. Al no codificar proteínas propias, la 

replicación de los viroides depende de la interacción del RNA viroidal con factores del 

huésped. Esta replicación ocurre a través de un mecanismo de círculo rodante con 

intermediarios de RNA con tres etapas que, con algunas variaciones, se repiten en las 

cadenas de ambas polaridades: (1) transcripción RNA-RNA que origina RNAs oligoméricos 

de polaridad complementaria, (2) procesamiento de algunos de estos oligómeros a 

monómeros lineales, y (3) circularización de estos últimos. La presente Tesis Doctoral ha 

tenido como objetivo el estudio de los factores del huésped implicados en la tercera etapa 

de la replicación viroidal. 

Con el fin de identificar los factores celulares implicados en la ligación de los RNAs 

monoméricos lineales de los viroides nucleares (familia Pospiviroidae), se ensayó la ligación 

in vitro del RNA monomérico lineal del viroide del tubérculo fusiforme de la patata (PSTVd), 

abierto por el sitio de procesamiento fisiológico y con extremos 5'-fosfomonoéster (5'-P) y 3'-

hidroxilo (3'-OH), en presencia de diferentes fracciones cromatográficas de proteínas de 

hojas de tomate, huésped experimental de este viroide. Una actividad enzimática capaz de 

circularizar el RNA viroidal se detectó en las fracciones de la columna de heparina eluidas a 

concentraciones de KCl en torno a 0.5 M. Esta actividad de ligación resultó ser específica de 
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los extremos del RNA ensayados y por lo tanto diferente de la única RNA ligasa de plantas 

conocida: la tRNA ligasa, que reconoce extremos 5’-hidroxilo (5'-OH) y 2',3'-fosfodiéster 

cíclico (2',3'>P). La nueva actividad de tomate es sensible a desnaturalización térmica y 

degradación proteolítica, requiere Mg2+ y ATP como cofactores, y muestra una alta 

especificidad de sustrato, ligando exclusivamente el PSTVd lineal abierto por el sitio de 

procesamiento fisiológico. La actividad cataliza además la circularización de los RNAs 

monoméricos lineales de los miembros representativos de los otros géneros de la familia 

Pospiviroidae, todos ellos abiertos por el sitio de procesamiento fisiológico. Empleando [α-

32P]ATP en la reacción de ligación se detectó una proteína adenilada de aproximadamente 

90 kDa con un comportamiento cromatográfico coincidente con la actividad RNA ligasa. El 

análisis por espectrometría de masas de una fracción proteica conteniendo esta proteína 

condujo a concluir que la actividad que circulariza el RNA viroidal reside muy probablemente 

en la DNA ligasa 1 de tomate. Esta conclusión se confirmó cuando el cDNA correspondiente 

se clonó y expresó en Escherichia coli, y la proteína resultante se purificó y ensayó in vitro 

empleándose como sustrato el PSTVd lineal abierto en el sitio de procesamiento fisiológico. 

Respecto a los factores del huésped que pudieran estar implicados en la ligación de 

los intermediarios replicativos de los viroides cloroplásticos (familia Avsunviroidae), 

recientemente se han identificado isoformas de la tRNA ligasa que, probablemente por un 

mecanismo de traducción alternativa, contienen un péptido de tránsito al cloroplasto. Esta 

enzima reconoce específicamente extremos de RNA 5'-OH y 2',3'>P, que son los que 

produce el autocorte mediado por las ribozimas de cabeza de martillo características de la 

familia Avsunviroidae. Por esta razón, se clonó el cDNA correspondiente a la isoforma 

cloroplástica de la tRNA ligasa de berenjena y se expresó en E. coli. Los ensayos de 

ligación in vitro con la proteína recombinante purificada, empleando como sustrato el RNA 

monomérico lineal del viroide latente de la berenjena (ELVd) con extremos 5’-OH y 2’,3’>P, 

mostraron que la misma, en una reacción dependiente de Mg2+ y ATP, cataliza la eficiente 

circularización del ELVd lineal únicamente cuando éste se encuentra abierto por el sitio de 

procesamiento fisiológico. La tRNA ligasa de berenjena mostró además capacidad de 

circularizar los RNAs monoméricos lineales de ambas polaridades de los otros viroides 

cloroplásticos, poniendo de manifiesto que es muy probablemente el factor del huésped 

implicado en la última etapa de su replicación. 
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Resum 

 

Els viroides són menuts RNAs circulars de cadena senzilla (246-401 nt) patògens de  

plantes. Malgrat la seua xicoteta grandària i de no codificar proteïnes, són capaços de 

replicar-se autònomament, moure’s sistèmicament i, en la majoria dels casos, provocar 

malalties en les seues plantes hoste. Al no codificar proteïnes pròpies, la replicació dels 

viroides depèn de la interacció de l’RNA viroidal amb factors de l’hoste. Aquesta replicació 

ocorre a través d’un mecanisme de cercle rodant amb intermediaris d’RNA amb tres etapes 

que, amb algunes variacions, es repeteixen en les cadenes d’ambdues polaritats: (1) 

transcripció RNA-RNA que origina RNAs oligomèrics de polaritat complementària, (2) 

processament d’alguns d’aquests oligòmers a monòmers lineals, i (3) circularització 

d’aquests últims. La present Tesi Doctoral ha tingut com a objectiu l’estudi dels factors de 

l’hoste implicats en la tercera etapa de la replicació viroidal. 

Amb la finalitat d’identificar els factors cel·lulars implicats en la lligació dels RNAs 

monomèrics lineals dels viroides nuclears (família Pospiviroidae), es va assajar la lligació in 

vitro de l’RNA monomèric lineal del viroide del tubèrcul fusiforme de la creïlla (PSTVd), obert 

pel lloc de processament fisiològic i amb extrems 5'-fosfomonoéster (5'-P) i 3'-hidroxil (3'-

OH), en presència de diferents fraccions cromatogràfiques de proteïnes de fulles de tomata, 

hoste experimental d’aquest viroide. Una activitat enzimàtica capaç de circularitzar l’RNA 

viroidal es va detectar en les fraccions de la columna d’heparina eluïdes a concentracions de 

KCl al voltant de 0.5 M. Aquesta activitat de lligació va resultar ser específica dels extrems 

de l’RNA assajats i per tant diferent de la única RNA lligasa de plantes coneguda: la tRNA 
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lligasa, que reconeix extrems 5’-hidroxil (5'-OH) i 2',3'-fosfodiéster cíclic (2',3'>P). La nova 

activitat de tomata es sensible a desnaturalització tèrmica i degradació proteolítica, requereix 

Mg2+ i ATP com a cofactors, i mostra una alta especificitat de sustrat, lligant exclusivament el 

PSTVd lineal obert pel lloc de processament fisiològic. L’activitat catalitza a més la 

circularització dels RNAs monomèrics lineals dels membres representatius dels altres 

gèneres de la família Pospiviroidae, tots ells oberts pel lloc de processament fisiològic. 

Emprant  [α-32P]ATP en la reacció de lligació es va detectar una proteïna adenilada de 

aproximadament 90 kDa amb un comportament cromatogràfic que coincideix amb l’activitat 

RNA lligasa. L’ anàlisi per espectrometria de masses d’una fracció proteïca contenint 

aquesta proteïna va portar a concloure que la activitat que circularitza el RNA viroidal 

resideix molt probablement en la DNA lligasa 1 de tomata. Aquesta conclusió es va 

confirmar quan el cDNA corresponent es va clonar i expressar en Escherichia coli, i la 

proteïna resultant es va purificar i assajar in vitro emprant-se com a sustrat el PSTVd lineal 

obert al lloc de processament fisiològic. 

Respecte als factors de l’hoste que pogueren estar implicats en la lligació dels 

intermediaris replicatius dels viroides cloroplàstics (familia Avsunviroidae), recentment s’han 

identificat isoformes de la tRNA lligasa que, probablement per un mecanisme de traducció 

alternativa, contenen un pèptid de trànsit al cloroplast. Aquest enzim reconeix 

específicament extrems d’RNA 5'-OH i 2',3'>P, que són els que produeix l’autotall intervingut 

per els ribozims de cap de martell característics de la família Avsunviroidae. Per aquesta 

raó, es va clonar el cDNA corresponent a la isoforma cloroplàstica de la tRNA lligasa 

d’albergínia i es va expressar en E. coli. Els assajos de lligació in vitro amb la proteïna 

recombinant purificada, emprant com a sustrat l’RNA monomèric lineal del viroide latent de 

l’albergínia (ELVd) amb extrems 5’-OH i 2’,3’>P, mostraren que la mateixa, en una reacció 

depenent de Mg2+ i ATP, catalitza l’eficient circularització de l’ELVd lineal únicament quan 

aquest es troba obert pel lloc de processament fisiològic. La tRNA lligasa d’alberginia va 

mostrar a més capacitat de circularitzar els RNAs monomèrics lineals d’ambdues polaritats 

dels altres viroides cloroplàstics, ficant de manifest que molt probablement es el factor de 

l’hoste implicat en la última etapa de la seua replicació. 
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Summary 

 

Viroids are small, circular, single-stranded, non-protein-coding RNAs (246-401 nt) 

from plants. Despite these singular properties, viroids can replicate autonomously, move 

systemically, and in most cases cause disease in their hosts. Given that they do not encode 

proteins, replication of viroids relies very strictly on their interaction with host factors. This 

replication occurs via a rolling-circle mechanism based on RNA intermediates with three 

steps, which with some variations are repeated in the strands of both polarities: (1) RNA-

RNA reiterative transcription of the initial circular template that generates oligomeric RNAs of 

complementary polarity, (2) cleavage of some of these RNAs to linear monomers, and (3) 

circularization of the latter. This Doctoral Thesis has focused on the study of the host factors 

involved in the third step of viroid replication. 

For the identification of cellular factors involved in ligation of nuclear viroids (family 

Pospiviroidae), circularization of the linear monomeric RNA of Potato spindle tuber viroid 

(PSTVd), opened at the physiological processing site and with 5'-phosphomonoester (5'-P) 

and 3'-hydroxyl (3'-OH) termini, was assayed in the presence of protein chromatographic 

fractions of tomato, an experimental host of this viroid. An enzymatic activity able to 

circularize the viroid RNA was detected in fractions of the heparin column eluting around 0.5 

M KCl. This ligation activity is specific of the RNA termini assayed and, therefore, different 

from the only plant RNA ligase known: the tRNA ligase, which recognizes 5'-hydroxyl (5'-OH) 

and 2',3'-cyclic phosphodiester (2',3'>P) termini. The new tomato activity is sensitive to 

thermal denaturation and proteolytic digestion, requires ATP and Mg2+, and shows high 
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substrate specificity, circularizing only the linear PSTVd opened at the physiological 

processing site. The activity also mediates circularization of the linear monomeric RNAs of 

representative members of other genera of the family Pospiviroidae, all opened at their 

physiological processing sites. By using [α-32P]ATP in the ligation reaction, an adenylated 

protein of approximately 90 kDa with a chromatographic behavior identical to the RNA ligase 

activity was detected. Mass spectrometry analysis of a fraction containing this protein 

strongly suggested that the activity mediating circularization of the viroid RNA probably 

resides in the tomato DNA ligase 1. This hypothesis was confirmed when the corresponding 

cDNA was cloned and expressed in Escherichia coli, and the resulting protein was purified 

and tested in vitro using the linear PSTVd opened at the physiological processing site as 

substrate. 

Regarding the host factors involved in the circularization of the replicative 

intermediates of chloroplastic viroids (family Avsunviroidae), it has been recently reported 

that the tRNA ligase may contain a transit peptide to the chloroplast probably resulting from a 

mechanism of alternative translation. This enzyme specifically recognizes 5'-OH and 2',3'>P 

RNA termini, which are those characteristically produced by the hammerhead ribozymes that 

mediate self-cleavage in the family Avsunviroidae. Consequently, the cDNA corresponding to 

the chloroplastic isoform of the eggplant tRNA ligase was cloned and expressed in E. coli. In 

vitro ligation assays with the purified recombinant protein, using the monomeric linear RNA of 

the Eggplant latent viroid (ELVd) with 5'-OH and 2',3'>P termini as substrate, showed that the 

tRNA ligase, in an ATP- and Mg2+-dependent reaction, efficiently catalyzes the circularization 

of the linear ELVd RNA only when it is opened at the physiological processing site. The 

enzyme was also able to circularize the monomeric linear RNAs of both polarities of the other 

chloroplastic viroids, indicating that most likely it is the host factor involved in the last step of 

their replication. 
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1. Los viroides 

 

1.1 Características generales de los viroides 

Tras su descubrimiento hace cuatro décadas (Diener, 1971), los viroides siguen 

siendo hoy en día sistemas únicos para el estudio de las relaciones entre estructura y 

función en el RNA. Están exclusivamente compuestos por un RNA circular de cadena 

sencilla y pequeño tamaño (246-401 nt) con un alto grado de autocomplementariedad que 

promueve un plegamiento compacto (Diener, 2001; Flores et al., 2004; Tabler y Tsagris, 

2004; Flores et al., 2005a; Darós et al., 2006; Ding y Itaya, 2007). Al contrario que los virus, 

no codifican proteínas propias (Davies et al., 1974; Hall et al., 1974; Semancik et al., 1977; 

revisado en Diener, 2001), pese a lo cual son capaces de replicarse autónomamente e 

inducir enfermedades en plantas, muchas de ellas de importancia económica. Al no codificar 

proteínas, toda la información necesaria para seleccionar ciertas plantas huéspedes, 

replicarse en ellas, moverse a su través y completar su ciclo infeccioso reside en la 

capacidad del RNA viroidal de interaccionar con factores del huésped. 

Los viroides infectan diferentes tipos de plantas cultivadas causando síntomas de 

diversa intensidad que abarcan desde efectos suaves, como una leve reducción del 

crecimiento, hasta pronunciadas deformaciones, necrosis y clorosis de hojas, frutos y 

órganos de reserva y marcado enanismo. Sin embargo, algunos viroides no causan 

síntomas comportándose como simples replicones de RNA más que como patógenos. 
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La simplicidad estructural y funcional de los viroides, junto con la capacidad de 

algunos de ellos de formar ribozimas de cabeza de martillo, los motivos de RNA catalítico 

más simples conocidos (Hutchins et al., 1986; Prody et al., 1986; Forster y Symons, 1987; 

Flores et al., 2001) (ver más adelante), sustenta la idea de que los viroides tienen un origen 

evolutivo muy antiguo e independiente del de los virus, pudiendo considerárseles fósiles 

moleculares derivados de los primeros replicones del mundo de RNA que se postula 

antecedió a la aparición de la actual vida celular basada en el DNA y las proteínas (Diener, 

1989; revisado en Diener, 2001). 

 

1.2 Estructura y clasificación de los viroides 

Los 32 viroides caracterizados biológica y molecularmente hasta el momento se 

agrupan en dos familias (Fig. 1). La mayoría de ellos pertenecen a la familia Pospiviroidae, 

cuya especie tipo es el viroide del tubérculo fusiforme de la patata (Potato spindle tuber 

viroid, PSTVd), el primer viroide descrito (Diener, 1971; Gross et al., 1978). Los miembros 

de esta familia se caracterizan por la presencia de una región central conservada (central 

conserved region, CCR), por carecer de ribozimas y por replicarse y acumularse en el 

núcleo (Diener, 1971; Harders et al., 1989; Bonfiglioli et al., 1996; Qi y Ding, 2003a). Los 

restantes cuatro viroides, que se engloban dentro la familia Avsunviroidae, con el viroide del 

manchado solar del aguacate (Avocado sunblotch viroid, ASBVd) (Symons, 1981) como 

especie tipo, carecen de la CCR y se replican y acumulan en el cloroplasto (Mohamed y 

Thomas, 1980; Bonfiglioli et al., 1994; Lima et al., 1994; Bussière et al., 1999; Navarro et al., 

1999). Además, estos cuatro viroides tienen la propiedad de que sus cadenas de ambas 

polaridades se autocortan a través de ribozimas de cabeza de martillo (Hutchins et al., 1986; 

Flores et al., 2001). 

Aparte de estos criterios, reconstrucciones filogenéticas a partir de las secuencias 

completas de los viroides (Flores et al., 2005b) sostienen este esquema de clasificación. 

Dentro de cada género, el criterio para delimitar la especie viroidal es un nivel de identidad 

de secuencia menor del 90% y diferentes propiedades biológicas. Los viroides, como los 

virus, se propagan en sus huéspedes como poblaciones de variantes de secuencia 

relacionadas (cuasi-especies), aunque una o más suelen predominar en la población. 

Algunas variantes viroidales con pequeños cambios en ciertas regiones están directamente 

relacionadas con enfermedaes específicas (Reanwarakorn y Semancik, 1998; Malfitano et 

al., 2003; Palacio-Bielsa et al., 2004) o con alteraciones en la intensidad de los síntomas 

(Schnölzer et al., 1985; Visvader y Symons, 1986; De la Peña et al., 1999). 
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La base de datos de RNA subviral [The Subviral RNA Database, 

http://subviral.med.uottawa.ca, (Rocheleau y Pelchat, 2006)] presenta además información 

actualizada sobre la secuencia y estructura de los viroides y sus variantes. 

 

 

 

Figura 1.- Clasificación de los viroides del ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) en su última 

actualización (2009). Éstos se agrupan en dos familias, Pospiviroidae y Avsunviroidae, que están compuestas por cinco y 

tres géneros, respectivamente. Las especies tipo de cada género se destacan en verde. Para cada especie se indica la 

abreviatura de su nombre en inglés y el nombre completo en castellano, junto con el tamaño en nucleótidos y la referencia 

del trabajo donde se describió molecularmente. 

http://subviral.med.uottawa.ca/
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1.2.1 Familia Pospiviroidae 

Como se ha comentado anteriormente, la mayoría de las más de 30 especies de 

viroides conocidas (Flores et al., 2004) pertenecen a la familia Pospiviroidae, cuya especie 

tipo es el PSTVd. Este viroide y presumiblemente otros miembros de su familia adoptan in 

vitro una estructura secundaria de mínima energía libre en forma de varilla (o cuasi-varilla) 

formada por regiones cortas de doble cadena que se alternan con otras de menor 

autocomplementariedad que forman bucles de simple cadena (Sogo et al., 1973; Sänger et 

al., 1976; Dingley et al., 2003) (Fig. 2A). Las repeticiones y deleciones observadas en ciertos 

viroides, como el viroide del cadang-cadang del cocotero (Coconut cadang-cadang viroid, 

CCCVd) o el viroide de la exocortis de los cítricos (Citrus exocortis viroid, CEVd), siempre 

preservan esta estructura en forma de varilla indicando que muy probablemente también 

existe in vivo (Haseloff et al., 1982; Semancik et al., 1994; Fadda et al., 2003b). A partir de 

comparaciones de secuencia, esta estructura en forma de varilla se ha dividido en cinco 

dominios estructurales y funcionales: central (C), patogénico (P), variable (V) y terminal 

derecho (TR) e izquierdo (TL) (Keese y Symons, 1985; Sano et al., 1992) (Fig. 3). La CCR 

que caracteriza a los miembros de esta familia se encuentra en el dominio C y está formada 

por dos tramos nucleotídicos conservados (y flanqueado el de la rama superior por 

repeticiones invertidas). Dependiendo de la naturaleza de la CCR y de la presencia o 

ausencia de una región terminal conservada (terminal conserved region, TCR) en la rama 

superior del dominio TL, y de una horquilla terminal conservada (terminal conserved hairpin, 

TCH) también localizada en el dominio TL y conservada en secuencia y estructura 

secundaria, los miembros de esta familia se dividen en cinco géneros (Flores et al., 2005b). 

Algunos de estos dominios estructurales han sido involucrados en funciones específicas: el 

dominio C, particularmente la rama superior de la CCR, en el corte y ligación de los 

intermediarios multiméricos de RNA del PSTVd generados durante su ciclo replicativo 

(Baumstark et al., 1997; Gas et al., 2007) y el dominio P, en la patogénesis del PSTVd y 

otros viroides relacionados. La situación in vivo es probablemente más complicada, 

pudiendo algunas funciones ser reguladas por determinantes estructurales localizados en 

más de un dominio (Sano et al., 1992). Por otra parte, a algunas regiones conservadas, 

como la TCR y la TCH, todavía no se les ha asignado una función concreta. 
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Figura 2.- Estructuras secundarias de mínima energía libre propuestas para viroides de las familias Pospiviroidae 

y Avsunviroidae. (A) Conformación en forma de varilla del PSTVd. Sobre fondo negro se destacan los nucleótidos que 

forman parte de la TCR y la CCR. Además se indican los nucleótidos que forman el tallo de las horquillas I (HPI) y II (HPII), 

así como las cajas GC y los bucles implicados en transcripción (1, 2, 3 y 4) (Kolonko et al., 2006; Zhong et al., 2008), 

movimiento célula a célula (6, 7) (Zhong et al., 2007; Takeda et al., 2011) y conformación de la CCR (13, 14, 15). La flecha 

verde indica el sitio propuesto de inicio de la transcripción U359/C1 de las cadenas (-). (B) Estructura ramificada del 

PLMVd y (C) en forma de quasi-varilla del ELVd. Los banderines delimitan las ribozimas de cabeza de martillo de ambas 

polaridades, indicándose con barras los nucleótidos conservados en las mismas. En los cuadros se muestra la estructura 

de las ribozimas de cabeza de martillo (HHRz) de polaridad positiva de ambos viroides. Las flechas señalan el sitio de 

autocorte. Los símbolos negros y blancos corresponden a las polaridades positiva y negativa, respectivamente. Las líneas 

discontinuas en la estructura del PLMVd muestran las interacciones de tipo “kissing loop” (KL) (Bussière et al., 2000; Gago 

et al., 2005). 
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Además de la conformación más estable en forma de varilla, los viroides de esta 

familia pueden adoptar durante su desnaturalización térmica (y posiblemente durante su 

replicación) otras estructuras secundarias metaestables como la horquilla I (hairpin I, HPI), 

formada por la rama superior de la CCR y las secuencias invertidas repetidas que la 

flanquean (Fig. 2A y 3). Esta estructura parece estar implicada en el procesamiento de los 

intermediarios oligoméricos generados durante la replicación (Meshi et al., 1985; Visvader et 

al., 1985; Diener, 1986; Gas et al., 2007), habiéndose cartografiado el sitio de 

procesamiento in vivo entre las posiciones tercera y cuarta de los cuatro nucleótidos que 

forman el tetrabucle que cierra esta horquilla I (Gas et al., 2007). Una segunda estructura 

secundaria metaestable, la horquilla II (hairpin II, HPII), puede formarse en el PSTVd por 

interacciones entre las secuencias nucleotídicas 227 a 236 y 319 a 328, localizadas a 

ambos lados de la CCR en la hebra inferior de la estructura en varilla (Henco et al., 1979; 

Riesner et al., 1979) (Fig. 2A). Cambios nucleotídicos que impiden la formación de la HPII 

siempre revierten a la secuencia silvestre en plantas de tomate infectadas, resaltando la 

importancia de este elemento estructural. Se ha demostrado la existencia de la HPII in vitro 

como in vivo (Schröder y Riesner, 2002) y postulado que es crítica para la transcripción del 

RNA (-) del PSTVd (Loss et al., 1991; Owens et al., 1991; Qu et al., 1993; Kolonko et al., 

2006). 

Entre los elementos de estructura terciaria caracterizados en los miembros de la 

familia Pospiviroidae, destaca el denominado bucle E (Fig. 3), inicialmente identificado en el 

5S rRNA y posteriormente en la CCR del PSTVd in vitro (Branch et al., 1985) e in vivo (Eiras 

et al., 2007; Wang et al., 2007b). Este elemento se ha involucrado en la etapa final de 

ligación del ciclo replicativo (Baumstark et al., 1997; Gas et al., 2007), así como en 

patogénesis (Qi y Ding, 2003b), adaptación al huésped (Wassenegger et al., 1996; Qi y 

Ding, 2002; Zhu et al., 2002) y transcripción (Zhong et al., 2006). 
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Figura 3.- Esquema de la estructura secundaria característica de un miembro de la familia Pospiviroidae. En la 

parte superior se indican los dominios TL (terminal izquierdo), P (patogénico), C (central), V (variable) y TR (terminal 

derecho). Los nucleótidos que forman parte de las regiones conservadas TCH, TCR y CCR se muestran en verde, azul y 

naranja, respectivamente. Las flechas que flanquean la rama superior de la CCR indican los nucleótidos que, junto con los 

conservados, forman repeticiones invertidas imperfectas que dan lugar a la horquilla I. La flecha central en la CCR marca 

el sitio de procesamiento. En la parte superior de la figura se representa la estructura de la horquilla I del PSTVd, 

indicándose en blanco los nucleótidos conservados en posiciones similares en la familia Pospiviroidae y con una flecha el 

sitio de procesamiento. En la parte inferior se muestra el bucle E identificado como un elemento de estructura terciaria en 

la CCR del PSTVd. Las letras N indican los nucleótidos no conservados y las de mayor tamaño los característicos del 

bucle E. La línea en forma de S señala los nucleótidos que se entrecruzan tras irradiación con luz ultravioleta. Los guiones 

representan interacciones canónicas Watson-Crick. 
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1.2.2 Familia Avsunviroidae 

Los cuatro viroides que forman esta segunda familia (revisado en Flores et al., 2000), 

cuya especie tipo es el ASBVd, no presentan los motivos conservados CCR, TCR y TCH. 

Sin embargo, muestran la peculiaridad de formar estructuras ribozimáticas de cabeza de 

martillo que median el autocorte de los RNAs multiméricos de ambas polaridades originados 

durante la replicación (Flores et al., 2000; Fadda et al., 2003a) (ver más adelante). Aparte de 

los nucleótidos conservados que forman el centro catalítico de estas estructuras de cabeza 

de martillo, no hay más similitudes de secuencia entre ellos. El viroide del mosaico latente 

del melocotonero (Peach latent mosaic viroid, PLMVd) y el viroide del moteado clorótico del 

crisantemo (Chrysanthemun chlorotic motle viroid, CChMVd) se agrupan en un mismo 

género por su estructura secundaria ramificada (Hernández y Flores, 1992; Navarro y 

Flores, 1997; De la Peña et al., 1999) (Fig. 2B) y por su insolubilidad en LiCl 2 M (Navarro y 

Flores, 1997). Estas estructuras ramificadas están compuestas por múltiples horquillas y 

bucles internos y son muy probablemente relevantes biológicamente, ya que la 

heterogeneidad de secuencia encontrada en diferentes variantes naturales, particularmente 

del CChMVd, preservan su estabilidad: los cambios aparecen en los bucles o, cuando lo 

hacen en los tallos, son covariaciones o mutaciones compensatorias (Navarro y Flores, 

1997; De la Peña et al., 1999; Gago et al., 2005). La estructura ramificada aparece además 

estabilizada por elementos de estructura terciaria (pseudonudos de tipo kissing loop), que 

son interacciones canónicas entre nucleótidos de bucles de algunas de las horquillas que 

forman la estructura ramificada. Estos elementos han sido identificados en el PLMVd por 

marcaje químico y enzimático in vitro (Bussière et al., 2000) y en el CChMVd por 

mutagénesis dirigida, bioensayos y técnicas biofísicas (Gago et al., 2005), donde dicha 

interacción es crítica para el plegamiento in vitro y para la viabilidad in vivo. Por su parte, el 

ASBVd y el viroide latente de la berenjena (Eggplant latent viroid, ELVd) adoptan una 

estructura en forma de cuasi-varilla (Fig. 2C). El ASBVd, el único viroide con un alto 

contenido en A + U (62%) (Hutchins et al., 1986), forma un género monoespecífico y el 

ELVd, cuyas propiedades se encuentran entre las de los miembros de los otros dos 

géneros, también (Fadda et al., 2003a). 
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1.3 Replicación de los viroides 

 Aunque en un principio se sugirió que el RNA del PSTVd podría haberse originado a 

partir de genes de solanáceas por creer que contenía secuencias homólogas al DNA de su 

huésped experimental (tomate) (Hadidi et al., 1976), experimentos posteriores no 

confirmaron esta propuesta en plantas infectadas por PSTVd o CEVd (Branch y Dickson, 

1980; Zaitlin et al., 1980). Tras la identificación en Gynura aurantiaca infectada de RNAs 

complementarios al RNA genómico del CEVd, éstos fueron propuestos como los posibles 

intermediarios replicativos, restándole soporte a la participación de intermediarios de DNA 

(Grill y Semancik, 1978). Además, en plantas de tomate infectadas con PSTVd, se observó 

que el RNA viroidal circular más abundante (arbitrariamente considerado como de polaridad 

positiva) estaba acompañado de RNAs oligoméricos de polaridad negativa presumiblemente 

resultantes de la transcripción reiterativa del primero (Branch y Robertson, 1984). También 

en protoplastos electroporados (Qi y Ding, 2002) las únicas moléculas de polaridad negativa 

que se acumulan son cadenas oligoméricas. En plantas infectadas por miembros de la 

familia Avsunviroidae, sin embargo, sí que se ha detectado el RNA monomérico circular de 

polaridad negativa, como por ejemplo en aguacate infectado con ASBVd (Hutchins et al., 

1985; Darós et al., 1994) y en melocotonero infectado con PLMVd (Bussière et al., 1999). Se 

ha comprobado además que en los miembros de esta familia los RNAs de ambas 

polaridades son capaces de autocortarse in vitro a través de ribozimas de cabeza de martillo 

(Hutchins et al., 1986; Hernández y Flores, 1992; Darós et al., 1994; Navarro y Flores, 1997; 

Fadda et al., 2003a). 

 En resumen, dada la existencia en tejidos infectados de RNAs viroidales circulares y 

oligoméricos de una o las dos polaridades, se asume que el modo de replicación de los 

viroides ocurre a través de un mecanismo de círculo rodante (Branch y Robertson, 1984) 

con sólo intermediarios de RNA (Grill y Semancik, 1978). De forma más específica, se han 

propuesto dos variantes alternativas para la replicación de los viroides de las dos familias: la 

asimétrica para los miembros de la familia Pospiviroidae (Branch y Robertson, 1984; 

Ishikawa et al., 1984) y la simétrica para los miembros de la familia Avsunviroidae (Hutchins 

et al., 1985; Bussière et al., 1999) (Fig. 4). 
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Figura 4.- Mecanismo de círculo rodante propuesto para la replicación de los viroides. En la parte superior de la 

figura se representa la variante asimétrica que siguen los miembros de la familia Pospiviroidae en el núcleo. En esta 

variante sólo opera un círculo rodante y es un factor del huésped (FH) el que media el corte de los RNAs oligoméricos (+) 

dando lugar a monómeros lineales con extemos 5’-P y 3’-OH. En la parte inferior se muestra la variante simétrica seguida 

por los miembros de la familia Avsunviroidae en el cloroplasto, en la que los oligómeros viroidales (+) y (-) se autocortan 

ribozimáticamente (Rz) generando RNAs lineales de longitud completa con extremos 5’-OH y 2’,3’>P. Los RNAs viroidales 

(+) y (-) se representan en rojo y amarillo, respectivamente. Las puntas de flecha indican los sitios de corte. 
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En la variante asimétrica, el monómero circular de polaridad positiva es transcrito por 

una RNA polimerasa dando lugar a un oligómero de polaridad negativa. Éste a su vez ejerce 

de molde en una segunda transcripción RNA-RNA para la síntesis de un oligómero de 

polaridad positiva, que es procesado presumiblemente por factores del huésped siendo 

primero monomerizado y posteriormente circularizado. En la variante simétrica, el 

monómero circular de polaridad positiva sirve de molde para la transcripción de un 

oligómero de polaridad negativa que se autocorta a través de ribozimas de cabeza de 

martillo. Estos monómeros de polaridad negativa se circularizan y ejercen de molde para la 

síntesis de oligómeros de polaridad positiva, que de nuevo se autocortan y ligan para 

finalmente dar lugar al monómero circular de polaridad positiva. La diferencia fundamental 

entre ambas variantes es el molde de polaridad negativa, ya que corte y ligación ocurren 

únicamente en las cadenas positivas en la variante asimétrica, mientras que en la variante 

simétrica ocurren en las cadenas de ambas polaridades. 

 Dado que los viroides no codifican proteínas propias, las tres actividades catalíticas 

requeridas, RNA polimerasa, RNasa (en el caso de los miembros de la familia Pospiviroidae) 

y RNA ligasa, deben residir en proteínas del huésped. Como ya se ha comentado 

anteriormente, el corte de los oligómeros de polaridad positiva y negativa ocurre de forma 

autocatalítica en la familia Avsunviroidae y está mediada por ribozimas de cabeza de martillo 

(Hutchins et al., 1986; Prody et al., 1986; Forster y Symons, 1987). 

 1.3.1 Transcripción: enzimas implicadas y sitio de inicio 

 A pesar de la existencia en plantas de RNA polimerasas RNA dependientes, su 

localización citoplasmática es incompatible con su posible intervención en la replicación de 

los viroides, que, como ya se ha comentado anteriormente, ocurre en el núcleo (familia 

Pospiviroidae) o en el cloroplasto (familia Avsunviroidae). Por lo tanto, la localización 

subcelular de los viroides condiciona los factores con los que interaccionan y para ambas 

familias se ha postulado que las polimerasas que los transcriben son RNA polimerasas 

dependientes de DNA. El mecanismo por el cual los viroides son capaces de subvertir la 

especificidad de molde de estas polimerasas y forzarlas a transcribir un molde de RNA no se 

conoce. 

 La enzima que cataliza la polimerización de las cadenas de polaridad tanto positiva 

como negativa en el PSTVd y otros miembros de la familia Pospiviroidae es la RNA 

polimerasa II nuclear. Análisis de transcripción in vivo (Mühlbach y Sänger, 1979) e in vitro 

(Flores y Semancik, 1982; Schindler y Mühlbach, 1992) muestran que la replicación del 

PSTVd y de otros viroides representativos de esta familia, como el CEVd y el viroide del 
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enanismo del lúpulo (Hop stunt viroid, HSVd), es inhibida por las bajas concentraciones de 

la toxina fúngica α-amanitina que característicamente inhiben la RNA polimerasa II 

nucleoplasmática. Por otra parte, ensayos de inmunoprecipitación de fracciones 

cromatínicas de tomate infectado por el CEVd con un anticuerpo monoclonal que reconoce 

un dominio conservado en el extremo terminal carboxílico de la subunidad mayor de la RNA 

polimerasa II muestran que esta subunidad coprecipita con las cadenas viroidales de ambas 

polaridades (Warrilow y Symons, 1999). 

 En cuanto a otras proteínas que pudieran estar implicadas en la replicación de los 

viroides nucleares, se ha comprobado que la proteína Virp1, aislada en un rastreo de una 

genoteca de expresión de tomate y que contiene una señal de localización nuclear (Martínez 

de Alba et al., 2003), interacciona con las regiones terminales derechas del PSTVd y el 

HSVd (Gozmanova et al., 2003; Maniataki et al., 2003). Esta proteína parece estar implicada 

en replicación, puesto que el PSTVd no se replica en protoplastos aislados de plantas de 

Nicotiana benthamiana transgénicas con la expresión de Virp1 suprimida (Kalantidis et al., 

2007). 

 La naturaleza circular de los viroides hace posible que la síntesis de los RNAs 

viroidales pueda iniciarse tanto en un sitio específico (dirigida por secuencias promotoras) 

como al azar, pues ambas situaciones permiten la transcripción completa de un molde 

circular. A este respecto, los datos existentes acerca de los sitios de inicio de la transcripción 

de los miembros de la familia Pospiviroide se basan mayoritariamente en estudios con el 

PSTVd e implican al dominio terminal izquierdo como crítico para la iniciación de la 

transcripción del RNA genómico (+). Análisis in vitro con extractos nucleares de patata 

suplementados con el RNA monomérico (+) circular del PSTVd han cartografiado el sitio de 

inicio de las cadenas (-) de este viroide en los nucleótidos U359 o C1 del bucle terminal 

izquierdo del molde de polaridad positiva (Fig. 2A, bucle 1) (Kolonko et al., 2006). Al alargar 

este bucle mediante mutagénesis, la replicación en protoplastos o la infección en plantas de 

N. benthamiana se ven inhibidas. Por otra lado, la disrupción mediante mutagénesis dirigida 

de cada uno de los tres bucles consecutivos al bucle terminal izquierdo (Fig. 2A, bucles 2, 3 

y 4) inhibe la replicación del PSTVd en protoplastos (Zhong et al., 2008). Estos análisis 

mutacionales también han involucrado a dos supuestas cajas GC de la estructura 

secundaria del PSTVd en transcripción (Kolonko et al., 2006). 

 Se ha propuesto que la RNA polimerasa cloroplástica de codificación nuclear 

(nuclear encoded polymerase, NEP) es la enzima involucrada en la replicación de los 

miembros de la familia Avsunviroidae. Ensayos de transcripción en cloroplastos de aguacate 
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purificados de tejido infectado con el ASBVd muestran que, mientras la transcripción de 

diferentes genes cloroplásticos es inhibida por el inhibidor bacteriano tagetitoxina, la síntesis 

de los oligómeros viroidales no se ve afectada (Navarro et al., 2000). Sin embargo, estudios 

in vitro con el PLMVd y la RNA polimerasa de Escherichia coli (Pelchat et al., 2001), apuntan 

a la implicación de la RNA polimerasa cloroplástica de codificación plastídica (plastid 

encoded polymerase, PEP), aunque este sistema dista mucho de la situación fisiológica real. 

De hecho, se ha observado que la síntesis y acumulación del PLMVd en el melocotonero 

son particularmente altas en aquellas zonas de las hojas que muestran un albinismo (cálico) 

donde el procesamiento de los precursores de los RNAs ribosomales cloroplásticos (y por lo 

tanto la traducción de proteínas de codificación plastídica como la PEP) están afectados 

(Rodio et al., 2007). Estas observaciones son por tanto más concordantes con la idea de 

que, al igual que en el ASBVd, es la NEP la enzima involucrada en la replicación del PLMVd, 

al tiempo que sugieren que otros factores cloroplásticos que pudieran mediar este proceso 

también son de codificación nuclear. En este último contexto, mediante irradiación UV de 

hojas de aguacate infectado por ASBVd, se han identificado dos proteínas cloroplásticas (de 

codificación nuclear), PARBP33 y PARBP35, que se unen al RNA viroidal (Darós y Flores, 

2002). Estas proteínas pertenecen a una familia cuyos miembros están implicados en la 

estabilización, maduración y edición de transcritos cloroplásticos. Además, PARBP33 se 

comporta como una chaperona de RNA que estimula in vitro el autocorte mediado por 

ribozimas de cabeza de martillo de transcritos diméricos del ASBVd. Por lo tanto, estas 

proteínas podrían facilitar de manera indirecta la replicación de este viroide. 

 En lo que se refiere al sitio de inicio de la transcripción en los viroides cloroplásticos, 

experimentos de adición de caperuza in vitro (in vitro capping) con [α-32P]GTP y 

guanililtransferasa (que específicamente marca el extremo 5’-trifosforilado libre característico 

de los transcritos cloroplásticos primarios) y ensayos de protección frente a RNasas han 

permitido cartografiar el sitio de iniciación de la transcripción de las cadenas lineales del 

ASBVd (+) y (-) aisladas de tejido de aguacate infectado. El nucleótido U121 es el sitio de 

inicio en el RNA (+) y el nucleótido U119 lo es en el (-), estando ambos sitios localizados en 

el bucle terminal derecho rico en A + U de las estructuras secundarias en cuasi-varilla 

predichas para ambos RNAs (Navarro y Flores, 2000). 

 Otros datos obtenidos a partir de análisis por extensión de cebador (primer 

extension) de los extremos 5’ de RNAs subgenómicos del PLMVd, presumibles 

subproductos de la replicación, así como de transcripción in vitro de RNAs truncados del 

PLMVd empleando la RNA polimerasa de E. coli, sugieren que los sitios de iniciación de 

este viroide también se localizan en bucles terminales (Pelchat et al., 2001). Sin embargo, 
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estos sitios no tienen que reflejar necesariamente la situación in vivo, ya que experimentos 

de adición de caperuza in vitro dirigidos a cartografiar los extremos 5’-trifosforilados de los 

RNAs lineales de PLMVd (+) y (-) aislados de tejido infectado indican sitios de iniciación 

alternativos in vivo: C51 y A286 para las cadenas (+) y (-), respectivamente (Delgado et al., 

2005). Recientemente, otro estudio independiente ha confirmado los nucleótidos A50/C51 y 

A284/A286 como los sitios de inicio de la transcripción de las cadenas (+) y (-) del PLMVd, 

respectivamente (Motard et al., 2008). 

 1.3.2 Corte: estructuras y enzimas implicadas 

 En los miembros de la familia Pospiviroidae, tras la transcripción del RNA oligomérico 

de polaridad (+), éste debe ser cortado en unidades monoméricas que finalmente serán 

ligadas dando lugar a la molécula circular infecciosa. Diferentes resultados indican que la 

actividad RNasa que cataliza el corte de estos multímeros (+) es una enzima cuya 

especificidad viene determinada por un plegamiento particular del RNA. Los primeros 

estudios acerca de esta segunda etapa del ciclo replicativo en los miembros de esta familia 

implicaron a la rama superior de la CCR en el procesamiento de las cadenas oligoméricas 

de polaridad (+), bien a través de la formación del HPI, bien a través de una estructura de 

doble cadena de esta misma región (Diener, 1986). Posteriormente, a partir de estudios in 

vitro con extractos nucleares de patata y RNAs multiméricos (+) del PSTVd (Tsagris et al., 

1987; Baumstark et al., 1997), se propuso que la especificidad del corte venía dirigida por 

una estructura ramificada con un tetrabucle metaestable GNRA, que subsiguientemente 

cambiaría a una conformación extendida con un bucle E que promovería la ligación 

(Baumstark et al., 1997). Una variación de este esquema se propuso para el viroide del 

enanismo de los cítricos (Citrus dwarfing viroid, CDVd), basándose en estudios de 

estabilidad estructural y modificaciones químicas (Owens y Baumstark, 2007). Sin embargo, 

el mecanismo no sería aplicable a otros miembros de la familia Pospiviroidae que son 

incapaces de formar el tetrabucle GNRA y el bucle E. 

 Recientes estudios in vivo (Gas et al., 2007) con Arabidopsis thaliana transgénicas 

transformadas con cDNAs expresando transcritos diméricos (+) de cinco miembros 

representativos de esta familia (Darós y Flores, 2004) han cartografiado el sitio de 

procesamiento in vivo para estos viroides en la rama superior de la CCR en posiciones 

equivalentes al sitio determinado in vitro para el PSTVd (Baumstark et al., 1997). Sin 

embargo, el motivo de RNA que dirige el corte in vivo no parece ser el bucle GNRA 

propuesto, sino en una estructura HPI/doble cadena (HPI/dsRNA) (Fig. 5). Según esta 

propuesta, durante la transcripción de los transcritos oligoméricos (+), se daría una 
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interacción del tipo kissing loop entre los bucles apicales de dos HPI contiguas, promoviendo 

la formación de una estructura transitoria de doble cadena que sería el sustrato para el corte 

dejando extremos con dos nucleótidos 3’ protuberantes. La ligación ocurriría en un RNA 

reestructurado estabilizado por la formación de un bucle E. Este modelo, sustentado por 

análisis mutacionales (Gas et al., 2007), es consistente con otro propuesto anteriormente 

(Diener, 1986). Dado que las cadenas de PSTVd (-) (que no se procesan) se acumulan en el 

nucleoplasma, mientras que las (+) lo hacen también en el nucleolo (Qi y Ding, 2003a), 

dicho procesamiento ocurriría muy probablemente en este último orgánulo, donde también  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.- Modelo de corte propuesto para los miembros de la familia Pospiviroidae. (A) Durante la replicación a 
través de un círculo rodante asimétrico tiene lugar una interacción de tipo kissing loops entre los bucles apicales de dos 
horquillas I contiguas que da lugar a la formación de una estructura de doble cadena, que es el sustrato para el corte (Gas 
et al., 2007). (B) Horquilla I y estructura de doble cadena correspondientes al CEVd.  Las puntas de flecha indican los sitios 
de procesamiento. Adaptada de Gas et al., 2008. 
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ocurre el procesamiento de los precursores de los rRNAs y tRNAs (Lewis y Tollervey, 2000). 

Este modelo de procesamiento (HPI/dsRNA) implica además que la enzima que cataliza el 

corte es una RNasa de la clase III, puesto que el corte en la estructura de doble cadena deja 

extremos con dos nucleótidos 3’ protuberantes. De hecho, los RNAs monoméricos del CEVd 

producto del corte en las plantas de A. thaliana transgénicas, que expresan el cDNA 

dimérico del CEVd, tienen extremos 5’-fosfomonoéster (5’-P) y 3’-hidroxilo (3’-OH) 

característicos del corte por una RNasa de esta clase (Gas et al., 2008). 

 El corte de los oligómeros en los miembros de la familia Avsunviroidae, sin embargo, 

no está catalizado por una enzima del huésped, sino por las ribozimas de cabeza de martillo 

contenidas en sus cadenas de ambas polaridades. Estas ribozimas, que están formadas por 

un pequeño motivo de RNA con un núcleo central conservado flanqueado por tres tallos de 

doble cadena con bajos requerimientos de secuencia y cerrados por bucles (Fig. 6A), se 

autocortan en un enlace específico mediante una transesterificación en presencia de Mg2+, 

produciendo extremos 5’-hidroxilo (5’-OH) y 2’,3’-fosfodiéster cíclico (2’,3’>P) (Hutchins et 

al., 1986; Prody et al., 1986; Hernández y Flores, 1992; Navarro y Flores, 1997). Mediante 

cristalografía de rayos X se ha observado que la forma real no se parece a una cabeza de 

martillo sino más bien a una Y deformada en la que los tallos III y II son casi colineales (Fig. 

6B y C). Estos estudios han revelado además la existencia de una compleja serie de 

interacciones no canónicas entre los nucleótidos conservados del núcleo central, explicando 

así su estricta conservación. Modificaciones de los bucles 1 y 2 de ribozimas naturales 

inducen una marcada disminución de su actividad catalítica, indicando que interacciones 

terciarias bucle-bucle desempeñan también un importante papel en el plegamiento y la 

actividad catalítica de las ribozimas naturales, pudiendo favorecer la adopción de la 

conformación activa a las bajas concentraciones de magnesio que existen in vivo (De la 

Peña et al., 2003; Khvorova et al., 2003). Estas interacciones terciarias podrían ser además 

estabilizadas in vivo por proteínas del huésped que actuarían como chaperonas de RNA. En 

el contexto de la replicación de los viroides, las ribozimas de cabeza de martillo se forman 

transitoriamente durante la elongación de las hebras, siendo el sitio de inicio de la 

transcripción crucial para el correcto plegamiento de la ribozima y su actividad (Delgado et 

al., 2005). Por lo tanto, esta reacción de autocorte de los RNAs viroidales multiméricos 

parece estar bajo un estricto control a través de un cambio conformacional entre la ribozima 

activa, que se forma transitoriamente durante la replicación, y un plegamiento alternativo 

que promueve la ligación (Flores et al., 2004). En este sentido, chaperonas de RNA, como la 

proteína cloroplástica PARBP33 (Darós y Flores, 2002), podrían facilitar el correcto 
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plegamiento de autocorte y la subsiguiente adopción por el RNA monomérico lineal 

resultante de la conformación alternativa que promueve la ligación. 

 

 

 1.3.3 Ligación 

 Aunque algunas RNasas catalizan in vitro el correcto corte y ligación de un RNA 

oligomérico (+) del PSTVd (Tabler et al., 1992), lo más probable es que la enzima que 

cataliza esta última etapa de la replicación viroidal sea una RNA ligasa. En un principio se 

postuló que la enzima implicada en la circularización de los monómeros lineales (+) de los 

viroides nucleares era la tRNA ligasa o una enzima similar, dada la existencia de datos in 

vitro que mostraban que la tRNA ligasa de germen de trigo era capaz de mediar la 

circularización del RNA monomérico lineal de PSTVd aislado de tejido infectado (Branch et 

al., 1982). Sin embargo, los extremos que presentan los monómeros lineales producto del 

procesamiento de los viroides nucleares son 5’-P y 3’-OH (Gas et al., 2008), lo que conlleva 

que la circularización debe estar catalizada in vivo por una ligasa diferente de la tRNA 

ligasa, la única conocida hasta el momento en plantas y que típicamente liga extremos 5’-

OH y 2’,3’>P. 

Figura 6.- Estructuras de la ribozima de cabeza de martillo. (A) Representación de su secuencia y estructura 

propuestas inicialmente por Forster y Symons (Forster y Symons, 1987). (B) y (C) Representación de la estructura de una 

ribozima de cabeza de martillo en base a los datos cristalográficos obtenidos para una ribozima artificial (Scott et al., 1996) 

y para la ribozima natural de Schistosoma mansoni (Martick y Scott, 2006), respectivamente. Los nucleótidos conservados 

en las ribozimas de cabeza de martillo naturales se destacan sobre fondo negro. El sitio de autocorte se indica con una 

flecha. N representa cualquier nucleótido y H cualquier nucleótido excepto G. Las líneas continuas y los puntos indican 

interacciones canónicas Watson-Crick y no canónicas, respectivamente. 
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 Como ya se ha mencionado anteriormente, a partir de estudios con extractos 

nucleares de patata capaces de procesar RNAs de PSTVd con una repetición de la rama 

superior de la CCR dando lugar al monómero circular infeccioso, se propuso que el corte 

enzimático y la ligación del PSTVd (+) están dirigidos por un cambio de la estructura 

ramificada que contiene el bucle GNRA a una conformación extendida con el bucle E 

(Baumstark et al., 1997). Los requerimientos para la ligación de los RNAs monoméricos 

lineales (+) también se han estudiado in vivo empleando el sistema de A. thaliana 

transgénicas comentado anteriormente (Darós y Flores, 2004). Estos estudios han puesto 

de manifiesto que el sustrato para la ligación en los miembros del género Pospiviroid es 

efectivamente la conformación extendida que contiene el bucle E (Gas et al., 2007). Sin 

embargo, este bucle sólo se forma en los miembros de los géneros Pospiviroid y 

Cocadviroid, por lo que los miembros de los otros géneros deben tener motivos alternativos 

que desempeñen un papel similar. 

 El mecanismo de ligación de los RNAs producto del autocorte en los miembros de la 

familia Avsunviroidae permanece también sin resolver. La autoligación intra- e intermolecular 

ha sido demostrada para el PLMVd in vitro (Lafontaine et al., 1995; Côte y Perreault, 1997). 

Sin embargo, esta autoligación produce un enlace 2’-5’ fosfodiéster que impide el autocorte 

in vitro (Côte y Perreault, 1997), por lo que, aunque se ha propuesto la existencia de estos 

enlaces atípicos en RNAs circulares del PLMVd aislados de tejido infectado (Côte et al., 

2001), dicha existencia es inconsistente con la observación de que los RNAs circulares del 

PLMVd aislados de tejido infectado sí que son capaces de autocortarse in vitro (Delgado et 

al., 2005). Además no existen datos previos de la existencia de RNAs naturales con enlaces 

2’-5’ que sirvan como moldes de transcripción, siendo el enlace 3’-5’ el que se halla en la 

práctica totalidad de los RNAs. Un ensayo mutacional del ELVd en el sistema de 

Chlamydomonas reinhardtii (Molina-Serrano et al., 2007) ha puesto de manifiesto que 

deleciones que no afectan al corte mediado por la ribozima de cabeza de martillo sí 

disminuyen notablemente la eficiencia de la ligación, implicando así a otras secuencias o 

elementos estructurales del ELVd en la ligación in vivo (Martínez et al., 2009). Además, el 

producto de la ligación del monómero lineal del ELVd que se observa in vivo, tanto en 

berenjena como en C. reinhardtii, es mucho más abundante que el que se genera in vitro 

como consecuencia de la autoligación, lo que sugiere que existe un mecanismo muy 

eficiente que opera in vivo. Éste estaría mediado probablemente por una RNA ligasa 

cloroplástica o, alternativamente, por algún factor cloroplástico o algún contexto bioquímico 

específico que potenciaría la autoligación del ELVd. Sin embargo, existen pruebas de que se 

necesita una función específica del huésped para la ligación de RNAs generados por una 
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amplia gama de ribozimas (Reid y Lazinski, 2000). En este sentido, los extremos 5’-OH y 

2’,3’>P generados por las ribozimas de cabeza de martillo en las reacciones de autocorte 

son precisamente los requeridos por la tRNA ligasa. Esta enzima, además localizarse en el 

núcleo donde interviene en la eliminación de los intrones de los tRNAs, puede presentar (por 

traducción alternativa) un péptido de tránsito al cloroplasto, donde desempeñaría una 

función por ahora desconocida (Englert et al., 2007). Por estas razones, la tRNA ligasa 

surge así como una razonable alternativa a la autoligación. 

 

 1.4 Movimiento de los viroides 

 Cada vez son más los estudios dedicados a elucidar los mecanismos por los cuales 

los viroides se mueven dentro de la planta y los factores del huésped con los que 

interaccionan para llevar a cabo dicho movimiento. Tras penetrar inicialmente en una célula 

del huésped, los viroides deben translocarse al orgánulo correspondiente para su replicación 

(el núcleo para los miembros de la familia Pospiviroidae y el cloroplasto para los de la 

Avsunviroidae) y posteriormente salir al citoplasma, desde donde se mueven a las células 

vecinas para finalmente alcanzar el sistema vascular de la planta e invadir así 

sistémicamente las partes más distales de la misma. En contraste con los virus, que 

codifican sus propias proteínas de movimiento, los viroides deben interaccionar 

directamente con factores del huésped para su movilidad, convirtiéndose así en un sistema 

único para el estudio del tráfico de RNA en plantas. 

 1.4.1 Movimiento intracelular 

 La importación al núcleo del PSTVd ha sido estudiada en células de tabaco 

permeabilizadas e in planta (Woo et al., 1999; Zhao et al., 2001) y parece ser un proceso 

independiente del citoesqueleto mediado por un receptor específico y saturable (Woo et al., 

1999). Este proceso debe ser además dependiente de estructura primaria o secundaria, 

puesto que no se observó importación de fragmentos derivados de mRNAs del mismo 

tamaño o de otros dos viroides de replicación y acumulación cloroplástica. Estudios 

posteriores han puesto de manifiesto que la CCR superior y/o la horquilla I que forma son 

suficientes para la importación del PSTVd al núcleo (Abraitiene et al., 2008). En este 

contexto, la proteína de unión al PSTVd Virp1 mencionada anteriormente ha sido propuesta 

como candidata a mediar este transporte nucleocitoplasmático (Martínez de Alba et al., 

2003). Dentro del núcleo, las moléculas (-) del PSTVd se localizan en el nucleoplasma, 

mientras que las de polaridad (+) lo hacen tanto en el nucleolo como en el nucleoplasma (Qi 
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y Ding, 2003a). Tras la síntesis de los RNAs (-) y (+) del PSTVd en el nucleoplasma, parece 

ser que estos últimos son translocados al nucleolo, mientras que los primeros quedan 

retenidos en el nucleoplasma. Si la molécula (+) que se transloca es lineal o circular no ha 

sido determinado, aunque, dado que el nucleolo es el orgánulo en el que ocurre el 

procesamiento de los precursores de los rRNAs y tRNAs (Lewis y Tollervey, 2000), 

probablemente sea la molécula lineal oligomérica (+) la que se transloca a dicho orgánulo 

para ser procesada. Estos resultados apuntan a la existencia en eucariotas de una fina 

maquinaria capaz de discriminar las cadenas de polaridades opuestas de un RNA, bien por 

secuencia, bien por estructura, y podría tener implicaciones aún desconocidas en 

mecanismos de regulación génica y patogénesis. 

 El mecanismo por el cual los miembros de la familia Avsunviroidae son importados al 

cloroplasto está aún por determinar, aunque hay indicios de la existencia de una ruta celular 

de transporte al cloroplasto, si bien apenas se conocen RNAs exógenos o celulares que 

sean importados a este orgánulo. Recientemente, se ha descrito que una secuencia 

derivada del ELVd actuando como región 5’ no codificante (vd-5’UTR) es capaz de mediar la 

importación del mRNA de la proteína fluorescente verde (green fluorescent protein, GFP) a 

los cloroplastos en N. benthamiana, observándose una acumulación selectiva tanto del 

mRNA como de la proteína GFP en este orgánulo (Gómez y Pallás, 2010b). Este resultado 

sugiere la existencia de un mecanismo de transporte de RNAs a los cloroplastos que parece 

depender más de motivos estructurales que de secuencia (Gómez y Pallás, 2010a). 

 1.4.2 Movimiento célula a célula 

 El movimiento célula a célula de los viroides ocurre probablemente vía 

plasmodesmos, al igual que ocurre con otros ácidos nucleicos y proteínas. El PSTVd 

microinyectado en células del mesófilo conectadas simplásticamente se mueve rápidamente 

a las células vecinas, quedando sin embargo retenido cuando es inyectado en células 

guardia que se encuentran aisladas simplásticamente. El viroide parece además tener 

determinantes específicos para este movimiento rápido célula a célula a través de 

plasmodesmos, puesto que es capaz de promover el movimiento por esta ruta de un RNA 

no relacionado y que de forma natural no se mueve (Ding et al., 1997). Diferentes estudios 

han aportado pruebas genéticas de la importancia de los bucles de RNA en el transporte de 

RNA entre células específicas (Qi et al., 2004; Zhong et al., 2007). De esta manera se ha 

observado que un bucle de la estructura secundaria de mínima energía libre predicha para 

el PSTVd (Fig. 2A, bucle 7) parece mediar el tráfico de este viroide desde la capa en 

empalizada al floema (Zhong et al., 2007). A partir de un estudio mutacional se han 
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cartografiado hasta once bucles en la estructura del PSTVd críticos para el tráfico sistémico 

en plantas de N. benthamiana (Zhong et al., 2007; Zhong et al., 2008). Más recientemente 

se ha identificado un motivo en el sexto bucle de la estructura secundaria del PSTVd (Fig. 

2A, bucle 6) que parece necesario para el tráfico desde las células del mesófilo en 

empalizada a las del mesófilo esponjoso en hojas de N. benthamiana (Takeda et al., 2011). 

 1.4.3 Movimiento a larga distancia 

 El movimiento a larga distancia de los viroides ocurre a través del floema, por donde 

viajan junto a los fotoasimilados hasta diferentes tejidos u órganos sumidero (Palukaitis, 

1987; Zhu et al., 2001). Este movimiento está además estrictamente regulado, puesto que el 

PSTVd no se ha detectado en el meristemo apical del tallo (shoot apical meristem, SAM) de 

plantas de tomate o N. benthamiana infectadas, mientras que sí que está presente en el 

tejido vascular por debajo del SAM, sugiriendo que los plasmodesmos restringen el tráfico 

del PSTVd al SAM en alguna frontera celular entre este último y el resto de la planta (Zhu et 

al., 2001). Sin embargo, un miembro de la familia Avsunviroidae, el PLMVd, sí que parece 

capaz de invadir capas celulares muy próximas al SAM (Rodio et al., 2007), lo que sugiere 

que los mecanismos que regulan el movimiento de los miembros de las dos familias son 

diferentes. Por otro lado, la entrada y salida del floema parecen estar mediadas por motivos 

diferentes, como se deduce de la identificación de dos mutantes del PSTVd capaces de 

entrar y replicarse en el floema, pero incapaces de salir del tejido vascular (Zhu et al., 2002). 

 El tráfico viroidal por el floema está probablemente facilitado por proteínas del 

huésped. Existen pruebas in vitro e in vivo de la formación de un complejo 

ribonucleoproteico entre el HSVd y la proteína floemática 2 (phloem protein 2, PP2) de 

pepino, que es una proteína de unión a RNA (Gómez y Pallás, 2001; Owens et al., 2001; 

Gómez y Pallás, 2004) que parece facilitar el movimiento sistémico, incluso a través de 

injertos interespecíficos. También se ha sugerido que la proteína Virp1 de tomate podría 

estar involucrada en el movimiento sistémico del PSTVd, del mismo modo que la PP2 lo 

está en pepino (Maniataki et al., 2003). Sin embargo, en contraste con PP2, la capacidad de 

Virp1 para interaccionar con plasmodesmos y moverse a larga distancia está aún por 

demostrar. 
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 1.5 El silenciamiento génico en el contexto de la infección viroidal 

 Los viroides parecen ser inductores y diana de la maquinaria de silenciamiento 

génico postranscripcional (post-transcriptional gene silencing, PTGS) de sus huéspedes, con 

lo que sería posible que procesos de este tipo mediaran la patogénesis viroidal. El PTGS es 

un mecanismo de defensa y de regulación de la expresión génica en eucariotas mediante el 

cual se degradan específicamente RNAs monocatenarios (single-stranded RNAs, ssRNAs) 

de origen tanto celular como foráneo (Baulcombe, 2004). En el caso de los RNAs invasores, 

el inductor característico del PTGS es el RNA bicatenario (double-stranded RNA, dsRNA) 

que se origina como intermediario de la replicación, o que se forma de manera parcial en los 

ssRNA virales o en los transcritos de los virus de DNA. El dsRNA es procesado en 

fragmentos de 21-25 nt, los denominados pequeños RNAs interferentes (small interfering 

RNAs, siRNAs), por RNasas del tipo III denominadas Dicer (Dicer-like, DCL, en plantas) 

(Bernstein et al., 2001). Estos siRNAs, u otros denominados secundarios generados por 

RNA polimerasas dependientes de RNA (RNA-dependent RNA polimerases, RDR) del 

huésped, se unen a una proteína ARGONAUTA (AGO) en el denominado complejo de 

silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing complex, RISC), actuando como 

los determinantes específicos de secuencia que guían a RISC para degradar los 

correspondientes ssRNAs (Voinnet, 2008). En el contexto de la regulación génica, Dicer 

actúa también sobre RNAs precursores endógenos que presentan una estructura 

secundaria en horquilla dando lugar a los microRNAs (miRNAs), pequeños RNAs no 

codificantes de tamaño similar a los siRNAs que regulan la expresión génica en 

determinadas etapas del desarrollo guiando a RISC para degradar ciertos mRNAs en un 

determinado contexto espacio-temporal (Carrington y Ambros, 2003). En plantas, el PTGS 

ha sido descrito para ssRNAs citoplasmáticos procedentes de genes nucleares endógenos, 

de transgenes y de virus de RNA y DNA (Baulcombe, 2004). 

 Se han detectado por hibridación Northern y caracterizado por secuenciación 

convencional o masiva pequeños RNAs viroidales (viroid-derived small RNAs, vd-sRNAs) 

con propiedades estructurales similares a los siRNAs en plantas infectadas por PSTVd, 

HSVd y CEVd (Itaya et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001; Markarian et al., 2004; Martín et 

al., 2007; Carbonell et al., 2008; Navarro et al., 2009; Di Serio et al., 2010; Martínez et al., 

2010), lo que es un firme indicio de que estos viroides inducen PTGS. De manera similar se 

han identificado y caracterizado vd-sRNAs en plantas infectadas por los viroides 

cloroplásticos PLMVd, CChMVd y ASBVd (Martínez de Alba et al., 2002; Markarian et al., 

2004; Di Serio et al., 2009; St-Pierre et al., 2009; Bolduc et al., 2010). Puesto que no se han 

descrito procesos de PTGS que ocurran en el cloroplasto, se asume que dichos vd-sRNAs 
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son generados en el citoplasma durante el movimiento célula a célula del RNA viroidal, una 

posibilidad que puede extenderse a los viroides nucleares. 

 Los mecanismos por los cuales ocurre la biogénesis de los pequeños vd-sRNAs 

están por determinar aún, así como su efecto y la relación que estos vd-sRNAs pueden 

tener con la patogénesis. No siempre se ha observado una correlación positiva entre los 

niveles de vd-sRNAs y la intensidad de los síntomas en las diferentes combinaciones 

viroide-huésped analizadas (Itaya et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001; Martínez de Alba 

et al., 2002; Markarian et al., 2004; Sano y Matsuura, 2004; Matousek et al., 2007), lo que 

plantea dudas sobre la asociación entre el silenciamiento de RNA y la patogénesis. Además, 

los niveles de acumulación de vd-sRNAs inducidos por cepas sintomáticas y asintomáticas 

del PSTVd y el CChMVd son prácticamente los mismos (Papaefthimiou et al., 2001; 

Martínez de Alba et al., 2002), con lo que la concentración in vivo de los vd-sRNAs no puede 

explicar las diferencias en los síntomas. En viroides cloroplásticos se ha observado, sin 

embargo, una correlación inversa entre los niveles de acumulación de las formas maduras 

del viroide y sus correspondientes vd-sRNAs. Los vd-sRNAs de PLMVd y CChMVd son 

fácilmente detectables, a pesar de que estos viroides alcanzan bajas concentraciones in 

vivo, mientras que en tejidos donde la concentración del ASBVd es muy alta los 

correspondientes vd-sRNAs son indetectables (Martínez de Alba et al., 2002) o se acumulan 

a muy bajos niveles (Markarian et al., 2004). Estos resultados sustentan la implicación de los 

vd-sRNAs en la respuesta defensiva del huésped mediada por PTGS, que atenuaría los 

efectos negativos de los viroides a través de la reducción de su título in vivo (Martínez de 

Alba et al., 2002). Datos recientes obtenidos por hibridación Northern e in situ muestran que 

la RDR6 (implicada en la generación de ciertos siRNAs y vd-sRNAs secundarios) retrasa la 

acumulación del PSTVd e impide su invasión meristemática, proporcionando así pruebas 

genéticas firmes de la existencia de un mecanismo de resistencia antiviroidal (Di Serio et al., 

2010). Sin embargo, se desconocen los mecanismos por los que unos viroides generan una 

mayor respuesta PTGS que otros. Los fenómenos de protección cruzada (la atenuación por 

un cierto tiempo del título y los síntomas inducidos por cepas agresiva de un viroide en 

plantas que han sido preinoculadas con una cepa latente del mismo viroide o de otro 

estrechamente relacionado) (Niblett et al., 1978; Khoury et al., 1988; De la Peña y Flores, 

2002) pueden también deberse a estos mecanismos de silenciamiento, ya que los vd-sRNAs 

generados por la cepa latente podrían cargar RISC y dirigirlo específicamente contra el RNA 

de la cepa agresiva y promover así su degradación. En este sentido, se ha comprobado 

también que la infectividad de algunos viroides se ve retrasada cuando son coinoculados 

con un exceso de sus correspondientes dsRNAs (Carbonell et al., 2008). 
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 Se ha propuesto que el efecto patogénico de los viroides podría estar relacionado 

con la actuación de los vd-sRNAs como miRNAs endógenos, que hibridarían con ciertos 

mRNAs del huésped y promoverían su degradación (Papaefthimiou et al., 2001; Markarian 

et al., 2004; Wang et al., 2004; Matousek et al., 2007). Esta posibilidad es consistente con la 

observación de que mínimos cambios que afectan aproximadamente al 1% de la secuencia 

de miembros representativos de ambas familias viroidales son suficientes para transformar 

una variante patogénica en otra latente (Schnölzer et al., 1985; Visvader y Symons, 1986; 

De la Peña et al., 1999; De la Peña y Flores, 2002; Malfitano et al., 2003). Sin embargo, no 

se han identificado hasta ahora los mRNAs del huésped que serían diana de los vd-sRNAs. 

Por otra parte, el RNA viroidal maduro podría ser también el efector primario de la 

patogénesis como consecuencia de su interacción directa con factores del huésped (Diener, 

1999; Flores et al., 2005a). 

 En cualquier caso, a pesar de la presencia de los vd-sRNAs, los viroides son 

capaces de infectar sus huéspedes y, en algunos casos, de acumularse a niveles 

relativamente altos (Itaya et al., 2001). Cómo consiguen evadir los efectos del silenciamiento 

de RNA de sus huéspedes está aún por dilucidar. La estrategia seguida por los virus, que 

han evolucionado hacia la codificación de proteínas que suprimen el silenciamiento, no 

puede darse en los viroides, puesto que carecen de capacidad codificadora. Probablemente 

su compacta estructura secundaria, que aunque facilita su procesamiento por Dicer los hace 

resistentes a RISC y a otras RNasas, su replicación activa y su compartimentalización en 

orgánulos desempeñen papeles fundamentales en esta evasión del silenciamiento (Flores et 

al., 2005a; Gómez y Pallás, 2007; Itaya et al., 2007). 
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2. Las ligasas 

 

 2.1 La superfamilia de las nucleotidiltransferasas covalentes 

 Las DNA ligasas dependientes de ATP y NAD+, las RNA ligasas dependientes de 

ATP y las enzimas dependientes de GTP que adicionan la estructura de caperuza al mRNA 

(GTP:RNA guanililtransferasas) conforman la superfamilia de las nucleotidiltransferasas 

covalentes (revisado en Shuman y Lima, 2004). Estas proteínas catalizan la transferencia de 

un nucleósido monofosforilado al extremo 5’ de un ácido nucleico a través de la formación 

de un intermediario covalente enzima-(lisil-N)-NMP (Fig. 7). En el caso de las ligasas, la 

reacción ocurre en tres pasos (Fig. 7A y B). En el primer paso, el ataque al fósforo α del ATP 

o NAD+, según el caso, por parte de la enzima resulta en la liberación de pirofosfato (PPi) o 

un mononucleótido de nicotinamida (NMN), respectivamente, y la formación de un 

intermediario covalente enzima-(lisil-N)-AMP. A continuación, el AMP es transferido al 

extremo 5’-fosfomonoéster del ácido nucleico (extremo donador) quedando así adenilado y 

formándose el intermediario A(5’)pp(5’)DNA o A(5’)pp(5’)RNA, según el ácido nucleico 

sustrato de la reacción. Finalmente, la ligasa cataliza el ataque nucleofílico del extremo 3’-

hidroxilo (extremo aceptor) sobre el 5’-adenilado, dando lugar al nuevo enlace fosfodiéster y 

liberándose AMP. Por su parte, la reacción de adición de caperuza es químicamente 

análoga a los dos primeros pasos de la reacción de ligación (Fig. 7C): el intermediario 

enzima-(lisil-N)-GMP transfiere el GMP al extremo 5’-difosforilado de los mRNAs nacientes 

para formar la denominada estructura de caperuza G(5’)ppp(5’)RNA (Shuman, 2001). Esta 
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estructura sólo se encuentra en eucariotas, puesto que las enzimas que catalizan su adición 

al mRNA son exclusivas de este dominio biológico. 
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Figura 7.- Mecanismo conservado de transferencia nucleotídica a extremos 5’ de polinucleótidos. Se muestra 

esquemáticamente la reacción catalizada por (A) las DNA ligasas, (B) las RNA ligasas y (C) las enzimas de adición de 

caperuza al mRNA. El primer paso en cada reacción implica el ataque de la enzima (E) al grupo fosforilo α (P) del cofactor 

nucleotídico para formar un intermediario covalente enzima-NMP (EpA ó EpG, fosforamidato). El segundo paso consiste en 

la transferencia del NMP (Ap o Gp) al extremo 5’-fosforilado del ácido nucleico. Finalmente, el extremo 3’-hidroxilo (en lila) 

ataca al extremo 5’-adenilado (en rojo) generando el enlace y liberando AMP (Ap). La estructura del intermediario 

fosforamidato se muestra en la parte derecha de la figura. Adaptada de Shuman y Lima, 2004. 



Introducción 

37 

 

La superfamilia se caracteriza por cinco motivos peptídicos conservados que rodean 

al bolsillo de unión del nucleótido y aportan cadenas aminoacídicas laterales esenciales para 

la catálisis. El más importante de los cinco motivos es el I, formado por la secuencia 

KX(D/N)G y conservado en todos los miembros de la superfamilia. La lisina de este motivo 

es la que incorpora el nucleósido monofosforilado durante la adenilación o guanilación de la 

enzima (Shuman y Schwer, 1995), desempeñando así un papel fundamental en la catálisis. 

Diferentes estudios mutacionales (Sawaya et al., 2003; Wang et al., 2003; Yin et al., 2003; 

Wang y Shuman, 2005; Wang et al., 2006b) han puesto de manifiesto que los otros motivos, 

III, IIIa, IV y V, también contienen aminoácidos conservados esenciales para la catálisis, 

habiéndose demostrado por estudios cristalográficos de diferentes miembros de la 

superfamilia que los cinco motivos participan en la formación del sitio activo (Subramanya et 

al., 1996; Hakansson et al., 1997; Singleton et al., 1999; Lee et al., 2000). Las DNA ligasas y 

las enzimas de adición de caperuza al mRNA comparten los cinco motivos de secuencia I, 

III, IIIa, V y IV (Shuman y Lima, 2004). Sin embargo, los motivos III y IIIa están ausentes en 

la secuencia de la T4 RNA ligasa 1 (T4Rnl1) (Wang et al., 2003), pero no en la T4 RNA 

ligasa 2 (T4Rnl2) (Ho y Shuman, 2002; Yin et al., 2003), que presenta más similitud de 

secuencia con las DNA ligasas y las enzimas de adición de caperuza que la T4Rnl1. Los 

análisis de las estructuras cristalográficas de varios miembros de las tres familias que 

conforman la superfamilia (DNA ligasas, RNA ligasas y transferasas de GMP), así como 

diversos análisis de estructura-función (Odell et al., 2000; Fabrega et al., 2003; Ho et al., 

2004; El Omari et al., 2006; Nandakumar et al., 2006), sugieren que sus dominios 

nucleotidiltransferasa evolucionaron de un ancestro común que posiblemente estuviera 

implicado en procesos de reparación o recombinación del RNA. Esta evolución habría 

ocurrido a través de la fusión en C-terminal de diferentes dominios de especificidad a un 

módulo ancestral con un dominio catalítico, que contendría la lisina que une el nucleótido y 

los cinco motivos implicados en la catálisis. En un primer momento habría tenido lugar la 

fusión de dominios que otorgan especificidad a los diferentes sustratos polinucleotídicos 

(DNA o RNA) y posteriormente la diferenciación del dominio nucleotidiltransferasa para unir 

ATP, GTP y NAD+ (revisado en Shuman y Lima, 2004). Se ha propuesto (Ho et al., 2004) 

que la enzima ancestral era una nucleotidiltransferasa del tipo T4Rnl2, ya que la 

especificidad del bolsillo de unión de esta enzima por el AMP viene exclusivamente 

determinada por interacciones de la cadena principal y no de las laterales. Posteriormente la 

especificidad por el GTP, en el caso de las enzimas de adición de caperuza, habría ocurrido 

por cambios evolutivos en el propio sitio activo. 
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Figura 8.- Estructuras de los miembros de la familia de nucleotidil transferasas covalentes. (A) T4 RNA ligasa 2, (B) 

mRNA guanililtransferasa de Candida albicans, (C) DNA ligasa dependiente de NAD
+
 de Enterococcus faecalis, y (D) DNA 

ligasa del  virus de Chlorella. Las estructuras se alinearon respecto a sus dominios nucleotidiltransferasa, cuyos elementos 

de estructura secundaria se muestran con hélices α rojas y hojas β amarillas. Los bucles intermedios y los dominios 

flanqueantes se muestran en azul. Las rayas horizontales en (B) indican la ausencia de segmentos del dominio OB y de 

una extensión de la hélice C-terminal particulares de la enzima de adición de caperuza de C. albicans. En el centro de 

cada enzima aparecen representados con estructuras químicas los nucleótidos, la lisina catalítica y otros residuos del 

motivo I. Adaptada de Shuman y Lima, 2004. 
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2.2 Las RNA ligasas 

 Las RNA ligasas, que participan en las rutas de reparación, procesamiento (splicing) 

y edición de mRNAs, bien uniendo RNAs, bien alterando su estructura primaria, se han 

clasificado en dos familias denominadas Rnl1 y Rnl2, aunque recientemente se ha 

propuesto una tercera llamada DraRnl1 (Raymond y Shuman, 2007) e incluso una cuarta 

(Tanaka y Shuman, 2011). 

 La Rnl1 es una pequeña familia de RNA ligasas presentes en virus de eucariotas y 

procariotas, así como en algunos eucariotas (Wang et al., 2003). Esta familia incluye a la 

RNA ligasa 1 del fago T4 (Silber et al., 1972; Wang et al., 2003), a la RNA 

ligasa/polinucleótido quinasa codificada por el baculovirus AcNPV (virus de la polihedrosis 

nuclear de Autographa californica) (Durantel et al., 1998) y a las RNA ligasas de los 

bacteriófagos RM378 (Blondal et al., 2003) y TS2126 (Blondal et al., 2005). También se 

engloban en ella las tRNA ligasas de hongos (Westaway et al., 1988; Xu et al., 1990; 

Baymiller et al., 1994) y plantas (Pick et al., 1986; Pick y Hurwitz, 1986; Englert y Beier, 

2005; Wang y Shuman, 2005). Estas enzimas reparan escisiones en regiones de simple 

cadena, bien en el bucle del anticodón de los tRNAs o en la región codificante de mRNAs 

específicos. Estas escisiones son generadas por endonucleasas de RNA específicas de 

secuencia que actúan en procesos de eliminación de los intrones presentes en los 

precursores de muchos tRNAs eucarióticos (Abelson et al., 1998), así como en mecanismos 

de respuesta antiviral basada en el RNA (Amitsur et al., 1987) o de respuesta a estrés en el 

retículo endoplasmático por acumulación de proteínas plegadas incorrectamente en el 

mismo (Sidrauski et al., 1996). La RNA ligasa identificada en baculovirus es similar a la 

T4Rnl1, pero muestra una característica única entre las RNA ligasas no eucarióticas: la 

presencia de las actividades polinucleótido quinasa y RNA ligasa en una misma proteína y 

con la misma orientación (amino terminal-ligasa-quinasa-ciclofosfodiesterasa-carboxilo 

terminal) observada en las tRNA ligasas de levaduras y plantas (ver más adelante) (Martins 

y Shuman, 2004b). Esta enzima proviene posiblemente de la fusión de las enzimas T4Rnl1 y 

T4Pnkp que en el fago T4 residen en proteínas distintas, y podría ser el antecesor común de 

las tRNA ligasas presentes en todos los eucariotas. 

 La familia Rnl2, presente en los tres dominios filogenéticos, incluye a la RNA ligasa 2 

del fago T4, a las ligasas de edición de RNA (RNA editing ligases, RELs) de los protozoos 

kinetoplástidos Trypanosoma y Leishmania y a ligasas de arqueas (Ho y Shuman, 2002). La 

T4Rnl2 y las RELs son muy eficientes en reparar muescas en RNAs de doble cadena (Blanc 

et al., 1999; Palazzo et al., 2003; Nandakumar et al., 2004), en consonancia con las 
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funciones de las RELs en la edición del mRNA (Schnaufer et al., 2001; Simpson et al., 2003; 

Stuart et al., 2005), un proceso esencial que convierte pre-mRNAs no funcionales en 

mRNAs maduros y traducibles. Esto implica el corte de los pre-mRNAs en el punto en que 

deben ser editados, la adición o deleción específica de uridinas para corregir la secuencia 

sin sentido y la ligación de nuevo de los fragmentos. De esta manera, un RNA guía (gRNA) 

de simple cadena dirige el corte endonucleolítico de un pre-mRNA no codificante en el bucle 

desapareado del híbrido gRNA:mRNA para exponer el extremo 3’, que es recortado por una 

endonucleasa o extendido por adiciones de UMP formando un RNA dúplex con muesca. A 

continuación la REL lleva a cabo la ligación, facilitada por el gRNA, del extremo 3’-OH 

remodelado al extremo 5’-P del fragmento distal del mRNA, generándose un nuevo mRNA 

codificante como consecuencia de la introducción de nuevos codones de iniciación, de 

cambios de la pauta de lectura o incluso de la creación de nuevas pautas. Se conocen dos 

ligasas involucradas en esta ruta, la ligasa de edición de RNA 1 (RNA editing ligase 1, 

REL1) y la 2 (RNA editing ligase 2, REL2) que forman parte de un complejo de edición 

(Sabatini y Hajduk, 1995; McManus et al., 2001; Rusche et al., 2001; Schnaufer et al., 2001). 

El papel de las RELs en esta ruta de reparación de RNA bicatenario es análogo al de las 

DNA ligasas en la reparación de escisiones o en la eliminación de cebadores de la hebra 

retrasada, ya que ambos tipos de ligasas reparan muescas en un ácido nucleico bicatenario. 

 La familia DraRnl1 se limita a bacterias y a bacteriófagos, aunque se ha propuesto la 

existencia de homólogos en eucariotas. Sólo se ha caracterizado la RNA ligasa de 

Deinococcus radiodurans y hasta el momento se ignora su función. D. radiodurans es una 

bacteria conocida por su extrema resistencia a radiación ionizante (Makarova et al., 2001) y, 

en este contexto, DraRnl podría contribuir a tolerar la radiación reparando RNAs o sellando 

DNAs fragmentados que han adquirido un extremo 3’-OH de RNA por adición 

ribonucleotídica (Raymond y Shuman, 2007). Parece ser que, en condiciones de exposición 

a la radiación, el gen que codifica esta proteína aumenta su expresión in vivo, sugiriendo 

que su función reparadora de RNA es importante para la célula (Martins y Shuman, 2004a). 

La caracterización bioquímica de DraRnl ha puesto de manifiesto similitudes funcionales con 

las enzimas de la familia Rnl2, pues es capaz de sellar muescas en RNAs bicatenarios, pero 

no de circularizar pequeños RNAs de simple cadena (siendo esta última la reacción 

característica de las ligasas de la familia Rnl1) (Martins y Shuman, 2004a). El dominio 

nucleotidiltransferasa de DraRnl y sus homólogos es también estructuralmente similar al de 

las enzimas de la familia Rnl2. Sin embargo, poseen un extremo N-terminal distinto, que es 

sin embargo similar en secuencia al dominio B2 de la subunidad β de las fenilalanil tRNA 

sintetasas bacterianas (Martins y Shuman, 2004a), y carecen de un extremo C-terminal 
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homólogo al dominio de unión a oligonucleótido/oligosacárido 

(oligonucleotide/oligosaccharide binding, OB) de las DNA ligasas y las enzimas de adición 

de caperuza o al presente en las Rnl2. DraRnl se distingue además de otras polinucleótido 

ligasas por su dependencia de Mn2+ como cofactor. 

 Recientemente se ha identificado en E. coli la proteína RtcB como el representante 

de una nueva familia de RNA ligasas (Tanaka y Shuman, 2011). Es una proteína no 

relacionada estructuralmente a las clásicas polinucleótido ligasas dependientes de ATP que 

liga extremos 5’-OH, 2’,3’>P aparentemente de forma directa, es decir, sin modificación de 

los mismos. Su actividad es indiferente a la presencia de ATP, pero sin embargo se ve 

estimulada por GTP por un mecanismo todavía desconocido. La organización de los genes 

RtcA (una RNA 3’-fosfato ciclasa) y RtcB en un operón de dos genes en E. coli sugiere su 

participación en rutas de reparación de RNA, reparando y sellando extremos de RNA 

respectivamente. Se han encontrado homólogos de RtcB en bacterias, arqueas, protozoos y 

metazoos (Genschik et al., 1998), pero no en hongos y plantas. La proteína homóloga de 

arqueas, denominada 3’-fosfato RNA ligasa, se ha purificado y caracterizado recientemente 

(Englert et al., 2011), mostrándose que une correctamente mitades de tRNA producto del 

procesamiento (splicing) y genera un tRNA maduro de longitud completa que contiene el 

fósforo derivado del extremo 2’,3’>P. Curiosamente, la proteína requiere Zn2+ para su 

actividad. Estudios filogenéticos han puesto de manifiesto la ubiquidad y conservación de 

RtcB en arqueas y eucariotas, implicando de esta manera a RtcB como la buscada 3’-fosfato 

RNA ligasa de animales que estaría implicada en el procesamiento de RNA (splicing) en 

estos organismos. 

 2.2.1 Las RNA ligasas del fago T4 

 La RNA ligasa 1 del fago T4 (T4Rnl1) fue la primera RNA ligasa descrita y el 

miembro tipo de la familia de RNA ligasas Rnl1. Fue descubierta por su capacidad para 

circularizar moléculas lineales de poli(A) formando un enlace covalente intramolecular de los 

extremos 5’-P y 3’-OH (Silber et al., 1972). La reacción es dependiente de Mg2+ y ATP, que 

se escinde liberando AMP y pirofosfato en cantidades equimolares a los enlaces formados 

(Sugino et al., 1977). La T4Rnl1 es una enzima con escasa especificidad de sustrato, siendo 

incluso capaz de catalizar la unión entre RNA y DNA sin que se afecte demasiado la 

velocidad de reacción, siempre que el DNA sea el sustrato donador (Snopek et al., 1976; 

McCoy y Gumport, 1980). Sin embargo, los requerimientos para el sustrato aceptor son 

mayores, catalizando la ligación de aceptores desoxirribonucleicos 200 veces más 

lentamente que la de aceptores ribonucleicos, lo que proporciona a la enzima su 
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especificidad por el RNA. En cuanto al cofactor nucleotídico, la enzima muestra una 

especificidad muy alta por NTPs frente a dNTPs, y más concretamente por el ATP (Cranston 

et al., 1974). Esta RNA ligasa se ha detectado en los fagos de la serie T-par, pero no en los 

de la serie T-impar ni en el fago λ (Silber et al., 1972). 

 La T4Rnl1 es un polipéptido de 374 aminoácidos (Rand y Gait, 1984). Mediante 

cromatografía de afinidad de ácidos nucleicos se aisló la proteína de 43 kDa asociada con la 

actividad RNA ligasa (Snopek et al., 1976). El gen codificante de esta enzima (el 63 del 

genoma de T4) fue identificado cartografiando mutaciones que reducían dicha actividad 

(Snopek et al., 1977). Gait y colaboradores (Thogersen et al., 1985; Heaphy et al., 1987) 

cartografiaron el sitio de adenilación covalente en la lisina 99 y por mutagénesis dirigida 

demostraron el papel esencial de dicha lisina en la catálisis. La lisina del sitio activo de la 

T4Rnl1 está localizada dentro del elemento de secuencia conservado [motivo I, KX(D/N)G] 

característico de la superfamilia de las nucleotidiltransferasas covalentes, que incluye a las 

DNA ligasas y a las enzimas de adición de caperuza al mRNA (Shuman y Schwer, 1995; 

Shuman, 2001). Sin embargo, la T4Rnl1 comparte limitada similitud global de secuencia con 

las DNA ligasas y las enzimas de adición de caperuza, con las que prácticamente sólo 

comparte los motivos nucleotidiltransferasa I, IV y V, siendo los dos últimos esenciales para 

la transferencia nucleotídica covalente (Wang et al., 2003). Además se han identificado otros 

residuos esenciales fuera de los motivos nucleotidiltransferasa como, por ejemplo, algunos 

conservados aguas arriba de la lisina del motivo I que no se encuentran en las ligasas del 

tipo T4Rnl2 ni en las DNA ligasas o las enzimas de adición de caperuza; esta observación 

sugiere que las enzimas del tipo T4Rnl1 tienen componentes característicos diferentes en 

sus sitios activos (Sawaya et al., 2003; Wang et al., 2003). 

 La función biológica de la T4Rnl1 es la reparación del corte en el bucle del anticodón 

del tRNALys de E. coli que se genera por la activación por el fago de una anticodón nucleasa 

(ACNasa) codificada por el huésped (Amitsur et al., 1987) (Fig. 9). En condiciones normales, 

la ACNasa se mantiene latente por la asociación de su proteína central, PrrC, con la 

endonucleasa EcoprrI, que estabiliza PrrC y enmascara su actividad (Levitz et al., 1990; 

Amitsur et al., 1992). Cuando ocurre la infección, el bacteriófago T4 expresa el péptido Stp 

(Chapman et al., 1988) que inhibe EcoprrI y activa la enzima latente. El corte de los tRNALys 

por la PrrC bloquea la síntesis de proteínas del fago y detiene la infección antes de que se 

propague. Sin embargo, las enzimas del bacteriófago T4 polinucleótido quinasa/fosfatasa 

(polynucleotide kinase/phosphatase, Pnkp) y T4 Rnl1 reparan estos tRNAs rotos 

contrarrestando de esta manera el mecanismo de defensa del huésped (Fig. 9). La actividad 

de la endonucleasa sobre el tRNA produce un corte con extremos 5’-OH y 2’,3’>P que no 
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pueden ser ligados por la T4Rnl1. Por esta razón, la T4Pnkp modifica los extremos del tRNA 

mediante tres actividades: 2’,3’-ciclofosfodiesterasa, 3’-fosfatasa y polinucleótido quinasa. 

Por lo tanto, esta enzima multifuncional abre el enlace cíclico, elimina el grupo fosfomoéster 

presente en el extremo 3’ de la molécula del RNA y transfiere el grupo fosforilo γ de la 

molécula de ATP al extremo 5’-OH del RNA (Uhlenbeck, 1983; Amitsur et al., 1987; Galburt 

et al., 2002), dejando así extremos 3’-OH y 5’-P para que a continuación actúe la T4Rnl1 

restaurando el tRNALys cortado. Así pues, la T4Rnl1 desempeña un importante papel in vivo  

 

 

 

 

para la propagación del bacteriófago, habiéndose demostrado que la ausencia de la T4Pnkp 

y la T4Rnl1 bloquea la síntesis de proteínas virales a causa de la disminución del tRNALys 

(Amitsur et al., 1987). En Neisseria se ha detectado un homólogo de PrrC, así como otras 

ACNasas secretables en enterobacterias (colicina E5 y D) y hongos (zymocina) (Kaufmann, 

Figura 9.- Función biológica de la T4 RNA ligasa en la reparación de los tRNAs del huésped cortados. Como 

consecuencia de la expresión del péptido Stp por el fago, la PrrC anticodón nucleasa se activa y corta los tRNA
Lys

 para 

inhibir la síntesis de proteínas del fago. Previamente a la reparación de los tRNAs por la T4 Rnl1, la T4 Pnkp modifica los 

extremos 5’-OH y 2’,3’>P que produce la endonucleasa mediante sus actividades 2’,3’-ciclofosfodiesterasa, 3’-fosfatasa y 

5’-quinasa, dejando extremos 3’-OH y 5’-P que son los ligados por la T4 Rnl1. Las proteínas del fago se muestran en negro 

y, en rojo, las del huésped. 
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2000; Lu et al., 2005), lo que induce a pensar que se trata de un mecanismo de defensa 

contra invasores bastante extendido y que, por añadidura, los mecanismos de reparación 

del RNA mediados por RNA ligasas también deben ser frecuentes. La restricción/reparación 

del tRNA del bacteriófago es conceptual y mecanísticamente análoga al proceso de 

eliminación de intrones (splicing) de los tRNAs (ver más adelante) (Abelson et al., 1998; 

Kaufmann, 2000) (Fig. 10). Sin embargo, este procesamiento del tRNA requiere dos roturas 

en el esqueleto del pre-tRNA para escindir el intrón, mientras que la restricción del tRNA 

implica un único corte en el tRNA maduro. Por otra parte, la reparación de extremos y la 

unión de cadenas en la ruta codificada por el fago son catalizadas por dos enzimas 

separadas (T4Pnkp y T4Rnl1), mientras que una única enzima, la tRNA ligasa (Trl1), 

cataliza estos pasos en el procesamiento del tRNA en levadura (Xu et al., 1990; Apostol et 

al., 1991). En cualquier caso, ambas enzimas, la T4Rnl1 y la Trl1 de levadura, se incluyen 

dentro de la misma subfamilia de ligasas de RNA, la Rnl1(Sawaya et al., 2003; Wang et al., 

2003). Una segunda función biológica que se ha propuesto para la T4Rnl1 es la promoción 

del anclaje de las fibras de la cola (tail fiber attachment, TFA) al cuerpo del fago (Snopek et 

al., 1977), ya que en ausencia de la T4Rnl1 la reacción de TFA procede a baja velocidad. La 

T4Rnl1 puede aumentar la velocidad hasta 50 veces (Wood et al., 1978), pero no afecta a la 

producción final de fibras de la cola ancladas. Las actividades Rnl1 y TFA podrían además 

no estar mecanísticamente relacionadas, puesto que los requerimientos de la reacción y la 

respuesta a algunos inhibidores es diferente (Snopek et al., 1977). Además, ambas 

funciones se localizan en dos sitios distintos, pues mutaciones que inactivan la actividad 

RNA ligasa no afectan a la TFA (Runnels et al., 1982). 

 Posteriormente se ha identificado y caracterizado una segunda RNA ligasa del fago 

T4, la T4Rnl2, codificada por el gen 24.1 del bacteriófago (Ho y Shuman, 2002), habiéndose 

encontrado un homólogo del mismo en el fago KV40 (Yin et al., 2004). La T4Rnl2 es el 

miembro tipo de una segunda familia de RNA ligasas (Rnl2) que, al contrario que la T4Rnl1, 

comparten un alto grado de similitud de secuencia con las DNA ligasas y las enzimas de 

adición de caperuza, y contienen los cinco motivos conservados en estas enzimas (I, II, IIIa, 

IV y V) además de una serie de características estructurales únicas y esenciales (Ho y 

Shuman, 2002). La T4Rnl2, que cataliza la unión de los mismos extremos que la T4Rnl1 y 

también requiere ATP y Mg2+ (o Mn2+), está formada por 334 aminoácidos (Ho y Shuman, 

2002). Al igual que en la T4Rnl1, el sustrato aceptor determina la especificidad de la enzima 

por el RNA, siendo ésta mayor en la T4Rnl2 (Nandakumar et al., 2004). Mediante 

experimentos de deleción se ha comprobado que, mientras que el reconocimiento del 

extremo 3’-OH y el ataque sobre el RNA adenilado es mediado por aminoácidos del extremo 
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amino terminal en la T4Rnl2, la actividad de transferencia del AMP de la enzima al extremo 

5’-P del RNA reside en el extremo carboxilo terminal (Ho et al., 2004). Esta enzima, además 

de catalizar la ligación entre RNAs monocatenarios, sella roturas en RNAs de doble cadena 

y en híbridos RNA:DNA, sugiriendo que podría provenir de un mecanismo de reparación 

ancestral de ácidos nucleicos (Ho et al., 2004; Nandakumar et al., 2004). En el fago KV40, la 

enzima se encuentra predominantemente adenilada. La incubación de un RNA con 

extremos 5’-P y 3’-OH con una preparación purificada de esta enzima adenilada genera 

moléculas circulares en ausencia de ATP. Al añadir ATP a la reacción, el complejo RNA-

proteína se desensambla sin llevar a cabo el último paso de ligación, generando 

mayoritariamente RNA adenilado en vez de circularizado, de forma similar a lo que ocurre 

con las transferasas de GMP durante la adición de la estructura de caperuza al mRNA. 

Como ya se ha comentado, estas últimas y las RNA ligasas dependientes de ATP 

comparten un ancestro común, por lo que se presume que la reacción catalizada por la 

enzima del fago KV40 sería un paso evolutivo intermedio entre ambas funciones (Yin et al., 

2004). 

 2.2.2 La tRNA ligasa 

 En 1981 se descubrió una nueva actividad de ligación de RNA en un extracto de 

germen de trigo (Konarska et al., 1981). Un RNA de 73 nucleótidos con extremos 2’,3’>P y 

5’-OH o 5’-P era circularizado tras la incubación con un extracto de germen de trigo dando 

lugar a un enlace atípico 2’-fosfomonoéster, 3’,5’-fosfodiéster, donde el grupo fosforilo en 2’ 

derivaba del RNA sustrato (Konarska et al., 1981; Konarska et al., 1982). Más tarde se 

comprobó que la estructura de los sustratos y los productos de la reacción catalizada por la 

tRNA ligasa de la levadura Saccharomyces cerevisiae eran idénticos a los descritos para la 

enzima de germen de trigo, y que la tRNA ligasa de levadura participaba in vivo en el 

procesamiento (splicing) de los precursores de los tRNAs (pre-tRNAs) (Greer et al., 1983). 

Los genes de los tRNAs que contienen intrones fueron inicialmente descubiertos en S. 

cerevisiae (Goodman et al., 1977), con lo que el mecanismo del procesamiento del tRNA se 

estudió primero en este organismo, comprobándose que era diferente del procesamiento del 

mRNA mediado por el espliceosoma y del procesamiento autocatalítico de los intrones de 

tipo I y II. El procesamiento de los pre-tRNAs es esencial en eucariotas y arqueas, y requiere 

la acción concertada de tres enzimas (revisado en Hopper y Phizicky, 2003) (Fig. 10). Los 

pre-tRNAs que contienen el intrón son primero cortados por una endonucleasa específica en 

los extremos 5’ y 3’ de la secuencia del intrón, produciéndose dos mitades del tRNA con 

extremos 2’,3’>P y 5’-OH y liberándose el intrón lineal. A continuación, las mitades son 

unidas por una tRNA ligasa que requiere GTP y ATP generando un enlace 3’,5’-fosfodiéster 



Introducción 

46 

 

y dejando un 2’-P en el sitio de unión. Finalmente, el grupo fosforilo en 2’ es eliminado por 

una fosfotransferasa dependiente de NAD+ (Abelson et al., 1998). 

 

 

 La tRNA ligasa de levadura es una proteína monomérica de 92 kDa que contiene tres 

actividades enzimáticas intrínsecas: un dominio adeniltransferasa en N-terminal que se 

asemeja al de la T4Rnl1, un dominio central polinucleótido quinasa similar a la T4Pnkp (sin 

la actividad 3’-fosfatasa), y un dominio ciclofosfodiesterasa (CPDasa) en C-terminal que es 

reminiscente de la superfamilia de enzimas 2H fosfotransferasas (Phizicky et al., 1986; 

Apostol et al., 1991; Sawaya et al., 2003). La ligación de las mitades del tRNA resultantes 

del procesamiento transcurre en tres etapas en las que la tRNA ligasa lleva a cabo una serie 

de reacciones: (1) el fosfodiéster cíclico 2’,3’ en el extremo de la mitad 5’ del tRNA es 

hidrolizado por la actividad CPDasa dando lugar a grupos 2’-P y 3’-OH, (2) el grupo 5’-OH 

en el extremo de la mitad 3’ del tRNA es fosforilado por la actividad polinucleótido quinasa 

dependiente de GTP, y (3) la ligasa se adenila y transfiere el grupo AMP al extremo 5’-P de 

la mitad 3’ del tRNA seguido de la formación del enlace 2’-fosfomonoéster, 3’,5’-fosfodiéster 

que une las dos mitades del tRNA y de la liberación del AMP. 

Figura 10.- Procesamiento de los tRNAs. En primer lugar, el intrón es eliminado por una tRNA endonucleasa y, a 

continuación, la tRNA ligasa (tRnl) cataliza la unión de los extremos 5’-OH y 2’,3’>P a través de sus actividades 

ciclofosfodiesterasa (CPD), polinucleótido quinasa (PNK) y RNA ligasa. Finalmente el grupo fosforilo presente en 2’ es 

eliminado por una 2’-fosfotransferasa. 
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 La primera tRNA ligasa de plantas se purificó parcialmente a partir de extractos de 

germen de trigo comprobándose su asociación con una actividad 2’,3’-ciclofosfodiesterasa y 

polinucleótido quinasa en todos los pasos cromatográficos (Pick et al., 1986; Pick y Hurwitz, 

1986). Las tRNA ligasas de germen de trigo y levadura son enzimas multifuncionales que 

contienen las mismas actividades enzimáticas intrínsecas en un único polipéptido y generan 

un 2’-P atípico en el punto de unión. Además, las tRNA ligasas de levadura y plantas ligan 

las mitades de los tRNAs de plantas y levaduras, respectivamente, derivadas de la escisión 

del intrón por la endonucleasa (Gegenheimer et al., 1983; Stange et al., 1992). A pesar de 

estas aparentes similitudes generales en estructura y función, las búsquedas iniciales en los 

genomas secuenciados de Arabidopsis thaliana y Oryza sativa, empleando la secuencia de 

la tRNA ligasa de levadura, no identificaron un gen candidato para la tRNA ligasa en 

ninguno de los dos genomas nucleares. Las primeras tRNA ligasas y los genes que las 

codifican en organismos eucariotas superiores fueron identificadas posteriormente (Englert y 

Beier, 2005). La purificación de la tRNA ligasa de germen de trigo por sucesivos pasos 

cromatográficos permitió la identificación de una proteína de 125 kDa capaz de unir 

covalentemente AMP, catalizar la ligación de mitades de tRNA, y circularizar intrones 

lineales. A partir de secuencias peptídicas obtenidas de la proteína de trigo purificada se 

identificaron las correspondientes proteínas y sus genes en las bases de datos de A. 

thaliana y O. sativa (AC026875, AP005124). Las tRNA ligasas de plantas no muestran 

similitud de secuencia aminoacídica general con las tRNA ligasas fúngicas, pero aún así 

contienen una serie de módulos enzimáticos intrínsecos que se asemejan a los motivos 

esenciales caracterizados en la enzima de levadura (Sawaya et al., 2003; Englert y Beier, 

2005). El orden físico de las tres actividades enzimáticas y los correspondientes elementos 

característicos aparecen conservados entre las tRNA ligasas de plantas y hongos, en 

consonancia con las primeras observaciones respecto a sus similares actividades in vitro 

(Filipowicz y Gross, 1984). Además, se ha demostrado que tanto la tRNA ligasa de plantas 

de longitud completa como los dominios ligasa y quinasa-CPD expresados separadamente 

son capaces de complementar a la enzima de levadura en una cepa deficiente en la tRNA 

ligasa (trl1∆), sugiriendo que la tRNA ligasa de plantas es un verdadero ortólogo de la 

enzima de levadura (Wang et al., 2003). Posteriormente se han caracterizado hasta tres 

isoformas de la tRNA ligasa de germen de trigo (Makino et al., 2006). 

 El mecanismo de la reacción de ligación en vertebrados es diferente del de hongos o 

plantas. Estudios sobre el procesamiento del tRNA en extractos de células HeLa han 

mostrado que el grupo fosforilo 3’-terminal de las mitades 5’ del tRNA es incorporado a un 

enlace típico 3’,5’-fosfodiéster en el sitio de unión (Filipowicz y Shatkin, 1983). A pesar de 
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ello, diferentes trabajos han mostrado que en células HeLa también existe una maquinaria 

de procesamiento similar a la de plantas (Zillmann et al., 1991). Sin embargo, la búsqueda 

en el genoma humano completamente secuenciado empleando la secuencia de la tRNA 

ligasa de plantas no ha permitido identificar ningún gen candidato, sugiriendo que las 

enzimas de mamíferos y plantas podrían haber divergido tanto como las enzimas de hongos 

y plantas. La reciente identificación de RtcB como una nueva ligasa implicada en reparación 

de RNA en bacterias (Tanaka y Shuman, 2011) y en el procesamiento de arqueas (Englert 

et al., 2011) sugiere que podría tratarse de la hasta ahora desconocida 3’-fosfato RNA ligasa 

implicada en el procesamiento del tRNA en animales y arqueas. Esta proteína presenta 

además una distribución filogenética en bacterias, arqueas, protozoos y metazoos (Genschik 

et al., 1998), pero no en hongos y plantas. 

 Todos los genomas nucleares eucarióticos conocidos codifican genes de tRNAs que 

contienen intrones y, sin duda, las tRNA ligasas tienen un papel esencial en el 

procesamiento de los pre-tRNAs. La cuestión es si las tRNA ligasas están también 

implicadas en otros procesos celulares. El descubrimiento de que la tRNA ligasa de levadura 

interviene en el procesamiento de determinados mRNAs reguladores de la respuesta a 

proteínas no plegadas, una vía esencial de señalización intracelular que activa la 

transcripción de genes de chaperonas cuando en el retículo endoplásmico se acumulan 

proteínas desplegadas, estableció una conexión inesperada de esta enzima con el 

metabolismo del mRNA (Sidrauski et al., 1998; González et al., 1999; Mori et al., 2010). 

Indicios adicionales en esta dirección se han obtenido al comprobar que la mutación del gen 

que codifica una de las cuatro subunidades de la tRNA endonucleasa de humanos afecta 

tanto a la maduración de los tRNAs como de los mRNAs (Paushkin et al., 2004). Una tarea 

más general para las tRNA ligasas podría ser su participación en la reparación de tRNAs 

rotos, de la misma manera que ésta es la principal función de la T4Rnl1 (Kaufmann, 2000). 

En este contexto, cabe destacar que el bucle del anticodón es la parte más vulnerable en el 

tRNA frente a la hidrólisis química y/o enzimática. En extractos de Chlamydomonas 

reinhardtii se ha observado la ligación de mitades 3’ con sus correspondientes mitades 5’ en 

el tRNAAla (UGC) y en el tRNAPro (UGG) a través de enlaces 2’-fosfomonoéster, 3’,5’-

fosfodiéster (Tyc et al., 1983). Aparentemente, estas mitades de los tRNAs no se habían 

generado por procesamiento del tRNA, ya que los genes correspondientes en genomas de 

plantas conocidos no contienen intrones y, además, el corte había ocurrido en el anticodón y 

no en el sitio de procesamiento altamente conservado a un nucleótido 3’ del anticodón. 

Además, la tRNA ligasa de germen de trigo y la tRNA ligasa recombinante de A. thaliana 

catalizan no sólo la unión de mitades de tRNA, sino también la circularización de los intrones 
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lineales y de diferentes oligo- y polirribonucleótidos naturales y sintéticos, siempre y cuando 

tengan extremos 2’,3’>P, 5’-OH (Konarska et al., 1981; Schwartz et al., 1983). En contraste, 

la tRNA ligasa de levadura muestra un alto grado de especificidad. La unión de mitades de 

tRNA por la enzima de levadura es 104 veces más eficiente que la unión de oligo-

ribonucleótidos artificiales (Phizicky et al., 1986; Greer et al., 1987) y los productos del 

procesamiento del tRNA en un extracto nuclear de levadura son tRNAs maduros y 

moléculas de intrones lineales (Knapp et al., 1979). La amplia gama de sustratos de la tRNA 

ligasa de plantas claramente sugiere que la acción de esta enzima no está limitada al 

procesamiento de los pre-tRNAs o a la reparación de los tRNAs, sino que participa en otros 

procesos celulares todavía no detectados. 

 En cuanto a la localización subcelular, se ha demostrado que el procesamiento de 

los pre-tRNAs ocurre exclusivamente en el núcleo de vertebrados y en el citoplasma de 

levadura, respectivamente. Mediante expresión transitoria de las enzimas de procesamiento 

de A. thaliana y O. sativa fusionadas a GFP en células epidérmicas de Allium cepa y en 

células guardia de Vicia faba, se ha observado que tienen localización nuclear (Englert et al., 

2007), mostrando así que el procesamiento de los pre-tRNAs en plantas ocurre 

preferentemente en este orgánulo. Sin embargo, dos de las enzimas del procesamiento, la 

tRNA ligasa y la 2’-fosfotransferasa, contienen en sus extremos N-terminal péptidos de 

tránsito al cloroplasto y son predominantemente dirigidas a cloroplastos y proplástidos, 

respectivamente (Englert et al., 2007). Los genomas cloroplásticos codifican genes de 

tRNAs que, de manera opuesta a los nucleares, no contienen intrones y, consecuentemente, 

la tRNA ligasa y la 2’-fosfotransferasa no son requeridas para un procesamiento 

convencional de los pre-tRNAs en estos orgánulos, con lo que esta localización alternativa 

sostiene la idea de que dichas enzimas ejercen múltiples funciones, pudiendo tener un papel 

en la reparación del tRNA o en el procesamiento de intrones de tipo II atípicos. 

Adicionalmente, se ha observado que la 2’-fosfotransferasa se asocia a la mitocondria 

(Englert et al., 2007). Análisis in vivo con variantes mutantes sugieren que, para su 

localización diferencial, las enzimas del procesamiento del pre-tRNA emplean un 

mecanismo alternativo de iniciación de la traducción. 

 En plantas y animales se conocen patógenos que dependen de RNA ligasas aún no 

identificadas para su propagación. El genoma de RNA circular de 1679 nt del virus de la 

hepatitis δ humana (Hepatitis delta virus, HDV) se replica por un mecanismo de círculo 

rodante. Los largos intermediarios replicativos de ambas polaridades son cortados en 

moléculas de RNA unitarias por ribozimas específicas. Aparentemente, una actividad del 

huésped presente en células de mamíferos es capaz de unir las moléculas del HDV tanto 
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intramolecular como bimolecularmente (Reid y Lazinski, 2000). De manera similar, una 

actividad celular debe de ser utilizada por los viroides que, como se ha comentado 

anteriormente, también se replican por un mecanismo de círculo rodante en el que los RNAs 

oligoméricos generados son cortados por RNasas específicas (familia Pospiviroidae) o por 

ribozimas de cabeza de martillo (familia Avsunviroidae). En este sentido, la localización 

cloroplástica y los extremos 5’-OH y 2’,3’>P generados por las ribozimas de cabeza de 

martillo en las reacciones de autocorte en los miembros de la familia Avsunviroidae 

convierten a la tRNA ligasa en una firme candidata a catalizar la reacción de ligación. 

 

 2.3 Las DNA ligasas 

 Al unir extremos 5’-P, 3’-OH para formar un enlace fosfodiéster, las DNA ligasas 

(Lehman, 1974; Soderhall y Lindahl, 1976; Engler y Richardson, 1982) son indispensables 

para la integridad genómica y la viabilidad celular. Estas enzimas son esenciales para la 

replicación, recombinación y reparación del DNA en todos los organismos, existiendo en la 

mayoría de ellos múltiples ligasas que funcionan tanto en la replicación del DNA (uniendo 

los fragmentos de Okazaki) como en su recombinación o en diferentes rutas de reparación 

del DNA particulares, tales como la reparación de la escisión de nucleótidos, la reparación 

de roturas de simple cadena o la reparación de roturas de doble cadena a través de la unión 

de extremos no homólogos (non-homologous end joining, NHEJ) (Tomkinson et al., 2006; 

Shuman y Glickman, 2007; Ellenberger y Tomkinson, 2008). Deficiencias genéticas en las 

DNA ligasas humanas se han asociado a síndromes clínicos con características de 

inmunodeficiencia, sensibilidad a la radiación y anormalidades del desarrollo (Ellenberger y 

Tomkinson, 2008). 

 Las DNA ligasas se agrupan en dos familias, las dependientes de ATP y las 

dependientes de NAD+, según sea el requerimiento del sustrato nucleotídico para la 

formación del intermediario ligasa-AMP. Las DNA ligasas dependientes de ATP se 

encuentran en los tres dominios de los seres vivos (bacterias, arqueas y eucariotas), 

mientras que las dependientes de NAD+ sólo están presentes en bacterias y entomopoxvirus 

(Sriskanda et al., 2001; Wilkinson et al., 2001). 

 2.3.1 DNA ligasas dependientes de NAD+ 

 Las DNA ligasas dependientes de NAD+ son un grupo particular de enzimas 

estructuralmente homogéneas que se encuentran en todas las bacterias, habiéndose 

estudiado sus estructuras cristalográficas en diferentes especies (Singleton et al., 1999; Lee 
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et al., 2000; Gajiwala y Pinko, 2004). La ligasa LigA de E. coli (671 aa), el prototipo de esta 

familia, tiene una arquitectura modular construida alrededor de un núcleo central ligasa 

compuesto por un dominio nucleotidiltransferasa (NTasa) y un dominio OB (Fig. 11). Este 

núcleo ligasa está flanqueado por un dominio denominado Ia en la región N-terminal y por 

tres módulos en la C-terminal: un dedo de zinc con cuatro cisteínas, un dominio hélice-

horquilla-hélice (HhH) y un dominio repetitivo BRCA1 carboxilo-terminal (BRCT) (Fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Cada paso de la reacción de ligación depende de un conjunto diferente de dominios, 

siendo el NTasa el único requerido en todos los pasos. El dominio Ia es característico de las 

DNA ligasas dependientes de NAD+ y es requerido en la reacción de la enzima con el NAD+ 

para formar el intermediario ligasa-AMP, uniéndose además al grupo NMN del NAD+ 

Figura 11.- Diferentes DNA ligasas de bacterias compartiendo todas un núcleo catalítico ligasa (LIG). En las 

enzimas LigA, el dominio LIG está fusionado a un dominio N-terminal (denominado motivo Ia) y tres dominios C-terminales: 

un dedo de zinc con cuatro cisteínas, un dominio hélice-horquilla-hélice (HhH) y un dominio repetitivo BRCA1 carboxilo-

terminal (BRCT). El dominio Ia es único de las ligasas dependientes de NAD
+
. La enzima LigB consiste de un dominio LIG 

en la región C-terminal fusionado a un dominio de unión al DNA en la N-terminal (DBD). Las enzimas LigC y LigD son las 

implicadas en la unión de extremos no homólogos (NHEJ) de bacterias. LigC consiste sólo del núcleo catalítico, mientras 

que las enzimas LigD son proteínas multifuncionales de reparación que tienen módulos catalíticos polimerasa (POL) y 

fosfoesterasa (PE) fusionados a los dominios LIG. En LigD se muestran las dos variantes en el orden de los dominios 

ejemplificadas por las enzimas de Pseudomonas aeruginosa (Pae) y Mycobacterium tuberculosis (Mtu). Adaptada de 

Shuman y Glickman, 2007. 
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(Sriskanda y Shuman, 2002; Gajiwala y Pinko, 2004). La estructura cristalográfica de la LigA 

de E. coli unida al intermediario adenilado del DNA con muesca (Nandakumar et al., 2007) 

reveló que la LigA también rodea a la hélice de DNA como una abrazadera proteica en 

forma de C, al igual que lo hacen las DNA ligasas dependientes de ATP, con abundantes 

contactos de los dominios NTasa, OB y HhH sobre un pequeño segmento del DNA de doble 

cadena alrededor de la muesca. La LigA es esencial para la viabilidad de E. coli y todas las 

demás bacterias estudiadas. Su estrecha distribución filogenética, la especificidad de 

sustrato nucleotídico y la particular estructura de los dominios que la conforman comparada 

con las DNA ligasas humanas dependientes de ATP, convierten a las DNA ligasas 

dependientes de NAD+ en dianas para el desarrollo de nuevos fármacos antibacterianos 

(Shuman y Lima, 2004). 

 2.3.2 Las DNA ligasas dependientes de ATP 

 Todas las DNA ligasas eucariotas conocidas son dependientes de ATP (Ellenberger 

y Tomkinson, 2008) y su número varía entre los diferentes taxones: por ejemplo, los 

humanos tienen cuatro de estas DNA ligasas mientras que los hongos tienen dos. Las DNA 

ligasas dependientes de ATP también se encuentran en bacterias y en todas las arqueas 

conocidas, lo que sugiere la existencia de un ancestro común para la maquinaria de 

replicación. 

 Los elementos esenciales de las DNA ligasas dependientes de ATP quedan 

ejemplificados en la DNA ligasa del virus de Chlorella (ChVLig), la más pequeña conocida 

(298 aa) (Odell et al., 2000) (Fig. 12). La ChVLig consta de un dominio NTasa en la región 

N-terminal y un dominio OB en la C-terminal. En el dominio NTasa se encuentra el bolsillo 

de unión al AMP compuesto por los cinco motivos peptídicos que definen a la superfamilia 

de las nucleotidiltransferasas covalentes, que incluye a las ligasas polinucleotídicas y a las 

enzimas de adición de caperuza (Shuman y Lima, 2004). El motivo I (KxDGxR) contiene la 

lisina a la que se une covalentemente el AMP en el primer paso de la reacción de ligación. 

Diferentes aminoácidos de los motivos I, III, IIIa, IV y V contactan con el AMP y desempeñan 

papeles esenciales en uno o más pasos de la ruta de ligación. El dominio OB consiste en un 

barril β de cinco cadenas antiparalelas y una hélice α. Estos dos dominios (NTasa y OB) son 

estructuralmente análogos al núcleo catalítico mínimo de las DNA ligasas multidominio más 

complejas de bacterias (Singleton et al., 1999; Lee et al., 2000; Gajiwala y Pinko, 2004) y en 

eucariotas superiores (Pascal et al., 2004), así como de las enzimas de adición de caperuza 

al mRNA (Hakansson et al., 1997). Aunque la ChVLig carece en sus regiones N- y C-

terminales de los grandes dominios flanqueantes que se encuentran en las DNA ligasas 
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eucariotas, puede sin embargo sustentar el crecimiento mitótico, la reparación del DNA y la 

recombinación no homóloga en levadura cuando es la única actividad ligasa celular 

(Shuman y Lima, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.- Modelos de la estructura de la DNA ligasa del virus de Chlorella  rodeando a un DNA de doble cadena 

con muesca. (A) y (C) visión desde la cadena de DNA, y (B) visión lateral (90º). En azul se muestra el dominio 

nucleotidiltransferasa (Ntasa), en marrón el dominio OB y en fucsia el módulo que cierra la proteína alrededor del DNA. Las 

flechas rojas indican interacciones entre dominios que cierran la ligasa alrededor del sustrato. Adaptada de Shuman, 2009. 
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 Los datos estructurales sostienen la idea de que la DNA ligasa dependiente de ATP 

es el miembro ancestral del que evolucionaron las DNA ligasas dependientes de NAD+ por 

adquisición de un dominio estructural especializado (Ia) que se une al grupo NMN del NAD+. 

Todas las ligasas dependientes de NAD+ conocidas presentan el dominio Ia y no pueden 

usar ATP como sustrato para la adenilación de la enzima, posiblemente porque las LigA 

carecen del motivo IV del dominio OB, el componente de las DNA ligasas dependientes de 

ATP que se piensa es el que interacciona con el grupo PPi del ATP (Hakansson et al., 1997; 

Odell et al., 2000). Sin embargo, algunos estudios acerca de la inespecificidad de nucleótido 

de las DNA ligasas de algunas arqueas discrepan con esta hipótesis (Sun et al., 2008). 

 Diversos estudios bioquímicos y de genética molecular en células de mamíferos han 

puesto de manifiesto que éstas contienen más de una especie de DNA ligasa (Soderhall y 

Lindahl, 1973; Barnes et al., 1990; Tomkinson et al., 1991; Wei et al., 1995), y estudios 

posteriores han revelado la existencia de más de una DNA ligasa también en eucariotas 

inferiores y en procariotas (Wilson et al., 1997; Sriskanda y Shuman, 2001; Gong et al., 

2004). La presencia de múltiples DNA ligasas sugiere que estas enzimas podrían tener 

funciones celulares específicas, idea que se vió apoyada por los diferentes fenotipos que 

presentan líneas celulares de mamífero deficientes en diferentes DNA ligasas (Barnes et al., 

1992; Caldecott et al., 1994; Caldecott et al., 1996; Riballo et al., 1999). La comparación de 

los polipéptidos codificados por los genes de mamíferos LIG1, LIG3 y LIG4 muestra que el 

dominio catalítico conservado de estas enzimas está flanqueado por secuencias únicas en 

las regiones N- y C-terminales, que son las que presumiblemente conferirían las funciones 

celulares específicas a cada una de ellas, participando en interacciones proteína-proteína o 

de unión al DNA. Estas diferencias también se encuentran entre especies. Por ejemplo, las 

tres DNA ligasas de mamíferos requieren un dominio adicional de unión a DNA en la región 

N-terminal (DNA binding domain, DBD) para que su actividad de ligación sea eficiente 

(Pascal et al., 2004). En cualquier caso, las DNA ligasas de mamíferos LIG1, LIG3 y LIG4 se 

consideran los miembros prototípicos de las tres familias de DNA ligasas eucariotas. 

Homólogos de los genes LIG1 y LIG4 parecen estar presentes en todos los eucariotas, 

mientras que el gen LIG3 parece estar restringido a vertebrados. En cuanto a las funciones 

que desempeñan, la DNA ligasa I de mamíferos ha sido implicada tanto en la replicación 

como en la reparación de escisiones del DNA, mientras que la DNA ligasa III parece estar 

involucrada en reparación y recombinación meiótica del DNA. Por otra parte, se ha sugerido 

que la DNA ligasa IV de mamíferos funciona en la reparación de roturas de doble cadena del 

DNA y en el NHEJ (Grawunder et al., 1997; Teo y Jackson, 1997; Wilson et al., 1997; 

Grawunder et al., 1998). Las DNA ligasas de mamíferos también muestran diferentes 
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especificidades por el sustrato polinucleotídico in vitro (Tomkinson et al., 1996; Nash y 

Lindahl, 1998). LIG3 puede ligar oligo(dT)/poli(dA), oligo(dT)/poli(rA) y oligo(rA)/poli(dT), 

mientras que LIG4 no puede ligar oligo(rA)/poli(dT). Por su parte, LIG1 puede ser fácilmente 

distinguida por su incapacidad para unir un sustrato oligo(dT)/poli(rA) (Nash y Lindahl, 

1998). 

 En el genoma de A. thaliana se han identificado cuatro secuencias distintas que 

codifican DNA ligasas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), pero sólo tres de ellas se 

han caracterizado funcionalmente. En este organismo, la DNA ligasa I (AtLIG1) proporciona 

la actividad DNA ligasa más importante, pues desempeña un papel clave en la replicación 

del DNA y en las rutas de reparación de escisiones del mismo (Taylor et al., 1998). El gen 

AtLIG4 es el homólogo en A. thaliana de la DNA ligasa IV de levaduras y mamíferos, que es 

responsable de catalizar el paso de ligación final en la ruta NHEJ de la reparación de roturas 

de doble cadena. AtLIG4 se expresa en todos los tejidos de A. thaliana, siendo su 

transcripción más elevada en flores en apertura y en raíces. La transcripción de AtLIG4 está 

inducida por radiación γ, pero no por luz UV, lo que es consistente con la implicación de 

AtLIG4 en la reparación de roturas de doble cadena en el DNA (West et al., 2000; Friesner y 

Britt, 2003; van Attikum et al., 2003). Una tercera y nueva DNA ligasa, la DNA ligasa VI, que 

parece ser exclusiva de plantas superiores, ha sido también clonada en A. thaliana y arroz 

(West et al., 2000; Bonatto et al., 2005). Esta nueva enzima de A. thaliana (AtLIG6) presenta 

actividad DNA ligasa en ensayos bioquímicos, y parece estar implicada en eventos de 

reparación de roturas de simple cadena en el DNA relacionados con la longevidad de las 

semillas (Waterworth et al., 2010). 

 La DNA ligasa I (790 aa, 87.8 kDa) es la única actividad DNA ligasa esencial en A. 

thaliana y, como ya se ha comentado, está implicada en procesos de replicación, reparación 

y recombinación del DNA, así como en la inserción de transgenes en la transformación de 

plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens. La ORF de AtLIG1 contiene en su extremo 

5’ tres codones AUG de inicio de la traducción en pauta (designados M1, M2 y M3) 

localizados en los codones 1, 48 y 60 (Taylor et al., 1998; Willer et al., 1999). Estos codones 

aparecen separados por secuencias propuestas como de tránsito a la mitocondria (von 

Heijne, 1986) y posiblemente al cloroplasto (Small et al., 1998), conteniendo en todos los 

casos una señal de localización nuclear (Taylor et al., 1998). Ya que los genomas de 

mitocondrias y cloroplastos no codifican ninguna DNA ligasa, esta actividad esencial debe 

ser importada desde el citosol tanto a estos orgánulos como al núcleo. Parece que las 

formas mitocondriales y nucleares de la DNA ligasa I de A. thaliana se traducen a partir de 

una sola especie de mRNA a través del control del inicio de la traducción desde el primer 
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(M1) o el segundo (M2) codón AUG en pauta, respectivamente. La traducción desde M3 

ocurre sólo en transcritos en los que M1 y M2 han sido mutagenizados a codones de 

parada, y no hay pruebas de que esta proteína sea dirigida a cloroplastos (Sunderland et al., 

2004, 2006). La isoforma mitocondrial AtLIG1 posee en su región N-terminal tanto una señal 

de localización mitocondrial como una interna bipartita de localización nuclear (NLS), 

aunque es dirigida sólo a la mitocondria, demostrando que existe una dominancia jerárquica 

de la presecuencia mitocondrial sobre la NLS. La longitud de la 5’-UTR, y más 

significativamente el contexto nucleotídico alrededor de los codones de inicio alternativos en 

los transcritos AtLIG1, afectan al inicio de la traducción asegurando una síntesis equilibrada 

de las isoformas AtLIG1 nuclear y mitocondrial, probablemente a través de un mecanismo 

de rastreo ribosomal con fugas dependiente del contexto. Al no existir pruebas de la 

importación de AtLIG1 al cloroplasto, la ligasa exclusiva de plantas AtLIG6, cuya ORF 

contiene posibles señales de localización cloroplástica en la región N-terminal, se convierte 

en el principal candidato a desempeñar la actividad DNA ligasa en este orgánulo. 
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En la presente Tesis Doctoral se ha pretendido profundizar en el conocimiento de la 

replicación de los viroides nucleares y cloroplásticos, y más concretamente, en la etapa final 

del ciclo, correspondiente a la ligación de los intermediarios monoméricos lineales. Los 

objetivos específicos han sido: 

 

1.- Identificar una nueva actividad RNA ligasa de plantas que ligue extremos 

viroidales 5’-P y 3’-OH, que pudiera estar implicada en la circularización de los miembros de 

la familia Pospiviroidae. 

 

2.- Clonar y expresar dicha RNA ligasa con el fin de caracterizarla bioquímica y 

funcionalmente y determinar su posible implicación en el ciclo replicativo de los viroides 

nucleares. 

 

3.- Clonar y expresar la tRNA ligasa de un hospedador natural de un miembro de la 

familia Avsunviroidae con el fin de caracterizarla bioquímica y funcionalmente y determinar 

su posible implicación en el ciclo replicativo de los viroides cloroplásticos. 
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1. Material biológico 

 1.1 Material vegetal 

 Como fuente de tejido para la extracción de proteínas o RNAs se emplearon hojas de 

tomate (Solanum lycopersicum L.) (variedad Rutgers), berenjena (Solanum melongena L.) 

(variedad redonda morada) o Arabidopsis thaliana (L.), Heynh. (ecotipo Columbia-0). En los 

bioensayos de infectividad se emplearon plántulas de tomate. Las plantas de tomate y 

berenjena se crecieron en invernadero a una temperatura de 25ºC empleando como sustrato 

una mezcla de turba y vermiculita (1:1). Por su parte, las plantas de A. thaliana se crecieron 

en cámaras a 23ºC con iluminación fluorescente y un fotoperíodo de 12 h de luz y 12 h de 

oscuridad. Con el objetivo de favorecer y sincronizar la germinación, las semillas se 

mantuvieron en agua un mínimo de 72 h a 4ºC antes de ser sembradas en una mezcla de 

turba, vermiculita y perlita (2:1:1). 

 1.2 Bacterias 

 Para la propagación y purificación de plásmidos se utilizó la cepa de Escherichia coli 

DH5α, mientras que la cepa de E. coli empleada para la expresión de proteínas heterólogas 

fue Rosetta 2 (DE3) pLysS. Ambas se crecieron en medio Luria-Bertani (LB) líquido [1% 

triptona, 0.5% extracto de levadura, 1% NaCl ] o sólido [LB líquido suplementado con 1.5% 

agar] en presencia del antibiótico adecuado (ampicilina 50 mg/l, cloramfenicol 34 mg/l) a 

37ºC durante toda una noche. 
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2. Manipulación de microorganismos 

2.1 Obtención de células de E. coli DH5α competentes para su 

transformación por electroporación 

 Una colonia de E. coli DH5α se sembró en 3 ml de medio LB líquido a 37ºC en 

agitación durante toda una noche. Con este preinóculo se inocularon 250 ml de medio LB 

líquido fresco que se mantuvieron en agitación a 37ºC hasta alcanzar una densidad óptica a 

600 nm de 0.5. El cultivo se enfrió entonces en hielo durante al menos 15 min y se 

centrifugó a 9600 x g durante 5 min a 4ºC. El sedimento se lavó dos veces con agua fría y 

finalmente se resuspendió en 40 ml de glicerol al 10% frío, tras los cual se centrifugó a 9600 

x g durante 5 min a 4ºC. Finalmente, las células se resuspendieron en 3 ml de glicerol al 

10% frío y se fraccionaron en alícuotas de 90 μl que se congelaron inmediatamente en N2 

líquido y se guardaron a -80ºC hasta su utilización. Todos los pasos se realizaron en 

condiciones de esterilidad. 

2.2 Transformación de células de E. coli DH5α competentes mediante 

electroporación 

 La transformación de las células competentes de E. coli DH5α con los plásmidos de 

interés se llevó a cabo mediante electroporación a 1500 V con un aparato ECM399 (BTX). 

Tras el pulso eléctrico, se les añadió a las células 1 ml de medio SOC [2% triptona, 0.5% 

extracto de levadura, 0.05% NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 20 mM glucosa, pH 7.0] y se 

incubaron durante 1 h a 37ºC en agitación para su recuperación. Finalmente, las células se 

sembraron en placas Petri con medio LB suplementado con el antibiótico adecuado según el 

plásmido empleado y se incubaron a 37ºC durante toda una noche. 

 

3. Electroforesis de ácidos nucleicos 

 3.1 Geles de poliacrilamida (PAGE) 

 3.1.1 Condiciones no desnaturalizantes 

 Los ácidos nucleicos de pequeño tamaño se fraccionaron en geles de poliacrilamida 

(5% acrilamida, relación acrilamida:bisacrilamida 37.5:1) de 12 x 14 x 0.2 cm. Las 

electroforesis se realizaron a una intensidad constante de 75 mA durante 1 h y 30 min en 

presencia del tampón TAE [40 mM Tris, 20 mM ácido acético, 1 mM EDTA, pH 7.2], tanto en 
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el gel como en los electrodos. Las muestras, antes de ser aplicadas, se mezclaron con 0.1 

volúmenes de tampón de carga [concentración inicial: 0.0025% azul de bromofenol, 

0.0025% cianol de xileno, 50% glicerol, 10 mM EDTA pH 8.0]. Una vez finalizada la 

electroforesis, los geles se tiñeron agitándolos durante 15 min en una solución de bromuro 

de etidio (0.5 µg/ml) y lavándolos tres veces con agua para eliminar el exceso del mismo. 

Los ácidos nucleicos se visualizaron por irradiación con luz ultravioleta. 

 3.1.2 Condiciones desnaturalizantes 

 Los geles desnaturalizantes de poliacrilamida (5% acrilamida, relación 

acrilamida:bisacrilamida 37.5:1) de 12 x 14 x 0.2 cm se prepararon en tampón TBE [89 mM 

Tris-HCl, 89 mM ácido bórico y 2 mM EDTA] con 8 M urea, empleándose el mismo tampón 

sin urea para los electrodos. Previa a su aplicación en el gel, las muestras se mezclaron con 

un volumen de tampón de carga desnaturalizante [10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 

98% formamida, 0.0025% azul de bromofenol y 0.0025% cianol de xileno] y se 

desnaturalizaron calentándolas 1.5 min a 95ºC y enfriándolas rápidamente en hielo. La 

electroforesis se efectuó a un voltaje constante de 200 V durante 3 h. Una vez finalizada 

ésta, el gel se tiñó con bromuro de etidio como se ha descrito anteriormente. 

 3.1.3 Elución de ácidos nucleicos de geles de poliacrilamida 

 Cuando fue necesaria la elución de los RNAs separados por electroforesis, los 

fragmentos de los geles conteniendo los ácidos nucleicos de interés se cortaron en 

pequeños cubos de aproximadamente 1 mm3 y se transfirieron a un tubo Eppendorf. Los 

ácidos nucleicos se eluyeron añadiendo 0.5 ml de tampón de elución [0.1 M Tris-HCl pH 9.0, 

0.1 M 2-mercaptoetanol, 10 mM EDTA, 1% SDS] y 0.1 ml de fenol:cloroformo (1:1) pH 8.0 y 

manteniendo el tubo en agitación durante una noche a temperatura ambiente. La fase 

acuosa se recuperó centrifugando 5 min a 17000 x g, y la orgánica se extrajo de nuevo con 

0.2 ml de tampón de elución y agitación vigorosa. La segunda fase acuosa, recuperada de 

forma similar, se combinó con la primera y se extrajeron con 0.2 ml de cloroformo. Tras 

centrifugar 5 min a 17000 x g, los ácidos nucleicos contenidos en la fase acuosa se 

precipitaron con 1 volumen de isopropanol y 0.1 volúmenes de 3 M acetato sódico pH 5.5 

durante 2 h a -20ºC. Tras centrifugar 15 min a 17000 x g, se lavó el sedimento con etanol 

70% y se resuspendió en agua. 
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 3.2 Geles de agarosa 

 3.2.1 Condiciones no desnaturalizantes 

 Para la separación del DNA según su tamaño se emplearon geles de agarosa al 1% 

(p/v) en tampón TAE añadiendo a las muestras tampón de carga (ver apartado 3.1.1). Las 

electroforesis se realizaron durante aproximadamente 1 h a un voltaje constante de 60 o 75 

V para geles de 8 x 6.5 x 0.5 cm o 15 x 11 x 0.5 cm, respectivamente. Una vez finalizada la 

electroforesis, los geles se tiñeron con bromuro de etidio. Para recuperar los fragmentos de 

DNA separados se utilizó el estuche DNA Clean & ConcentratorTM-5 (Zymo Research) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 3.2.2 Condiciones desnaturalizantes 

 Las preparaciones de RNA se fraccionaron en geles de agarosa al 1% conteniendo 1 

M urea en TBE, empleándose el mismo tampón en los electrodos. Las muestras se 

mezclaron con 1 volumen de tampón de carga desnaturalizante (ver apartado 3.1.2) y antes 

de cargarlas se desnaturalizaron calentándolas 1.5 min a 95ºC y enfriándolas rápidamente 

en hielo. Las electroforesis se realizaron durante aproximadamente 1 h y 30 min a un 

amperaje constante de 25 mA o 60 mA para geles de 8 x 6.5 x 0.5 cm o 15 x 11 x 0.5 cm, 

respectivamente. Los geles se tiñeron con bromuro de etidio y la integridad del RNA se 

visualizó por irradiación con luz UV. 

 

4. Hibridación Northern 

 4.1 Electrotransferencia de RNAs a membranas de hibridación 

 Los geles, las membranas de nylon (Whatman) y el papel absorbente (GB005, 

Whatman) se equilibraron en tampón de electrotransferencia [25 mM Tris, 192 mM glicina] 

durante 10 min, montándose de la siguiente manera sobre el aparato de electrotransferencia 

semiseca (Amersham): cátodo - papel (3 capas) - gel - membrana - papel (3 capas) - ánodo. 

La electrotransferencia se llevó a cabo con una intensidad constante de 1 mA por cm2 de 

membrana durante 1 h. Una vez transferidos, los RNAs se fijaron a la membrana irradiando 

con 0.12 J/cm2 de luz ultravioleta. 
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 4.2 Prehibridación e hibridación 

 La detección de los RNAs separados por PAGE y transferidos a membrana se realizó 

mediante hibridación con una ribosonda específica marcada con 32P (apartado 5). 

Previamente, las membranas se prehibridaron con 10 ml de solución de hibridación [50% 

formamida, tampón SSC (5X) [SSC: 150 mM NaCl y 15 mM citrato sódico, pH 7], 0.1% 

Ficoll, 0.1% polivinilpirrolidona (PVP), 1% SDS y 0.01% DNA de esperma de salmón] a 70ºC 

durante 1 h. Para la hibridación, se diluyó la ribosonda (aproximadamente 1x106 cpm) en 

150 μl de solución de hibridación, se desnaturalizó a 95ºC durante 90 s y se mezcló con 10 

ml de solución de hibridación. La hibridación se llevó a cabo a 70ºC durante 12-14 h, 

transcurridas las cuales la membrana se lavó tres veces durante 10 min con SSC 2X y 0.1% 

SDS a temperatura ambiente, y una vez durante 15 min con SSC 0.1X y 0.1% SDS a 55ºC. 

La membrana seca se reveló con una película autorradiográfica. 

 

5. Transcripción in vitro de RNA 

 Los RNAs sustrato se transcribieron de los plásmidos correspondientes 

convenientemente linearizados por digestión con una enzima de restricción. La transcripción 

se llevó a cabo en un volumen total de 20 μl durante al menos 2 h a 37ºC empleando como 

molde 1 µg de plásmido linearizado en tampón de transcripción [40 mM Tris-HCl pH 8.0, 6 

mM MgCl2, 20 mM ditiotreitol (DTT), 2 mM espermidina], junto con 0.1 U de pirofosfatasa 

inorgánica (Fermentas), 0.5 mM de cada uno de los NTPs, 20 U de inhibidor de RNasas 

(RiboLock™ RNase Inhibitor, Fermentas) y 50 U de la correspondiente RNA polimerasa 

(Epicentre). La reacción se paró por adición de un volumen de tampón de carga 

desnaturalizante y calentamiento durante 1.5 min a 95ºC. Los RNAs se purificaron por 

PAGE desnaturalizante. 

 Para preparar las ribosondas marcadas, la reacción de transcripción se llevó a cabo 

también en un volumen total de 20 μl durante al menos 2 h a 37ºC empleando como molde 1 

µg de plásmido linearizado en tampón de transcripción, junto con 0.1 U de pirofosfatasa 

inorgánica, 2 mM de cada uno de los tres NTPs no marcados, 40 µCi de [α-32P]UTP o [α-

32P]ATP (800 Ci/mmol), 20 U de inhibidor de RNasas y 50 U de la correspondiente RNA 

polimerasa. El molde se digirió con 4 U de DNasa I (Fermentas) a 37ºC durante 10 min y la 

sonda se purificó en columnas de exclusión molecular Mini Quick Spin Columns Sephadex 

G-50 (Roche) según instrucciones del fabricante. La sonda se cuantificó en un contador de 

centelleo (Wallac 1410, Pharmacia). 
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6. Modificaciones de los ácidos nucleicos 

 6.1 Fosforilación 

 La fosforilación de los cebadores se llevó a cabo en 25 μl de tampón de fosforilación 

[50 mM Tris-HCl pH 7.6, 10 mM MgCl2, 5 mM DTT, 100 μM espermidina, 100 μM EDTA] 

conteniendo el cebador (1250 pmoles), ATP a una concentración final de 400 μM y 5 U de 

T4 polinucleótido quinasa (PNK, Fermentas), e incubando a 37ºC durante 30 min. 

 Los RNAs sustrato, entre 10 y 15 pmoles, se fosforilaron en un volumen total de 25 μl 

en tampón de fosforilación con 4 U de inhibidor de RNasas, 5 μCi de [γ-32P]ATP (3000 

Ci/mmol) y 10 U de PNK, e incubando a 37ºC durante 30 min. La enzima se inactivó 

calentando durante 10 min a 70ºC, y los RNAs se purificaron en columnas de Sephadex G-

50 y se cuantificaron mediante PAGE desnaturalizante y autorradiografía. 

 6.2 Desfosforilación 

 Para desfosforilar los vectores para clonar los insertos, se mezcló 1 µg de vector 

linearizado con 1 U de fosfatasa alcalina de intestino de ternera (Fermentas) en un volumen 

de 40 μl de tampón de desfosforilación [10 mM Tris-HCl pH 7.5 y 10 mM MgCl2], y se incubó 

a 37ºC durante 1 h. Los productos de la reacción se separaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 1% y se eluyeron. 

 La eliminación de los grupos fosforilo γ y β del extremo terminal 5’-trifosforilado de los 

RNAs generados por transcripción (con el fin de que éstos quedaran con extremos 5’-P y 3’-

OH) se llevó a cabo con pirofosfatasa ácida de tabaco (TAP) (Epicentre). Para ello se 

incubaron 20-25 µg de RNA con 10 U de TAP en el tampón correspondiente [50 mM acetato 

sódico pH 6.0, 1 mM EDTA, 0.1% β-mercaptoetanol, 0.01% Triton X-100] y 80 U de inhibidor 

de RNasas durante 1 h a 37ºC. En algún caso la eliminación de los grupos fosforilo γ y β se 

llevó a cabo con la RNA 5’ polifosfatasa (Epicentre), para lo cual se incubaron 20-25 µg de 

RNA con 20 U de esta enzima en su correspondiente tampón de reacción [50 mM HEPES-

KOH pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% β-mercaptoetanol y 0.01% Triton X-100] y 80 

U de inhibidor de RNasas durante 1 h a 37ºC, con resultados equivalentes a los obtenidos 

con la pirofosfatasa ácida de tabaco. En cualquier caso, los RNAs se extrajeron con 

fenol:cloroformo, se recuperaron mediante precipitación con etanol y se cuantificaron 

midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. 
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7. Ligación de insertos 

 En la construcción de plásmidos recombinantes y la clonación de insertos para su 

secuenciación, las ligaciones se llevaron a cabo en una proporción molar 3:1 (inserto:vector) 

en 10 μl de tampón de ligación [40 mM Tris-HCl pH 7.8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0.5 mM 

ATP] conteniendo 5 U de T4 DNA ligasa (Fermentas) e incubando a 22ºC toda la noche. 

 

8. Purificación de plásmidos bacterianos 

 Para este propósito se empleó el estuche Wizard®Plus SV Minipreps DNA 

Purification System (Promega), basado en columnas de gel de sílice, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

9. Análisis de secuencias 

 9.1 Secuenciación de plásmidos bacterianos 

 La secuencia de los insertos de interés se obtuvo en una o ambas orientaciones con 

un secuenciador capilar automático (ABI 3100, Applied Biosystems) empleando cebadores 

específicos. 

 9.2 Búsqueda en base de datos 

 Las búsquedas, tanto a nivel nucleotídico como aminoacídico, se realizaron en la 

base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), utilizando los programas nucleotide blast, protein 

blast, blastx y tblastn. 

 9.3 Alineamiento de secuencias 

 Para este fin se empleó el algoritmo ClustalW, visualizándose los resultados con el 

programa GeneDoc. 

 9.4 Traducción in silico 

 La obtención de las secuencias aminoacídicas a partir de las nucleotídicas se realizó 

mediante los programas informáticos de la página web de manipulación se secuencias The 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Sequence Manipulation Suite (http://www.bioinformatics.org/sms2). 

 9.5 Predicción de motivos 

 La predicción del péptido de tránsito al cloroplasto en la secuencia de la tRNA ligasa 

de berenjena se efectuó con el programa ChloroP (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP). 

 

10. Obtención de una fracción de proteínas de tomate con actividad 

RNA ligasa 

 Hojas jóvenes (15 g) de plántulas de tomate se trituraron en un mortero con N2 

líquido hasta obtener un polvo fino al que se le añadió tres volúmenes de tampón de 

extracción frío (4ºC) [100 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1% 

Nonidet P40 (Roche) y la mezcla de inhibidores de proteasas Complete (Roche)]. El extracto 

se clarificó por centrifugación, primero a 8000 x g durante 15 min para eliminar la mayor 

parte de los restos celulares y luego a 100000 x g durante 30 min. El sobrenadante de la 

ultracentrifugación se cargó en una columna de heparina de 1 ml (HiTrapTM Heparin HP, GE 

Healthcare) conectada a un aparato de cromatografía ÄKTA Prime Plus (GE Healthcare). La 

columna, previamente equilibrada con 10 ml de tampón de extracción sin inhibidores de 

proteasas, se lavó con 20 ml del mismo tampón y las proteínas se eluyeron con 10 ml de un 

gradiente lineal de 0.1 a 2 M KCl en tampón de extracción sin inhibidores de proteasas. La 

cromatografía se llevó a cabo con un flujo de 1 ml/min, recogiéndose 20 fracciones de 0.5 ml 

que se conservaron a 4ºC. Para algunos experimentos, alícuotas de las fracciones con 

actividad RNA ligasa se introdujeron en un dializador con un límite de masa molecular de 

10000 kDa (Pierce) y se dializaron tres veces durante 1 h frente a 1 l de tampón de diálisis 

[50 mM Tris-HCl pH 7.5, 25 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1% Nonidet P40]. Todos los pasos se 

realizaron a 4ºC. 

 

11. Síntesis in vitro de RNAs sustrato 

 11.1 Viroides nucleares 

 Los RNAs monoméricos lineales de longitud completa del PSTVd (variante U23058), 

con extremos 5’-P y 3’-OH y abiertos por las posiciones G95-G96, C1-G2, G97-G98, C264-

G265, U15-G16, U35-G36 o G197-G198, se obtuvieron por transcripción in vitro con la RNA 

http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP
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polimerasa T3 o SP6, según el caso, a partir de plásmidos linearizados con Eco31I 

(Fermentas). Estos plásmidos contenían uno u otro promotor en función de los dos primeros 

nucleótidos del transcrito (GG en la RNA polimerasa T3 y GA en la SP6). El sitio de 

reconocimiento para la enzima de restricción Eco31I se introdujo de manera que, tras la 

digestión con esta enzima, el último nucleótido transcrito correspondiera al último nucleótido 

de la secuencia del PSTVd, consiguiendo así la síntesis de RNAs monoméricos de longitud 

completa. Los productos de la transcripción se purificaron por PAGE desnaturalizante, y el 

grupo terminal 5’-trifosforilado se convirtió en monofosforilado mediante la pirofosfatasa 

ácida de tabaco (Epicentre) o la RNA 5’ polifosfatasa (Epicentre). 

 El RNA monomérico lineal de longitud completa del PSTVd, con extremos 5’-OH y 

2’,3’>P y abierto por la posición G95-G96, también se obtuvo por transcripción in vitro con la 

RNA polimerasa T7 a partir del correspondiente plásmido linearizado. En este plásmido, la 

secuencia del PSTVd está flanqueada en 5’ por una variante de la ribozima de cabeza de 

martillo del RNA satélite del virus de las manchas anulares del tabaco [Tobacco ringspot 

virus satellite (sTRSV)] (Feldstein et al., 1998) de forma que los primeros ocho nucleótidos 

de su secuencia son complementarios a los primeros ocho nucleótidos de la secuencia del 

PSTVd comenzando en el G96. De esta manera, al producirse el autocorte in vitro queda 

éste como el primer nucleótido en el RNA transcrito con un grupo terminal 5’-OH. En 3’ la 

secuencia del PSTVd está flanqueada por una variante de la ribozima del virus de la 

hepatitis δ (Hepatitis delta virus, HDV) (Schurer et al., 2002), que tiene la propiedad de 

autocortarse en su primer nucleótido, generando así un RNA del PSTVd cuyo último 

nucleótido es G95 con un grupo terminal 2’,3’>P. Este RNA producto de la transcripción y el 

autocorte se purificó por PAGE desnaturalizante. 

 El RNA monomérico lineal de longitud completa del PSTVd abierto entre las 

posiciones G95-G96, así como el del HSVd (D13764) abierto entre las posiciones G82-G83, 

el del CCCVd (J02050) abierto entre las posiciones G62-G63, el del viroide de la piel 

cicatrizada de la manzana (Apple scar skin viroid, ASSVd) (AF421195) abierto entre las 

posiciones G90-A91 y el del viroide 1 de Coleus blumei (Coleus blumei viroid 1, CbVd-1) 

(X69293 con una G insertada entre 146-147) abierto entre las posiciones G73-C74, todos 

ellos con extremos 5’-OH y 3’-OH, se generaron por transcripción in vitro con la RNA 

polimerasa T3 o T7, según el caso, a partir de plásmidos linearizados. Éstos se 

construyeron de manera que aguas arriba de la secuencia viroidal presentaran una variante 

de la ribozima de cabeza de martillo del sTRSV en la que los primeros ocho nucleótidos 

eran complementarios a los primeros ocho nucleótidos de la secuencia del correspondiente 

viroide. Así, al producirse el autocorte in vitro, el primer nucleótido del transcrito es el primer 
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nucleótido de la secuencia viroidal (con un grupo terminal OH). En el extremo 3’ de la 

secuencia viroidal se introdujo un sitio de reconocimiento para Eco31I de manera que, al ser 

digerido el molde con esta enzima de restricción, el último nucleótido transcrito coincidiera 

con el último nucleótido de la secuencia viroidal. En resumen, con esta metodología se 

consiguió la síntesis de monómeros de longitud completa de los diferentes viroides con 

extremos 5’-OH y 3’-OH, que se purificaron por PAGE desnaturalizante. En algunos 

experimentos, estos transcritos viroidales se fosforilaron en 5’ con T4 polinucleótido quinasa 

en presencia de [γ-32P]ATP. 

 11.2 Viroides cloroplásticos 

 El RNA monomérico lineal de longitud completa del ELVd (AJ536613), con extremos 

5’-OH y 2’,3’>P y abierto por las posiciones A333-G1, se obtuvo por transcripción in vitro con 

la RNA polimerasa T7 a partir de un plásmido con un inserto dimérico del cDNA viroidal 

comenzando en el sitio SalI (posición G210). Los RNAs monoméricos lineales producto del 

autocorte in vitro durante la transcripción se purificaron por PAGE desnaturalizante. 

 Por otra parte, los RNAs  monoméricos lineales de longitud completa del ELVd 

(AJ536613), con extremos 5’-OH y 2’,3’>P y abiertos por las posiciones A263-G264, U245-

U246, U176-C177, A103-A104 y U89-U90, se obtuvieron por transcripción in vitro con la 

RNA polimerasa T3 a partir de plásmidos con la secuencia del ELVd flanqueada en 5’ por 

una variante de la ribozima de cabeza de martillo del sTRSV y en 3’ por una variante 

delecionada de la ribozima del HDV. Al comenzar estas secuencias del ELVd por sitios 

diferentes al resultante del autocorte in vivo de la ribozima de cabeza de martillo, ésta 

quedaba dentro de dichas secuencias. Los RNAs monoméricos lineales producto del 

procesamiento in vitro por las ribozimas del sTRSV y el HDV, pero que no se habían 

autocortado con la ribozima interna del ELVd y por tanto eran de longitud completa, se 

purificaron por PAGE desnaturalizante. 

 Finalmente los RNAs monoméricos lineales de longitud completa de polaridad 

positiva y negativa del ASBVd (X52041), PLMVd (AJ005303) y CChMVd (AJ878085) se 

generaron por transcripción in vitro con la RNA polimerasa T3 o T7, según el caso, a partir 

de plásmidos con insertos diméricos de los mismos. Los RNAs monoméricos lineales 

producto del autocorte in vitro de estos transcritos diméricos, abiertos por los sitios de 

autocorte [ASBVd (U153-G154), PLMVd (C288-U289) y CChMVd (A294-G295)], se 

purificaron por PAGE desnaturalizante. 
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12. Análisis de la actividad RNA ligasa 

 Los primeros ensayos de esta actividad se efectuaron incubando a 30ºC durante 30 

min 4 µl de la fracción de proteínas con 25 ng de RNA sustrato en 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 

50 mM KCl, 4 mM MgCl2, 5 mM DTT y 1 mM ATP (volumen final 20 µl). Tras la optimización 

de las condiciones de reacción, en el caso de la actividad RNA ligasa de tomate se cambió 

el pH del tampón a pH 8.0, la concentración de KCl a 75 mM y la de MgCl2 a 5 mM. La 

reacción control con la T4 RNA ligasa 1 (Fermentas) se llevó a cabo también a 30ºC durante 

30 min en su correspondiente tampón [50 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT] e 

incluyendo 1 mM ATP y 25 ng de RNA sustrato. Las condiciones de reacción, una vez 

optimizadas, para las tRNA ligasas de berenjena y A. thaliana fueron: 50 mM Tris-HCl pH 

8.0, 50 mM KCl, 4 mM MgCl2 y 5 mM DTT. En todos los casos las reacciones se pararon 

adicionando 20 µg de proteinasa K (New England Biolabs) y 2 µl de tampón [100 mM Tris-

HCl pH 8, 50 mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoetanol, 0.5% SDS] e incubando a 42ºC 15 min y 

a 55ºC 15 min. Los productos de la reacción se separaron por PAGE desnaturalizante, se 

electrotransfirieron a una membrana de nylon y se hibridaron con una ribosonda 

complementaria marcada con 32P obtenida por transcripción in vitro en presencia de [α-

32P]UTP. En el caso de la ligación de sustratos marcados radiactivamente con 32P en el 

extremo 5’ terminal, los productos de la reacción se separaron por PAGE desnaturalizante y 

los geles, fijados durante 30 min en 10% ácido acético y 20% metanol, se secaron mediante 

vacío y las señales radiactivas se revelaron por autorradiografía. 

 

13. Pretratamientos de degradación proteolítica y desnaturalización 

térmica 

 La degradación proteolítica se realizó en un volumen final de 10 µl incubando 4 µl de 

la fracción de proteínas con 20 µg de proteinasa K y tampón [10 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM 

EDTA, 1 mM 2-mercaptoetanol, 0.05% SDS] a 42ºC durante 30 min y a 55ºC durante 30 

min. Por su parte, la desnaturalización térmica se efectuó incubando los 4 µl de la fracción 

de proteínas a 55, 70 o 95ºC durante 15 minutos en un volumen final de 10 µl. Tras estos 

tratamientos la actividad de RNA ligasa remanente en los 10 µl tratados se ensayó en las 

condiciones anteriormente descritas (apartado 12). 
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14. Experimentos de adenilación 

 En la adenilación de proteínas se sustituyó el ATP no marcado de la reacción de 

ligación por 5 µCi de [α-32P]ATP (800 Ci/mmol). La reacción se paró hirviendo las proteínas 

en tampón Laemmli y los productos se separaron por SDS-PAGE en geles del 12.5%. Por 

su parte, en la adenilación del RNA, las reacciones se llevaron a cabo con 250 ng de RNA 

sustrato y se pararon por digestión con proteinasa K como se ha descrito anteriormente 

(apartado 12). Los RNAs se separaron por PAGE desnaturalizante. En ambos casos los 

geles se fijaron como se ha indicado anteriormente (apartado 12), se secaron mediante 

vacío y las señales radiactivas se revelaron por autorradiografía. 

 

15. Ensayos biológicos de infectividad 

 Los bioensayos con el RNA del PSTVd circular producto de la actividad RNA ligasa 

de tomate se realizaron sobre plántulas se tomate crecidas en invernadero a 25ºC. La 

inoculación se realizó sobre los cotiledones y el inóculo en 50 mM K2HPO4, junto con un 

volumen de una dispersión de carborundo al 10% en el mismo tampón, se extendió 

suavemente con la yema de los dedos (con guantes). Para el bioensayo se utilizaron 

bloques de cuatro plantas, incluyendo un bloque inoculado sólo con tampón como control 

negativo y otro inoculado con el RNA del PSTVd circularizado por la T4 RNA ligasa 1 como 

control positivo. La expresión de síntomas se observó durante 30 días después de la 

inoculación (en los controles positivos aparecieron aproximadamente a los 21 días). 

 

16. Extracción y purificación de RNA 

 El total de RNAs de tomate, berenjena y A. thaliana se extrajo homogenizando 5 g de 

tejido triturado con N2 líquido con cinco volúmenes de tampón de extracción [0.1 M Tris-HCl 

pH 9, 0.1 M NaCl, 10 mM EDTA, 0.1 M 2-mercatoetanol, 5 M urea] y centrifugando a 12000 

x g durante 5 min. El sobrenadante recuperado se mezcló con medio volumen de fenol-

cloroformo (1:1) pH 8 y se centrifugó de nuevo a 12000 x g 5 min. Los RNAs de la fase 

acuosa se precipitaron con un volumen de isopropanol y 0.1 volúmenes de 3 M acetato 

sódico pH 5.5 durante 2 h a temperatura ambiente. Tras una centrifugación a 12000 x g 15 

min, el sedimento se lavó con etanol 70%, se secó y se resuspendió en 1 ml de agua (5 mg 

de tejido/μl). Una cuarta parte de esta preparación se purificó en columna de gel de sílice 
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empleando un estuche comercial (Centrifuge Plant RNA Mini Kit, Nëdken) para su uso 

posterior como molde en las reacciones de retrotranscripción. La integridad del RNA se 

analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1% con 1 M urea en tampón TBE. 

 

17. Amplificación de ácidos nucleicos 

 17.1 Transcripción inversa (reverse transcription, RT) 

 La reacción de retrotranscripción (volumen final 20 µl) se llevó a cabo incubando 4 µl 

de RNA total purificado en columna de gel de sílice con 5 pmol del cebador adecuado en 50 

mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCl, 4 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0.5 mM de cada uno de los 

dNTPs, 10 U de inhibidor de RNasas y 50 U de la transcriptasa inversa del virus de la 

leucemia murina de Moloney (M-MuLV RT, Fermentas). La reacción se incubó durante 45 

min a 42ºC, 10 min a 50ºC y 5 min a 60ºC. 

17.2 Reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, 

PCR) 

 Las reacciones de amplificación por PCR se realizaron en un volumen final de 20 μl 

conteniendo 1 μl de la reacción de RT o 10 ng de plásmido empleado como molde, 10 pmol 

de cada uno de los cebadores sentido y antisentido, 0.2 mM de cada uno de los dNTPs, 3% 

dimetilsulfóxido (DMSO) y 0.4 U de la DNA polimerasa Phusion (Finnzymes) en el tampón 

de reacción recomendado (tampón HF, Finnzymes). Las condiciones consistieron en una 

amplificación previa de 30 s a 98ºC, seguida de 30 ciclos (10 s a 98ºC, 30 s a 55ºC y 30 s/kb 

de amplicón a 72ºC), con una extensión final a 72ºC durante 10 min. Cuando se llevó a cabo 

una segunda PCR con cebadores internos se empleó como molde 1 µl de la primera 

reacción de PCR. 

 

18. Amplificación rápida de los extremos de un cDNA (rapid 

amplification of cDNA ends, RACE) 

 18.1 3’-RACE 

 Partiendo de una preparación de RNA total se realizó una transcripción inversa 

(apartado 17.1) empleando un cebador con una cola poli(dT) en su extremo 3’ que hibrida 

con la cola poli(A) de los mRNAs, y una secuencia conocida en el extremo 5’ que se 
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incorpora a los cDNAs sintetizados durante la reacción (Sambrook y Russell, 2001). Estos 

cDNAs se amplificaron con la DNA polimerasa Phusion mediante dos reacciones de PCR 

sucesivas (apartado 17.2), en las que la segunda se realizó con cebadores internos respecto 

a la primera que se fosforilaron previamente. Un cebador de cada pareja se diseñó 

complementario a la secuencia conocida del cDNA, y el otro complementario a la secuencia 

específica en 5’ introducida con el cebador poli(dT). 

 18.2 5’-RACE 

 En este caso el cDNA se generó por RT (apartado 17.1) a partir de una preparación 

de RNA total empleando un cebador específico previamente fosforilado. Una vez finalizada 

la reacción, el mRNA se digirió con 1 U de RNasa H a 37ºC durante 1 h y el cDNA de simple 

cadena generado se autoligó con 40 U de T4 RNA ligasa 1 (Fermentas), aumentando el 

volumen de la reacción a 100 μl (para favorecer la circularización) y con el tampón 

recomendado para esta enzima [50 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT] y 1 mM 

ATP (Snopek et al., 1976; McCoy y Gumport, 1980). La reacción de ligación se incubó a 

30ºC durante una noche, y el producto resultante se recuperó por precipitación con dos 

volúmenes de etanol y 0.1 volúmenes de acetato sódico 3 M pH 5.5 durante 2 h a -20ºC y, 

tras centrifugar a 17000 x g 15 min, el sedimento se lavó con etanol 70% y se resuspendió 

en 20 μl de agua. Este cDNA circularizado sirvió como molde en una primera reacción de 

PCR (apartado 17.2) con cebadores específicos divergentes. Posteriormente, 1 μl de esta 

primera reacción de PCR se empleó como molde para una segunda PCR con una pareja de 

cebadores específicos (divergentes y adyacentes a los primeros, pero más internos) (Fig. 

13), que se fosforilaron para la subsiguiente clonación del producto. 

 18.3 Análisis de los productos obtenidos en los experimentos de RACE 

 Los productos de la amplificación con cebadores fosforilados se separaron 

electroforéticamente en un gel de agarosa al 1% del que se eluyó el fragmento de interés. 

Dicho fragmento se clonó con extremos romos en el plásmido pUC18 (Norrander et al., 

1983) abierto en el sitio SmaI y desfosforilado. El plásmido recombinante se purificó con una 

columna de gel de sílice y se electroporó a una suspensión de células competentes de E. 

coli DH5α. Las células transformadas se sembraron en una placa con medio LB sólido 

suplementado con ampicilina (50 μg/ml), y las colonias transformantes aisladas se 

muliplicaron en 3 ml de LB líquido con ampicilina. A partir de estos cultivos se purificó el 

DNA plasmídico que finalmente se secuenció con un cebador en sentido y otro en 

antisentido para obtener la secuencia de los insertos en ambas orientaciones. 
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Figura 13.- Esquema del protocolo de RACE circular. (A) A partir de un fragmento interno de secuencia conocida de un 

mRNA es posible amplificar el resto con cebadores derivados de la misma tanto en dirección 5’ como 3’. La línea naranja 

representa la secuencia conocida, y las verdes, las desconocidas. La flecha ocre indica el cebador que genera el cDNA 

durante la RT, las flechas roja y fucsia los cebadores divergentes derivados de la secuencia conocida empleados en la 

primera PCR y las flechas amarilla y lila los cebadores divergentes (internos respecto a los primeros) empleados en la 

segunda PCR. (B) Con un cebador fosforilado derivado de la secuencia conocida, se genera un cDNA con extremos 5’-P y 

3’-OH que es circularizado mediante la T4 RNA ligasa 1. Este molde circular sirve entonces para la amplificación de la 

secuencia desconocida por PCR con cebadores derivados de la secuencia conocida. En este esquema se muestra la 

amplificación de una región desconocida aguas arriba de la conocida. La región desconocida del mRNA aguas abajo de la 

conocida puede amplificarse empleando en la RT un cebador con una cola poli(dT) en 3’ y una secuencia determinada en 

5’. LA PCR se realiza entonces con cebadores derivados de esta secuencia introducida en la RT y del fragmento conocido. 
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19. Cebadores 

 En las amplificaciones de ácidos nucleicos por RT y PCR se emplearon los 

cebadores que a continuación se detallan. 

 

 19.1 Amplificación del monómero circular del PSTVd 

Nombre Secuencia (5’→3’) Descripción 

          
C1 

                      

CCGAGAACCGCTTTTTCTCTATCTTAC 

                                    
PSTVd(+) CCR inferior 

          
C2 

                      
GAGCTTCAGTTGTTTCCACCGGGTAG 

                                      
PSTVd(-) CCR inferior 

   

 

 

 19.2 Clonación de la DNA ligasa 1 de tomate (Dnl1Sl) 

Nombre Secuencia (5’→3’) Descripción 

          
C3 CTTCTTTCCAAATTGAATGTTGTG 

                                                  
5’ UTR y CDS Dnl1Sl (+) 
Empealdo en la 1ª PCR 

             
C4 CGCAAGTGCTCTTTGATTAGTCTTC 

                                                     
3’ UTR y CDS Dnl1Sl (-) 
Empleado en la RT y en la 1ª 
PCR 

          
C5 GGCGCGGCCCATGGGAATGTTGTGTTTGAGTTC 

                                                     
Dnl1Sl (+), interno respecto a C3 
(desde ATG). Empleado en la 2ª 
PCR (introduce un sitio NcoI) 

 

C6 GGCGCGGCCTCGAGGTCTTCATCGTTGTC 

                                                     
Dnl1Sl (-), interno respecto a C4 
(desde 3 nt antes del TGA). 
Empleado en la 2ª PCR 
(introduce un sitio XhoI) 
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 19.3 Clonación de la tRNA ligasa de berenjena (tRnlSm) 

 19.3.1 3’ y 5’ RACE 

Nombre Secuencia (5’→3’) Descripción 

          
C7 

                             

ATCACCTTTATGATGGAAAGAGCCG 

                                             
tRnl tomate (+), extremo 3’ 
del mRNA 

                     
C8 

            

GCCGCGCCCTCGAGAAAGAATTCGAGAGTGCCAG 

                                             
tRnl tomate (-), extremo 3’ del 
mRNA 

                   
C9 

                            

CTTCCGCCGGTACCAGAAAGACATG 

                                              
tRnl tomate (+), región 
central del mRNA hacia 3’ 

                
C10 

                             

TTCAGTAGAGGAATTCTGACAAGTG 

                                               
tRnl tomate (-), región central 
del mRNA hacia 3’ 

                
C11 

                                    

GGACCTACGCTGCGTGAGGTTTGTG 

                                             
tRnl tomate (+), región 
central del mRNA hacia 5’ 

         
C12 

                                       

TCCTGGAAAAAAAACGATGAGACCC 

                                               
tRnl tomate (-), región central 
del mRNA hacia 5’ 

         
C13 

                                        

AGAGTGAACTTATTGAACGTTTTGG 

                                                
tRnl tomate (+), extremo 3’ 
del mRNA 

               
C14 

                                          
CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGC
TTTTTTTTTTTTTTTTTVN 

                                       
tRnlSm (-) 

Empleado en 3’ RACE (RT) 

 

C15 

 

CCAGTGAGCAGAGTGACG 

                                               
tRnlSm (-) 

Empleado en 3’ RACE           
(1ª PCR), imbricado en el 
extremo 5’ de C14 

 

C16 

 

GAGGACTCGAGCTCAAGC 

                                                
tRnlSm (-) 

Empleado en 3’ RACE          
(2ª PCR), imbricado en el 
extremo 3’ de C14 

 

C17 

                                             

CCGGTGGATTTATATCAATGCGG 

                                       
tRnlSm (-) 

Empleado en 5’ RACE (RT) 
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Nombre Secuencia (5’→3’) Descripción 

             
C18 

                                     

GTTGCCGCAAAAGATGCCAATACAC 

                                               
tRnlSm (+) Empleado en      
5’ RACE (1ª PCR) 

              
C19 

                                         

GTCTGTACAGACTGAGTCCCTCC 

                                             
tRnlSm (-) Empleado en       
5’ RACE (1ª PCR) 

 

C20 
                                    

CCAATACACTACCACAGTTACTTTCC 

                                       
tRnlSm (+) 

Empleado en 5’ RACE (2ª 
PCR), imbricado en C18 

 

C21 
                                  

CCCTCCTCGATAATAGACCTCACAG 

                                        
tRnlSm (-) 
 
Empleado en 5’ RACE        
(2ª PCR), imbricado en C19 

                 
C22 

  

GGCGCGGCGCTAGCATGCCAAACAATCAGAGAAAG 

                                            
tRnl tomate (+) desde ATG 

 

C23 

                            

TGGAAATATTAGGGCTTGAAGGAGC 

                                                  
tRnl tomate (-), región central 
del mRNA hacia 5’ (externo a 
C12) 

 

C24 
                                     

GGTGCTAATCCAACGCTGCCAAAC 

                                                 
tRnlSm (-) 

Empleado en 5’ RACE del 
péptido de tránsito (RT) 

 

C25 

 

TATTACTGAAAGTGGTGCACAGTC 

                                         
tRnlSm (+) 

Empleado en 5’ RACE del 
péptido de tránsito (1ª PCR) 

 

C26 
                                  

GGCCTCACTTGCCATTTTTTTCCTTC 

                                        
tRnlSm (-) 

Empleado en 5’ RACE del 
péptido de tránsito (1ª PCR)  

 

C27 

                                       

GTGGTGCACAGTCTAGTGTTCCAG 

                                        
tRnlSm (+) Empleado en 5’ 
RACE del péptido de tránsito 
(2ª PCR), imbricado en C25 

 

C28 

                                        

CCACCCCTTTCTCTGATTGTTTGG 

                                        
tRnlSm (-) Empleado en 5’ 
RACE del péptido de tránsito 
(2ª PCR), imbricado en C26 
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 19.3.2 Clonación en el vector pET23d(+) 

Nombre Secuencia (5’→3’) Descripción 

                
C29 

                                  

CACTCAGAACCCATGTAGGGTTCAC 

                                                  
3’ UTR tRnlSm (-) (RT) 

                
C30 

                                     

CCTTTTGTGTAGAACTGAATGTCGG 

                                                  
5’ UTR y CDS tRnlSm (+)        
(1ª PCR) 

                 
C31 

                                 

GAGGAATTACAAGTAGAGTTCAAAAG 

                                                  
3’ UTR y CDS tRnlSm (-)             
(1ª PCR) 

 

C32 

                                                                          

GGCGCGGC CCATGG ATGTCGGTTTCGCATAG 

                                            
tRnlSm (+) Empleado en la 2ª 
PCR, imbricado en C30 (desde 
ATG) (introduce un sitio NcoI) 

 

C33 
                                                                      

GGCGCGGC GCGGCCGC AAAGAATTCGAGAGTG 

                                                
tRnlSm (-) Empleado en la 2ª 
PCR, imbricado en C31 (desde 
3 nt antes del TGA) (introduce 
un sitio NotI) 

 

C34 

                                         

ATGTCGGTTTCGCATAGGGTC 

                                                         
tRnlSm (+) desde el ATG 
Empleado en la 1ª mutagénesis 
de pEtRnlSm (deleción en 5’) 

 

C35 

                                               

GGTATATCTCCTTCTTAAAG 

                                                   
pET23d(+) (-) Empleado en la 1ª 
mutagénesis de pEtRnlSm 
(deleción en 5’) 

 

C36 

                  

CACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTG 

                                              
pET23d(+) (+) Empleado en la 
2ª mutagénesis de pEtRnlSm 
(deleción en 3’) 

 

C37 

                                          

AAAGAATTCGAGAGTGCCAG 

                                                   
tRnlSm (-) desde 3’ Empleado 
en la 2ª mutagénesis de 
pEtRnlSm (deleción en 3’) 
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19.4 Clonación del péptido de tránsito de la tRNA ligasa de A. thaliana 

(tRnlAt) 

 19.4.1 5’ RACE 

Nombre Secuencia (5’→3’) Descripción 

 

C38 

                                     

GATTGAGACCAACTTTTGTATCTCC 

                                              
tRnlAt (-) Empleado en 5’ 
RACE del péptido de tránsito 
(RT) 

 

C39 

                                     

GGCAACAGAAGTTGGTAAAACATC 

                                                       
tRnlAt (+) Empleado en 5’ 
RACE del péptido de tránsito 
(1ª PCR) 

 

C40 

                                      

CAAATTGGTTGTTTACTGCTTCTGC 

                                                    
tRnlAt (-) Empleado en 5’ 
RACE del péptido de tránsito 
(1ª PCR) 

 

C41 

                                      

GGCTGTCTCACAGATAGGTTCTTC 

                                                      
tRnlAt (+) Empleado en 5’ 
RACE del péptido de tránsito 
(2ª PCR), imbricado en C39 

 

C42 

                                

CTATCACCGGATTCAAATGGAGCATC 

                                                      
tRnlAt (-) Empleado en 5’ 
RACE del péptido de tránsito 
(2ª PCR), imbricado en C40 

   

 

 19.4.2 Clonación en el vector pERnl 

Nombre Secuencia (5’→3’) Descripción 

           
C43 

                                           

ATGTCGTTAATTCCTCACACAAC 

                                            
Péptido de tránsito tRnlAt (+) 

                  
C44 

                                              

CTTCGGTTTTACTTGCCACTTC 

                                                    
Péptido de tránsito tRnlAt  (-) 

 

C45 

                                   

ATGGATGCTCCATTTGAATCCGGTGATAG 

                                                        
pERnl (+) desde extremo Nt 
de la tRnlAt para amplificar el 
plásmido completo 

            
C46 

                     

ATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTC 

                                                   
pERnl (-) desde pET23a+ para 
amplificar plásmido completo 
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20. Expresión de proteínas en E.coli Rosetta 2 

 20.1 Inducción 

 Muestras de las colonias de E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS (Novagen) transformadas 

con las construcciones a expresar se inocularon en un matraz de 50 ml de medio LB líquido 

con ampicilina y cloramfenicol (50 y 34 μg/ml respectivamente). El cultivo se multiplicó a 

37ºC en agitación durante toda la noche. Con este precultivo se inocularon 250 ml de LB con 

ampicilina y cloramfenicol hasta una densidad óptica aproximada de 0.1 a 600 nm de 

longitud de onda, y el cultivo se mantuvo en agitación a 37ºC hasta que alcanzó una 

densidad óptica aproximada de 0.6 a 600 nm. En ese momento se añadió isopropil-β-D-

tiogalactopiranósido (IPTG) hasta una concentración final de 400 μM, y se continuó la 

incubación del cultivo, esta vez a 28ºC durante 3 h. Tras ese período, las células se 

recuperaron por centrifugación a 9600 x g durante 15 min, se lavaron con 12,5 ml de agua, y 

se resuspendieron en 2.5 ml de agua con una mezcla de inhibidores de proteasas 3X 

(Complete, Roche). 

 20.2 Extracción 

 Para romper su pared celular, las células se congelaron a -20ºC durante al menos 1 

h. Una vez descongeladas, se llevaron a 5 ml con agua y los ácidos nucleicos se digirieron 

añadiendo 125 U de la endonucleasa Benzonase® (Novagen) en tampón 50 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 1% Nonidet P40, 2.5 mM MgCl2 y 10 mM 2-mercaptoetanol, e incubando en 

agitación suave a 4ºC durante 45 min. Para evitar interacciones inespecíficas entre las 

proteínas durante la purificación, se añadió NaCl hasta una concentración final de 500 mM. 

El volumen del extracto se ajustó a 10 ml con agua y tras una incubación con agitación a 

4ºC durante 15 min, se ultracentrifugó a 100000 x g durante 30 min. El sobrenadante se 

recuperó y se le añadió imidazol pH 8 hasta una concentración final de 20 mM. 

 20.3 Purificación 

 Las proteínas expresadas se purificaron mediante una cromatografía de afinidad con 

una columna de 1 ml de Ni-sefarosa (HisTrapTM HP, GE Healthcare) conectada a un aparato 

de cromatografía ÄKTA Prime Plus. El sobrenadante de la ultracentrifugación se cargó en la 

columna, previamente equilibrada con 10 ml de tampón de lavado [50 mM Tris-HCl pH 7.5, 

0.5 M NaCl, 1% Nonidet P40, 10 mM 2-mercaptoetanol, 20 mM imidazol], se lavó con 20 ml 

del mismo tampón, y las proteínas etiquetadas se eluyeron con 20 ml de tampón de elución 

[50% tampón de lavado, 50% 1 M imidazol pH 8.0]. La cromatografía se llevó a cabo con un 
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flujo de 1 ml/min, recogiéndose 10 fracciones de 1 ml (correspondientes a los primeros 10 ml 

eluídos) que se conservaron a 4ºC. Las fracciones en las que eluyó la mayor cantidad de 

proteína se determinaron por espectrometría, midiendo la absorbancia a una longitud de 

onda de 280 nm. Para algunos experimentos se dializaron alícuotas de la fracción con 

mayor cantidad de proteína, para lo que se introdujeron en un dializador con un límite de 

masa molecular de 10000 kDa y se dializaron tres veces durante 1 h frente a 1 l de tampón 

de diálisis [50 mM Tris-HCl pH 7.5, 25 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1% Nonidet P40]. Todos los 

pasos se realizaron a 4ºC. 

 

21. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes (PAGE-SDS) 

 Las proteínas se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes (con SDS), siendo por tanto separadas en función de su masa molecular. 

El gel separativo, de 12 x 14 x 0.1 cm, se preparó con una concentración de acrilamida del 

10 o el 12.5% (relación acrilamida:bisacrilamida 37.5:1), según el caso, en tampón 375 mM 

Tris-HCl pH 8.8 y 0.05% SDS, mientras la concentración de acrilamida del gel de 

apilamiento fue del 5% y se preparó en tampón 125 mM Tris-HCl pH 6.8 y 0.05% SDS. El 

tampón de los electrodos consistió en 25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.05% SDS. Antes de 

ser cargadas en el gel, las proteínas se desnaturalizaron en tampón Laemmli [2% SDS, 100 

mM DTT, 10% glicerol, 0.01% azul de bromofenol, 60 mM Tris-HCl pH 6.8] incubándolas a 

95ºC durante 1.5 min y a continuación se separaron aplicando 200 V al gel durante 

aproximadamente 2 h. 

 

22. Tinción de geles PAGE-SDS 

 Las proteínas separadas por electroforesis se visualizaron en algunos casos 

mediante un colorante, para lo que el gel se tuvo durante toda una noche en agitación con 

solución de tinción [0.25% azul de Coomassie R-250, 0.06% marrón de Bismarck, 10% 

ácido acético, 50% metanol] y se destiñó posteriormente con una solución de 10% ácido 

acético y 10% metanol. 
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23. Detección mediante análisis Western 

 En los casos en los que se realizó una detección Western de las proteínas separadas 

por electroforesis, se preparó una membrana de PVDF (GE Healthcare) del tamaño del gel a 

transferir, que se humedeció en metanol y se lavó posteriormente tres veces con agua. La 

membrana, el gel y el papel absorbente (GB005, Whatman) se equilibraron durante 10 min 

en tampón de electrotransferencia, y la transferencia de las proteínas se llevó a cabo como 

se ha indicado anteriormente para la transferencia de RNAs (apartado 4.1). Una vez 

transferidas las proteínas, la membrana se bloqueó durante al menos 1 h en tampón de 

lavado [10 mM Tris-HCl pH 7.5, 154 mM NaCl, 0.1% Nonidet P40] con un 5% de leche 

desnatada en polvo, y a continuación se incubó la membrana con el anticuerpo 

convenientemente diluido en tampón de lavado con 5% leche desnatada durante toda la 

noche a 4ºC en agitación. Tras esta incubación, la membrana se lavó tres veces durante 5 

min con tampón de lavado y, cuando fue necesario, se incubó durante al menos 1 h con el 

anticuerpo secundario a una dilución apropiada en tampón de lavado con 5% leche 

desnatada. Finalmente, la membrana se lavó tres veces durante 5 min con tampón de 

lavado y se dejó secar. La detección de las proteínas se realizó por quimioluminiscencia 

empleando el estuche de detección AmershamTM ECL Plus (GE Healthcare) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

24. Identificación de proteínas por espectrometría de masas 

 Con este propósito, la banda de interés procedente de una PAGE-SDS preparativa al 

10% se fijó en una solución del 10% ácido acético y 20% metanol, y se analizó en el Servicio 

de Proteómica del Centro de Investigación Príncipe Felipe (Valencia) mediante separación 

por cromatografía líquida (LC) y espectrometría de masas en tándem (MS/MS) en un 

espectrómetro de masas. 

 24.1 Preparación de las muestras 

 La muestra se incubó en primer lugar a 60ºC durante 30 min en presencia de 10 mM 

DTT y 50 mM NH4HCO3, y a continuación, para alquilar los grupos previamente reducidos, 

durante 30 min en oscuridad con 55 mM iodoacetamida en 50 mM NH4HCO3. Después de 

un lavado durante 2 min en H2O/acetonitrilo y otro durante 5 min en acetonitrilo, se procedió 

a la digestión proteolítica añadiendo 100 ng de tripsina e incubando 30 min en hielo. Al 

sobrenadante se le añadieron 20 μl de 50 mM NH4HCO3 y, después de una incubación a 
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37ºC durante toda la noche, la reacción se paró con 2 µl de ácido trifluoroacético 10%, 

midiéndose el pH (que resultó ser 1). Finalmente se efectuó una doble extracción de los 

péptidos con acetonitrilo y el disolvente de los extractos combinados se eliminó mediante 

vacío, resuspendiéndose el sedimento en 20 µl de 0.1% ácido trifluoroacético. En el 

procesado de las muestras se incluyeron 75 ng de seroalbúmina bovina como control de la 

digestión y un blanco con los reactivos para determinar el origen de una posible 

contaminación por queratinas. 

 24.2 Identificación mediante LC-MS/MS 

 Con el fin de hacer una estimación de la concentración de péptidos, una alícuota de 

la muestra (0.5 µl) se analizó primero por MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization - tandem Time-Of-Flight) en un espectrómetro de masas 4700 

Proteomics Analyzer (Applied Biosystems). Antes del análisis se calibró la placa y los 

métodos de adquisición. Los espectros se obtuvieron en modo reflectrón positivo. 

 Los péptidos se separaron entonces por cromatografía líquida, para lo que se cargó 

la muestra en una columna trampa (trap column, LC Packings PepMap C18, 300 µm x 5 

mm) con un flujo isocrático de 0.1% ácido trifluoroacético a 30 µl/min durante 5 min. Los 

péptidos de esta precolumna se aplicaron en la columna analítica (LC Packings PepMap 

C18 3 u 100 Å, 75 µm x 15 cm) (solución A de equilibrado y lavado: 0.1% ácido fórmico en 

H2O) y se eluyeron con un gradiente de 5 a 50% de solución B durante 120 min en un 

espectrómetro de masas nanoESI QTOF (Q STAR, ABSciex) para su identificación por 

MS/MS [B: 95% acetonitrilo, 0.1% ácido fórmico]. Se realizaron experimentos de IDA 

(Information-Dependent Acquisition, adquisición de datos retroalimentada por la información 

obtenida) a lo largo de todo el cromatograma. El volumen de inyección fue de 5 µl y antes 

del análisis se calibró el instrumento con 200 fmol de una mezcla control de seis proteínas 

digeridas (LC Packings). 

 La información combinada de MS/MS se procesó conjuntamente empleando el 

algoritmo MASCOT versión 2.2 y el software MASCOT DAEMON (Matrix Science) para 

buscar en las bases de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) [NCBI nr. 20100223 

(10461804 secuencias; 3569112434 residuos)]. En las búsquedas se restringió la taxonomía 

a plantas verdes (Viridiplantae, 353898 secuencias) y se emplearon los siguientes 

parámetros: modificaciones del tipo carbamidometilación fijas, y del tipo deamidación y 

oxidación variables, masa molecular no restringida, intervalo de exactitud en la masa del 

péptido (error) de ± 100 ppm, intervalo de exactitud en la masa del fragmento de ± 0.6 Da, y 

número máximo de sitios de corte no cortados 2. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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1. Circularización de los viroides nucleares (familia 

Pospiviroidae) 

El modelo propuesto recientemente para el procesamiento de los oligómeros de 

polaridad positiva de los viroides nucleares durante la replicación (Gas et al., 2007; Gas et 

al., 2008) implica la existencia en plantas de una actividad RNA ligasa capaz de unir los 

extremos 5’-P y 3’-OH que presentan los monómeros viroidales lineales producto de este 

procesamiento (Fig. 5). Esta actividad ha de ser nuclear y diferente de la única RNA ligasa 

conocida hasta el momento en plantas, la tRNA ligasa, que cataliza la unión de extremos 5’-

OH y 2’,3’>P y que hasta el momento ha sido considerada la enzima que cataliza la 

circularización de los monómeros de polaridad positiva del PSTVd y, por extensión, de otros 

miembros de la familia Pospiviroidae de la que es el miembro tipo (Branch et al., 1982). Para 

la identificación de esta nueva actividad enzimática se partió de un extracto de proteínas de 

tomate, huésped experimental del PSTVd, y se empleó como sustrato el RNA monomérico 

lineal (ml) de polaridad positiva (+) del PSTVd abierto por el sitio de procesamiento 

fisiológico (entre las posiciones G95-G96) y con extremos 5’-P y 3’-OH (Gas et al., 2007). 
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1.1 Identificación de una actividad RNA ligasa de tomate capaz de unir 

extremos 5’-P y 3’-OH 

A partir de hojas jóvenes de plantas de tomate de aproximadamente 30 días de edad 

se llevó a cabo una extracción de proteínas en condiciones nativas. El extracto se clarificó 

por sucesivos pasos de centrifugación y se fraccionó por cromatografía de afinidad en 

columna de heparina con un gradiente lineal de 0.1 a 2 M de KCl. La posible actividad RNA 

ligasa en las 20 fracciones recogidas se ensayó empleando como sustrato el RNA 

monomérico lineal de polaridad positiva del PSTVd abierto entre las posiciones G95-G96 y 

con extremos 5’-P y 3’-OH. Los productos de la reacción se separaron por PAGE 

desnaturalizante (8 M urea, tampón TBE) y se detectaron mediante hibridación Northern con 

una ribosonda específica de polaridad complementaria, observándose una actividad capaz 

de circularizar el RNA sustrato en las fracciones que eluyen de la columna de heparina a 

concentraciones de KCl en torno a 0.5 M (Fig. 14, carriles 6 a 9), con el pico de elución 

localizado en la fracción 5 (Fig. 14, carril 7). Como control de la ligación del sustrato en éste 

y otros experimentos se empleó la T4 RNA ligasa 1, que une específicamente RNAs 

monocatenarios con extremos 5’-P y 3’-OH (Fig. 14, carril 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.- Detección de una actividad RNA ligasa de tomate capaz de unir extremos 5’-P y 3’-OH del PSTVd. La 
actividad RNA ligasa en las 20 fracciones recogidas de la columna de heparina se ensayó empleando como sustrato el 
RNA monomérico lineal de polaridad positiva del PSTVd abierto entre las posiciones G95-G96 y con extremos 5’-P y 3’-
OH. Los productos de la reacción se separaron por PAGE desnaturalizante y se detectaron por hibridación Northern. En la 
figura se muestra el análisis de los productos generados por las primeras 14 fracciones eluídas de la columna (en verde) 
con concentraciones crecientes de KCl (indicadas con un triángulo en la parte superior). (1) Control positivo empleando la 
T4 RNA ligasa 1; (2) control negativo sin proteína; (3-16) fracciones de la cromatografía (en verde). Las posiciones del 
RNA monomérico circular (mc) y lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda. 
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Se realizó también un ensayo control con las mismas fracciones de la columna 

empleando como sustrato el mismo RNA monomérico lineal de polaridad positiva del PSTVd 

abierto entre las posiciones G95-G96 pero con extremos 5’-OH y 2’,3’>P. Este sustrato se 

generó por transcripción y autocorte in vitro de una versión modificada del PSTVd con dos 

ribozimas en los extremos. En este caso no se observó producción alguna del RNA circular, 

aparte de una pequeña cantidad que se observa en todos los carriles incluyendo también el 

correspondiente a la ligación en ausencia de proteína (Fig. 15, carriles 2 a 16). Esta ligación 

probablemente resulta de la autoligación típica de esta clase de RNA con extremos 5’-OH y 

2’,3’>P en presencia de Mg2+ (Côte y Perreault, 1997). Sin embargo, este mismo RNA sí que 

fue circularizado por un extracto comercial de germen de trigo que contiene la tRNA ligasa 

(Fig. 15, carril 1) (Makino et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados indican la existencia en tomate de una actividad RNA ligasa no 

descrita hasta el momento y diferente de la tRNA ligasa, capaz de circularizar el RNA del 

PSTVd ensayado con extremos 5’-P y 3’-OH. 

Figura 15.- Ensayo de la actividad tRNA ligasa de tomate. La actividad enzimática de las 20 fracciones recogidas de la 
columna de heparina se ensayó empleando como sustrato el RNA monomérico lineal de polaridad positiva del PSTVd 
abierto entre las posiciones G95-G96 y con extremos 5’-OH y 2’,3’>P. Los productos de la reacción se analizaron por 
PAGE desnaturalizante e hibridación Northern. En la figura se muestra el análisis de los productos generados por las 
primeras 14 fracciones eluídas de la columna (en verde) con concentraciones crecientes de KCl (indicadas con un triángulo 
en la parte superior). (1) Control positivo empleando una preparación comercial de la tRNA ligasa de germen de trigo; (2) 
control negativo sin proteína; (3-16) fracciones de la cromatografía (en verde). Las posiciones del RNA monomérico 
circular (mc) y lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda. 
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1.2 Caracterización de la actividad RNA ligasa de tomate 

1.2.1 Degradación proteolítica y desnaturalización térmica de la actividad 

enzimática 

En primer lugar, se confirmó que la nueva actividad RNA ligasa detectada residía en 

una proteína de tomate, para lo que una alícuota de la fracción de la columna de heparina 

con máxima actividad (fracción 5) se sometió a una digestión con proteinasa K y a tres 

tratamientos térmicos desnaturalizantes (55, 70 y 95ºC, durante 15 min). Tras estos 

tratamientos se ensayó la ligación del ml (+) del PSTVd abierto en las posiciones G95-G96 y 

con extremos 5’-P y 3’-OH, observándose la inactivación total de la actividad en todos los 

casos (Fig. 16B, carriles 3 a 6). Como control, estos tratamientos se realizaron también con 

la T4 RNA ligasa 1 comercial (Fig. 16A, carriles 3 a 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.- Inactivación de la actividad RNA ligasa de tomate por proteólisis y desnaturalización térmica. Análisis 

por PAGE desnaturalizante e hibridación Northern de los productos resultantes de la ligación catalizada por (A) la T4 RNA 

ligasa 1, y (B) la actividad RNA ligasa (Rnl) de tomate de la fracción más activa de la columna de heparina pretratada 15 

min con proteinasa K y SDS, o preincubada 15 min a tres temperaturas. (1) Control sin tratamiento; (2) control en tampón 

sin proteinasa K y con SDS; (3) pretratamiento con proteinasa K; (4 a 6) pretratamientos a 55, 70 y 95ºC. Las posiciones 

del RNA monomérico circular (mc) y lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda de cada panel. 
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1.2.2 Clonación y secuenciación del producto ligado 

Para descartar que el enlace generado por la actividad RNA ligasa de tomate fuera 

un enlace anómalo diferente del enlace típico 3’-5’, que es el único existente en los viroides 

nucleares y el que generan la mayoría de las RNA ligasas conocidas, el producto de la 

ligación se amplificó por RT-PCR. Las transcriptasas inversas detienen la síntesis del cDNA 

cuando encuentran un enlace anómalo en el molde de RNA (Lorsch et al., 1995). Por esta 

razón, si tal enlace existiera en el producto generado por la actividad RNA ligasa de tomate, 

la transcriptasa inversa sería incapaz de amplificarlo en su totalidad, mientras que sí lo haría 

al emplear como molde el producto generado por la T4 RNA ligasa 1 que sólo contiene 

enlaces 3’-5’. Con este fin se ensayó la ligación del ml (+) del PSTVd abierto en la posición 

G95-G96, y con extremos 5’-P y 3’-OH, tanto con la fracción más activa de tomate como con 

la T4 RNA ligasa 1, que sirvió de control. Los productos circulares de la reacción se 

separaron por PAGE desnaturalizante (8 M urea, tampón TBE), se eluyeron, y 

retrotranscribieron con el cebador C2 que hibrida en la hebra inferior de la CCR del PSTVd, 

fuera de la región donde ocurre la ligación (la hebra superior de la CCR) (ver Fig. 2A). El 

cDNA se amplificó posteriormente por PCR con los cebadores adyacentes y divergentes C1 

y C2 fosforilados, y el producto se separó por PAGE en tampón TAE. Tanto en la ligación 

con la T4 RNA ligasa 1 como con la fracción de tomate, se obtuvo una banda de 

aproximadamente 360 pb en consonancia con la amplificación del producto circular del 

PSTVd de longitud completa (359 nt). El rendimiento de la reacción de RT-PCR en ambos 

casos fue similar, lo que sugiere la ausencia de un enlace anómalo en el RNA molde. 

Finalmente, estos fragmentos se clonaron en el vector desfosforilado pUC18 (Norrander et 

al., 1983), y se secuenciaron, obteniéndose la secuencia completa del PSTVd en ambos 

casos, lo que pone de manifiesto que se trata de un enlace típico 3’,5’-fosfodiéster entre los 

nucleótidos G96 y G95, respectivamente. 
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1.2.3 Extremos requeridos por la actividad RNA ligasa de tomate 

La especificidad de los extremos del RNA sustrato requeridos por la actividad RNA 

ligasa de tomate se confirmó comparando la actividad de ligación de la fracción de tomate 

con máxima actividad ligasa (fracción 5) con la de la T4 RNA ligasa 1, empleando como 

sustrato el ml (+) del PSTVd abierto entre las posiciones G95-G96 con diferentes extremos. 

Ambas actividades ligasa circularizaron eficientemente el sustrato con extremos 5’-P y 3’-OH 

(Fig. 17, carriles 1 y 7), pero fueron inactivas sobre sustratos con extremos 5’-OH y 2’,3’>P 

(Fig. 17, carriles 2 y 8), o 5’-OH y 3’-OH (Fig. 17, carriles 3 y 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.- Extremos requeridos por la actividad RNA ligasa de tomate. Análisis por PAGE desnaturalizante e 

hibridación Northern de los productos de la reacción catalizada por la T4 RNA ligasa 1 y la actividad RNA ligasa de tomate, 

empleando como sustrato el RNA monomérico lineal de polaridad positiva del PSTVd abierto entre las posiciones G95-G96 

y con extremos (A) 5’-P y 3’-OH, (B) 5’-OH y 2’,3’>P y (C) 5’-OH y 3’-OH. (1 a 3) Control positivo con la T4 RNA ligasa 1; (4 

a 6) control negativo en ausencia de proteína; (7 a 9) productos generados por la actividad RNA ligasa de tomate. Las 

posiciones del RNA monomérico circular (mc) y lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda. 
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1.2.4 Condiciones óptimas de ligación: efecto del MgCl2, el pH y la fuerza 

iónica en la actividad RNA ligasa de tomate 

A continuación se dializó una alícuota de la fracción de la columna de heparina con 

máxima actividad RNA ligasa (fracción 5) frente a un tampón de baja fuerza iónica similar al 

de extracción pero sin Mg2+ [50 mM Tris-HCl pH 7.5, 25 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1% Nonidet 

P40], y se determinaron las condiciones óptimas de reacción de la actividad RNA ligasa de 

tomate. Dado que la mayoría de ligasas conocidas requieren un catión divalente, 

generalmente Mg2+, se ensayó la actividad de ligación en ausencia y en presencia de 

diferentes concentraciones de MgCl2 (1, 2, 3, 4, 5 y 10 mM). La enzima de tomate sólo 

presentó actividad en presencia de MgCl2, con una concentración óptima en torno a 5 mM 

(Fig. 18A, comparar carril 3 con carriles 4 a 9). En lo referente al pH de reacción óptimo, la 

enzima de tomate se mostró activa en un intervalo de pH fisiológico entre 7 y 9 (Fig. 18B, 

carriles 5 a 7). En este experimento los sustratos a pH 5 y 6 se degradaron, posiblemente 

porque resultan óptimos para muchas RNasas, por lo que no puede descartarse actividad 

RNA ligasa a estos pHs. Por último, la fracción de tomate se ensayó también a 

concentraciones crecientes de KCl (entre 25 y 500 mM) (Fig. 18C), observándose que, si 

bien la RNA ligasa era activa en este intervalo, la máxima actividad fue a 75 mM KCl (Fig 

18C, carril 5) presentándose una inhibición parcial a partir de 300 mM (Fig. 18C, carriles 9 a 

11). 

Tomando en consideración todos estos resultados, en los siguientes experimentos se 

ensayó la actividad RNA ligasa en un tampón 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 75 mM KCl, 5 mM 

MgCl2 y 5 mM DTT. 
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Figura 18.- Condiciones óptimas de la reacción catalizada por la actividad RNA ligasa de tomate. Análisis por PAGE 

desnaturalizante e hibridación Northern de los productos resultantes de la ligación catalizada por la enzima de tomate en 

diferentes condiciones. (A) Efecto del MgCl2. (1) Control positivo con la T4 RNA ligasa 1; (2) control negativo en ausencia 

de proteína; (3 a 9) reacciones catalizadas por la actividad RNA ligasa de tomate en ausencia (3) y en presencia de 

concentraciones crecientes de MgCl2 indicadas en la parte superior del panel (4 a 9). (B) Efecto del pH. (1) Control positivo 

con la T4 RNA ligasa 1; (2) control negativo en ausencia de proteína; (3 a 7) reacciones catalizadas por la actividad RNA 

ligasa de tomate a pH 5, 6, 7, 8 y 9, respectivamente. (C) Efecto de la concentración de KCl. (1) Control positivo con la T4 

RNA ligasa 1; (2) control negativo en ausencia de proteína; (3 a 11) reacciones catalizadas por la actividad RNA ligasa de 

tomate en presencia de concentraciones crecientes de KCl indicadas en la parte superior del panel. Las posiciones del 

RNA monomérico circular (mc) y lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda de cada panel. 



Resultados 

97 

 

1.3 Requerimiento de ribonucleósidos trifosfato (NTPs) de la actividad 

RNA ligasa de tomate y cinética de la reacción 

Las ligasas tanto de RNA como de DNA que unen extremos 5’-P y 3’-OH emplean 

una molécula de ATP como cofactor en la reacción de ligación. En una primera etapa, la 

enzima se adenila uniéndose covalentemente al AMP proveniente del ATP. Posteriormente 

la enzima transfiere este AMP al extremo 5’ del ácido nucleico a circularizar, que finalmente 

sufre el ataque nucleofílico del extremo 3’, liberándose el AMP y formándose el nuevo 

enlace. 

Para estudiar la dependencia de la nueva actividad RNA ligasa de tomate de algún 

cofactor nucleotídico, se ensayó su actividad enzimática empleando como sustrato el ml (+) 

del PSTVd abierto en la posición G95-G96 (con extremos 5’-P y 3’-OH) en presencia de 

ATP, GTP, CTP o UTP, así como de combinaciones de dos de ellos, y en ausencia de 

cualquiera de ellos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.- Requerimiento de ribonucleósido trifosfato de la actividad RNA ligasa de tomate. Análisis por PAGE 

desnaturalizante e hibridación Northern de los productos resultantes de la ligación catalizada por la enzima de tomate en 1 

mM de ATP (3), GTP (4), CTP (5), UTP (6), en ausencia de nucleósidos trifosfato (7), y en presencia de combinaciones de 

dos nucleósidos trifosfato (8 a 13). (1) Control positivo con la T4 RNA ligasa 1; (2) control negativo en ausencia de 

proteína. Las posiciones del RNA monomérico circular (mc) y lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda. 
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La máxima actividad se observó con ATP (Fig. 19, carril 3), aunque también se 

observó actividad con GTP y UTP (Fig. 19, carriles 4 y 6) y algo menos con CTP (Fig. 19, 

carril 5). Cabe destacar que también se observó ligación en ausencia de nucleósidos 

trifosfato (Fig. 19, carril 7). Respecto a las combinaciones de dos nucleósidos trifosfato, la 

actividad máxima se detectó en presencia de ATP (Fig. 19, carriles 8 a 10) y la mínima en 

presencia de CTP (Fig. 19, carriles 11 y 13). Este resultado indica una mayor actividad RNA 

ligasa de tomate en presencia de ATP respecto a otros NTPs (posiblemente por ser 

requerido para la adenilación de la enzima), y un efecto inhibitorio del CTP. También sugiere 

que al menos parte de la enzima se purifica adenilada, con lo que en ausencia de NTPs es 

capaz de llevar a cabo la reacción de ligación con una eficiencia limitada por la cantidad de 

moléculas adeniladas. En presencia de ATP, las moléculas de enzima que han transferido el 

AMP al sustrato para su ligación presumiblemente se adenilan de nuevo aumentando de 

esta manera la eficiencia de la reacción. 

Esta última hipótesis se confirmó mediante el análisis de la cinética de la ligación en 

presencia y ausencia de 1 mM ATP empleando como sustrato el ml (+) del PSTVd abierto 

en la posición G95-G96 y con extremos 5’-P y 3’-OH. En presencia de 1 mM ATP la cantidad 

de producto circular formado aumentó con el tiempo (hasta más de 1 h) de manera 

consistente con una cinética enzimática, mientras que en ausencia de ATP la reacción 

alcanzó su máximo a tiempos cortos (2-4 minutos) y a partir de entonces no progresó (Fig. 

20B, comparar carriles 1 a 8 con carriles 9 a 16). Estos resultados sostienen la hipótesis de 

que la enzima se purifica total o parcialmente adenilada, por lo que en ausencia de ATP sólo 

cataliza un ciclo de ligación. En presencia de ATP, al adenilarse la enzima, puede catalizar 

sucesivos ciclos de ligación, incrementándose así la cantidad de producto formado con el 

tiempo. Por su parte, la T4 RNA ligasa 1 se mostró completamente inactiva en ausencia de 

ATP (Fig. 20A, comparar carriles 1 a 8 con carriles 9 a 16), sugiriendo que esta enzima 

comercial se purifica en forma no adenilada. 

 

 

 



Resultados 

99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.- Cinética de la reacción catalizada por la actividad RNA ligasa de tomate. Análisis por PAGE 
desnaturalizante e hibridación Northern de los productos resultantes de la ligación catalizada por (A) la T4 RNA ligasa 1 y 
(B) la actividad RNA ligasa de tomate en presencia (carriles 1 a 8) y en ausencia (carriles 9 a 16) de 1 mM ATP a 
diferentes tiempos que se indican en la parte superior de la figura. Las posiciones del RNA monomérico circular (mc) y 
lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda de cada panel. 



Resultados 

100 

 

1.4 Especificidad de sustrato de la nueva actividad RNA ligasa de tomate 

Con el fin de estudiar la posible implicación de la nueva actividad RNA ligasa de 

tomate en el ciclo replicativo de los viroides nucleares, se analizó la especificidad de 

sustrato respecto a la posición de apertura del RNA monomérico lineal del PSTVd, y 

respecto a otros viroides nucleares. De manera más específica, se comparó la ligación del 

monómero lineal de polaridad positiva del PSTVd con extremos 5’-P y 3’-OH (abierto entre 

las posiciones G95-G96) con la ligación de otros seis monómeros lineales de polaridad 

positiva del PSTVd con idénticos grupos terminales pero abiertos en diferentes posiciones: 

(1) C1-G2, (2) G97-G98, (3) C264-G265, (4) U15-G16, (5) U35-G36 y (6) G197-G198. 

Algunas de estas posiciones corresponden a bucles, mientras que otras corresponden a 

regiones de doble cadena en la estructura secundaria de mínima energía libre del PSTVd 

(Fig. 21B). Tan sólo la forma fisiológicamente relevante del PSTVd, es decir, el RNA 

monomérico lineal abierto entre las posiciones G95-G96, fue circularizada eficientemente 

por la actividad RNA ligasa de tomate (Fig. 21A, carril 8). Por el contrario, en el experimento 

control con la T4 RNA ligasa 1, ésta ligó en mayor o menor medida casi todos los sustratos, 

mostrando una mayor eficiencia con el sustrato abierto entre las posiciones G97-G98 (Fig. 

21A, carril 17) y una menor eficiencia con los sustratos abiertos en las posiciones G95-G96, 

C264-G265, U35-G36 y G197-G198 (Figura 21A, carriles 15, 18, 20 y 21). 
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Figura 21.- Especificidad de sustrato de la actividad RNA ligasa de tomate. (A) Análisis por PAGE desnaturalizante e 
hibridación Northern de los productos resultantes de la ligación catalizada por la enzima de tomate (carriles 8 a 14) y por la 
T4 RNA ligasa 1 (carriles 15 a 21) empleando como sustrato el monómero lineal de polaridad positiva del PSTVd con 
extremos 5’-P y 3’-OH abierto en diferentes posiciones (P0 a P6). Carriles 1 a 7 control negativo sin proteína. Las 
posiciones del RNA monomérico circular (mc) y lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda de cada panel. (B) Esquema 
de la estructura secundaria de mínima energía libre del PSTVd donde se indican las posiciones por las que están abiertos 
los diferentes sustratos: P0 (G95-G96), P1 (C1-G2), P2 (G97-G98), P3 (C264-G265), P4 (U15-G16), P5 (U35-G36) y P6 
(G197-G198). La región terminal conservada (TCR) y la región central conservada (CCR) se muestran en verde. 
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Al ensayar la ligación de los RNAs monoméricos lineales de polaridad positiva de los 

miembros representativos de los cinco géneros de la familia Pospiviroidae (que además del 

PSTVd incluyen al HSVd, CCCVd, ASSVd, y CbVd-1) todos con extremos 5’-P y 3’-OH 

(marcados con 32P en 5’, ver apartado 11.1 de “Materiales y métodos”) y abiertos por el sitio 

de procesamiento in vivo determinado o predicho (Gas et al., 2007), la RNA ligasa de tomate 

catalizó la circularización de todos ellos con una eficiencia variable (Fig. 22, carriles 6 a 10): 

más eficientemente los monómeros lineales del PSTVd, el HSVd y el CbVd-1 (Fig. 22, 

carriles 6, 7 y 10), y con menos eficiencia en el caso del CCCVd y el ASSVd (Fig. 22, 

carriles 8 y 9). En el experimento control se observó que la T4 RNA ligasa 1 también catalizó 

la circularización de todos los viroides, si bien con una eficiencia diferente a la de tomate: 

menor con los monómeros lineales del PSTVd, HSVd y CCCVd (Fig. 22, carriles 1 a 3) y 

sensiblemente mayor con los del ASSVd y CbVd-1 (Fig. 22, carriles 4 y 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22.- Actividad de la RNA ligasa de tomate sobre miembros representativos de la familia Pospiviroidae. 

Análisis por PAGE desnaturalizante y autorradiografía de la eficiencia de ligación de la T4 RNA ligasa 1 (carriles 1 a 5) y de 

la actividad RNA ligasa de tomate (carriles 6 a 10) empleando como sustrato los RNAs monoméricos lineales de polaridad 

positiva de los miembros representativos de los cinco géneros de la familia Pospiviroidae (PSTVd, HSVd, CCCVd, ASSVd, 

y CbVd-1) todos ellos con extremos 5’-P y 3’-OH y abiertos por el sitio de procesamiento in vivo determinado o predicho 

(Gas et al., 2007). La banda superior (indicada con una flecha verde) corresponde en cada caso al monómero circular y la 

inmediatamente inferior (indicada con una estrella roja), al monómero lineal. Las bandas que aparecen por debajo de esta 

última corresponden a productos de degradación. 
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1.5 Actividad adeniltransferasa de la RNA ligasa de tomate 

El mecanismo de reacción típico de las ligasas de DNA y RNA incluye dos etapas en 

el curso de la cuales el AMP derivado del cofactor ATP se une covalentemente primero a la 

enzima y luego al extremo 5’ del ácido nucleico sustrato (Pascal, 2008). Para determinar si 

la nueva actividad RNA ligasa de tomate también sigue este mecanismo de reacción, se 

abordó la detección de ambos intermediarios de la reacción, es decir, la enzima adenilada y 

el sustrato adenilado. 

Con este fin se llevó a cabo la reacción de ligación en presencia de [α-32P]ATP y se 

tomaron alícuotas a distintos tiempos antes de detener la reacción con tampón Laemmli e 

incubación a 95ºC durante 2 min. Como control, se llevó a cabo la reacción de ligación con 

la T4 RNA ligasa 1. Las proteínas adeniladas se analizaron por PAGE-SDS y se revelaron 

por autorradiografía.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23.- Detección del intermediario proteico adenilado en la reacción catalizada por la actividad RNA ligasa de 

tomate. La ligación se llevó a cabo en presencia de [α-
32

P]ATP y las proteínas adeniladas se analizaron por PAGE-SDS (al 

12.5%) y autorradiografía. (1) Reacción control con la T4 RNA ligasa; (2 a 9) alícuotas de la reacción de ligación catalizada 

por la enzima de tomate a diferentes tiempos (especificados en la parte superior del panel). La masa molecular de las 

proteínas marcadoras (en kDa) se indica entre los dos paneles. 
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La banda correspondiente a la T4 RNA ligasa 1 (43.5 kDa) adenilada se detectó 

ligeramente por debajo del marcador de 55 kDa (Fig. 23, carril 1). En el ensayo con la RNA 

ligasa de tomate se observaron varias bandas, correspondiendo la más intensa a una 

proteína de aproximadamente 90 kDa (Fig. 23, carriles 2 a 9). Las bandas inferiores podrían 

estar generadas por productos de degradación de la proteína de mayor tamaño o por otras 

proteínas adeniladas. 

También se realizó una ligación en presencia de [α-32P]ATP de la que se tomaron 

alícuotas a los 15, 30 y 60 minutos, parándose esta vez la reacción por digestión con 

proteinasa K. Los productos de la reacción se separaron por PAGE desnaturalizante y se 

revelaron por autorradiografía, detectándose una marca radiactiva en la posición 

correspondiente al RNA monomérico lineal del PSTVd de polaridad positiva empleado como 

sustrato (Fig. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24.- Detección del RNA intermediario 

adenilado en la reacción catalizada por la actividad 

RNA ligasa de tomate. La reacción de ligación se 

llevó a cabo en presencia de [α-
32

P]ATP tomándose 

alícuotas a diferentes tiempos (carriles 1 a 4). Los 

productos se analizaron por PAGE (5%) 

desnaturalizante y autorradiografía. La posición del 

RNA monomérico lineal (ml) del PSTVd se indica a la 

izquierda. 
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Como confirmación de que esta actividad adeniltransferasa residía en la misma 

proteína que la actividad RNA ligasa, se llevó a cabo la ligación con diferentes fracciones 

eluídas de la columna de heparina por duplicado: en presencia de ATP marcado 

radiactivamente y sin marcar. De la primera reacción se analizaron las proteínas adeniladas 

por PAGE-SDS y autorradiografía y de la segunda se examinó el producto de la ligación por 

PAGE desnaturalizante e hibridación Northern. De esta manera se observó una estrecha 

correlación entre el máximo de la actividad RNA ligasa (Fig. 25B, carriles 6 a 8) y el máximo 

de la actividad de adenilación (correspondiente a una proteína con un tamaño aparente de 

90 kDa (Fig. 25A, carriles 5 a 7). 

Figura 25.- Correlación entre la actividad adeniltransferasa y RNA ligasa en las diferentes fracciones 

cromatográficas. (A) La reacción se llevó a cabo en presencia de [α-
32

P]ATP y las proteínas adeniladas presentes en las 

diferentes fracciones (1 a 14, en verde) se analizaron por PAGE-SDS (12.5%) y autorradiografía. (B) Análisis de la 

actividad RNA ligasa en las fracciones 1 a 14 eluídas de la columna de heparina con concentraciones crecientes de KCl 

(indicadas con un triángulo en la parte superior). Los productos de la reacción se separaron por PAGE desnaturalizante y 

se detectaron por hibridación Northern. (1) Control positivo empleando la T4 RNA ligasa 1; (2) control negativo sin proteína; 

(3-14) fracciones de la cromatografía. La masa molecular de los marcadores (en kDa) se indica a la izquierda en (A) y las 

posiciones del RNA monomérico circular (mc) y lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda en (B). 
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En conjunto, estos resultados indican la existencia de los dos intermediarios de la 

reacción, enzima-AMP y AMP-RNA, y que las correspondientes actividades enzimáticas 

presenta unas características físico-químicas que son congruentes con que ambas estén 

presentes en la misma molécula de proteína. Consecuentemente, la nueva actividad RNA 

ligasa de tomate sigue el mecanismo clásico de las nucleotidiltransferasas covalentes, que 

incluyen a las ligasas de DNA y RNA. 

 

1.6 Identificación de la proteína responsable de la actividad RNA ligasa 

de tomate por espectrometría de masas 

Una vez establecida la masa molecular aproximada de la proteína responsable de la 

nueva actividad RNA ligasa de tomate, se realizó un fraccionamiento a gran escala de 

proteínas de tomate (a partir de 75 g de tejido) por cromatografía en columna de heparina. 

El análisis de la actividad RNA ligasa de las 20 fracciones eluídas mostró el máximo de 

actividad en las fracciones 4 y 5. Las proteínas contenidas en estas fracciones se 

precipitaron con ácido tricloroacético en acetona y se resuspendieron en tampón para su 

posterior separación en un gel PAGE-SDS preparativo del 10% del que se cortó el 

fragmento comprendido entre las masas moleculares de 72 a 95 kDa para su análisis por 

espectrometría de masas (LC-MS/MS para mezclas complejas de más de 50 proteínas). 

Entre todos los péptidos identificados y asignados con significatividad estadística a 

diferentes proteínas de la base de datos del National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Fig. 26), dos de ellos (Fig. 27) correspondían 

significativamente a la DNA ligasa 1 de Arabidopsis thaliana. Dado que se trata de una 

proteína con actividad polinucleótido ligasa que reconoce extremos 5’-P y 3’-OH y que 

requiere ATP y Mg2+ como cofactores (Taylor et al., 1998), se consideró que la misma podría 

catalizar la circularización del ml (+) del PSTVd, abierto entre las posiciones G95-G96 y con 

extremos 5’-P y 3’-OH, mediante una actividad RNA ligasa no descrita hasta el momento. 
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Figura 26.- Proteínas identificadas significativamente en el fragmento del gel preparativo. En azul se muestra el 

número de acceso en la base de datos del NCBI y a continuación una breve descripción. En rojo se marca la DNA ligasa 1 

de Arabidopsis thaliana que fue identificada por similitud con dos de los péptidos.  
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Con la secuencia de la DNA ligasa 1 de A. thaliana se buscó en las bases de datos 

del NCBI la secuencia homóloga de tomate, tanto la nucleotídica como la aminoacídica, 

empleando los programas nucleotide blast, protein blast, blastx y tblastn. La búsqueda con 

el programa tblastn (que compara una secuencia aminoacídica con las secuencias 

nucleotídicas traducidas presentes en la base de datos) produjo el resultado más 

interesante: un clon de cDNA de tomate (AK247931), con un codón de iniciación y otro de 

terminación, mostrando una identidad del 66% con la secuencia de A. thaliana (Fig. 27). El 

alineamiento de la secuencia de tomate, traducida in silico, con las secuencias 

aminoacídicas (aparentemente completas) conocidas de la DNA ligasa 1 de diferentes 

especies de plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas (A. thaliana, Populus trichocarpa, 

Vitis vinífera, Ricinus communis, Trifolium pratense, Oryza sativa y Sorghum bicolor), mostró 

una alta similitud de secuencia, con regiones altamente conservadas entre especies (Fig. 

28). La región C-terminal es la más conservada, pudiéndose localizar en ella los cinco 

motivos que definen a la superfamilia de las nucleotidiltransferasas covalentes (Fig. 28). Por 

lo tanto, la secuencia de tomate AK 247931 se consideró como la ortóloga a la DNA ligasa 1 

y se procedió a su clonación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

110 

 

 

Figura 27.- Secuencias nucleotídica (arriba) y aminoacídica (abajo) del clon de cDNA de tomate (AK247931). Este 

clon muestra una identidad aminoacídica del 66% con la secuencia la DNA ligasa 1 de A. thaliana. En negro se muestra la 

región codificante y en verde las 5’ y 3’ no traducidas. En rojo se indican los aminoácidos de los péptidos identificados por 

espectrometría de masas comunes con la secuencia de A. thaliana. 
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1.7 Clonación del cDNA de la DNA ligasa 1 de tomate en un vector de 

expresión 

Partiendo de la secuencia del clon AK 247931 de tomate se diseñaron dos parejas 

de cebadores adyacentes e imbricados para su amplificación por PCR imbricada (Nested 

PCR). Una preparación de RNA total de tomate, obtenida con un tampón conteniendo urea 5 

M, se purificó en columna de gel de sílice y se empleó como molde para la síntesis de un 

cDNA de la DNA ligasa 1 de tomate por retrotranscripción con el cebador específico C4 (que 

cubre el final de la región codificante y el principio de la 3’ no traducida). Con este cDNA se 

amplificó la secuencia codificante de la DNA ligasa 1 mediante dos rondas consecutivas de 

PCR, la primera con los cebadores C3 (que cubre el final de la región 5’ no traducida y el 

principio de la codificante) y C4, y la segunda con los cebadores internos C5 y C6. Este 

último par amplifica la región codificante completa (sin el codón de parada) e introduce en la 

secuencia dos sitios de reconocimiento para las enzimas de restricción NcoI y XhoI en 5’ y 

3’, respectivamente. Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de 

agarosa y el DNA del tamaño esperado se clonó de forma dirigida entre las dianas NcoI y 

XhoI del sitio de clonación múltiple del vector de expresión pET23d(+) (Novagen). Esta 

estrategia de clonación generó un plásmido recombinante (pEDnl1Sl) que, al traducirse en 

E. coli, introduce dos aminoácidos extra (metionina y glicina) en el extremo N-terminal de la 

proteína. Por otro lado, este mismo plásmido contiene la parte correspondiente al extremo 

C-terminal de la proteína una corta secuencia en fase con la de la DNA ligasa 1 (sin codón 

de parada) que, al ser traducida, incorpora dos aminoácidos extra (leucina y ácido 

glutámico) y una cola de seis histidinas a la proteína expresada. Estas histidinas permitieron 

su purificación por afinidad con una resina de níquel. 

 

 

 

Figura 28.- Alineamiento de la secuencia aminoacídica de tomate AK247931 traducida in silico, con las secuencias 

aminoacídicas conocidas de la DNA ligasa 1 de diferentes especies de plantas. El nombre abreviado de cada especie 

(A. thaliana, Populus trichocarpa, Vitis vinífera, Ricinus communis, Trifolium pratense, Oryza sativa y Sorghum bicolor) se 

indica a la izquierda. En negro se resaltan los aminoácidos conservados en todas las especies y en gris los conservados 

sólo en algunas de ellas. En rojo se enmarcan los cinco motivos conservados que definen a la superfamilia de las 

nucleotidil transferasas covalentes (I, III, IIIa, IV y V). 
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1.8 Expresión de la DNA ligasa 1 de tomate en E. coli: análisis de las 

actividades RNA ligasa y adeniltransferasa 

La construcción pEDnl1Sl se electroporó en la cepa de expresión Rosetta 2 de E. coli 

y se procedió a la expresión heteróloga de la DNA ligasa 1 de tomate y posterior purificación 

por cromatografía de afinidad en columna de Ni-Sefarosa, de la que se eluyeron diez 

fracciones. El contenido proteico de las primeras fracciones se analizó por PAGE-SDS en 

geles del 10% y tinción con azul Coomassie, comprobándose la elución de la mayor parte de 

la proteína en la tercera fracción (Fig. 29, carril 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, se ensayó la actividad de ligación de las cinco primeras fracciones 

eluídas empleando como sustrato el ml (+) del PSTVd abierto entre las posiciones G95-G96 

y con extremos 5’-P y 3’-OH (Fig. 30A, carriles 3 a 8), detectándose la actividad máxima en 

la tercera fracción de la columna (Fig. 30A, carril 6). Este resultado muestra que, 

efectivamente, la DNA ligasa 1 de tomate cataliza de manera muy eficiente la ligación de la 

forma fisiológicamente relevante del PSTVd in vitro. 

 

 

Figura 29.- Análisis por PAGE-SDS (10%) de la 
expresión de la DNA ligasa 1 de tomate en E. 
coli Rosetta 2. Proteínas presentes en el extracto 
total (1) y en las primeras fracciones eluídas de la 
columna de Ni-Sefarosa (3 a 5). Tras la 
electroforesis el gel se reveló con azul de 
Coomassie. La masa molecular de los marcadores 
(en kDa) se indica a la izquierda. 
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También se analizó la actividad adeniltransferasa de la DNA ligasa 1 de tomate, para 

lo cual la reacción de ligación se llevó a cabo en presencia de [α-32P]ATP y se detuvo 

hirviendo 2 minutos a 95ºC en presencia de tampón Laemmli. La proteína adenilada se 

analizó por PAGE-SDS en un gel del 10% y autorradiografía, observándose una banda con 

la migración esperada para la DNA ligasa 1 adenilada (89.8 kDa) y otra banda 

correspondiente a una proteína de menor tamaño posible producto de la degradación de la 

primera (Fig. 30B). Este perfil es consistente con el observado para la actividad RNA ligasa 

de tomate (Fig. 23 y 25), y le da crédito a la hipótesis de que la actividad de adenilación 

observada reside en la DNA ligasa 1 de tomate. 

 

 

 

 

 

Figura 30.- Examen de la actividad RNA ligasa y adeniltransferasa en diferentes fracciones cromatográficas 

resultantes de aplicar un extracto de E. coli expresando la DNA ligasa 1 de tomate a una columna de Ni-Sefarosa. 

(A) Análisis mediante PAGE desnaturalizante e hibridación Northern de la actividad RNA ligasa en las cinco primeras 

fracciones eluídas. (1) Control positivo con la T4 RNA ligasa 1; (2) control negativo sin proteína; (3) extracto total sin 

fraccionar; (4-8) fracciones de la cromatografía. Las posiciones del RNA monomérico circular (mc) y lineal (ml) del PSTVd 

se indican a la izquierda. (B) Análisis mediante PAGE-SDS y autorradiografía de los productos de una reacción de ligación 

en presencia de [α-
32

P]ATP empleando la fracción 3 de la cromatografía. La masa molecular de los marcadores (en kDa) 

se indica a la izquierda de este panel. 
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1.9 Especificidad de sustrato de la DNA ligasa 1 de tomate 

Para estudiar la especificidad de sustrato de la proteína clonada de tomate, se 

analizó su actividad RNA ligasa frente a RNAs monoméricos lineales del PSTVd abiertos en 

distintas posiciones. Más específicamente, se comparó la ligación del ml (+) del PSTVd con 

extremos 5’-P y 3’-OH abierto entre las posiciones G95-G96 con la ligación de los otros seis 

ml (+) del PSTVd con los mismos extremos pero abiertos en las posiciones mencionados 

anteriormente (apartado 1.4). De nuevo se comprobó que tan sólo la forma fisiológicamente 

relevante del PSTVd, es decir, el monómero lineal abierto entre las posiciones G95-G96, fue 

eficientemente circularizada por la DNA ligasa 1 de tomate (Fig. 31, carril 8). 

 

Figura 31.- Especificidad de sustrato de la DNA ligasa 1 de tomate (Dnl1 Sl). (A) Análisis por PAGE desnaturalizante e 

hibridación Northern de los productos resultantes de la ligación catalizada por la DNA ligasa 1 de tomate (carriles 8 a 14) 

empleando como sustrato el RNA monomérico lineal de polaridad (+) del PSTVd (con extremos 5’-P y 3’-OH) abierto en 

diferentes posiciones (P0 a P6). Carriles 1 a 7 control negativo sin proteína. Las posiciones del RNA monomérico circular 

(mc) y lineal (ml) del PSTVd se indican a la izquierda. (B) Esquema de la estructura secundaria de mínima energía libre del 

PSTVd donde se indican las posiciones por las que están abiertos los diferentes sustratos: P0 (G95-G96), P1 (C1-G2), P2 

(G97-G98), P3 (C264-G265), P4 (U15-G16), P5 (U35-G36) y P6 (G197-G198). La región terminal conservada (TCR) y la 

región central conservada (CCR) se muestran en verde. 
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En conjunto estos resultados indican que la DNA ligasa 1 de tomate posee actividad 

RNA ligasa que es específica, no sólo de los grupos químicos terminales del RNA sustrato, 

sino también de su disposición espacial en la molécula, puesto que únicamente circulariza el 

RNA correspondiente a la forma fisiológicamente relevante del PSTVd. Por lo tanto, parece 

muy plausible la participación de la DNA ligasa 1 en el ciclo replicativo de los viroides 

nucleares, y lo que aún es más importante, que en ciertas situaciones la DNA ligasa 1 

cataliza la ligación de RNA. 

 

1.10 Infectividad de los RNAs monoméricos circulares del PSTVd 

generados por la DNA ligasa 1 de tomate 

Para comprobar que las formas monoméricas circulares generadas in vitro por la 

actividad RNA ligasa de la DNA ligasa 1 de tomate mostraban las propiedades biológicas 

esperadas, se ensayó su infectividad en plantas de tomate. Con este fin se utilizaron tres 

bloques de cuatro plantas en el estadio de dos hojas verdaderas, uno inoculado con tampón 

como control negativo, otro con 5 ng/planta de formas circulares generadas con la T4 RNA 

ligasa 1 y el tercero con 5 ng/planta de formas circulares generadas con la DNA ligasa 1 de 

tomate. Estas dos últimas preparaciones de RNA se obtuvieron de reacciones de ligación 

del ml (+) del PSTVd con extremos 5’-P y 3’-OH (y abierto entre las posiciones G95-G96), 

separando a continuación los productos resultantes por PAGE desnaturalizante y eluyendo 

las formas circulares. Mientras que las plantas control permanecieron asintomáticas tres 

semanas después de la inoculación, las restantes mostraron los síntomas típicos de la 

infección por PSTVd, tales como enanismo y epinastia foliar, con intensidad similar 

independientemente del origen de los RNAs viroidales circulares (Fig. 32). 

De este resultado se concluye por tanto que las moléculas viroidales circulares 

generadas por la DNA ligasa 1 de tomate son infecciosas y capaces de producir síntomas. 
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Figura 32.- Comprobación de la actividad biológica de los RNAs monoméricos circulares del PSTVd generados por 

la DNA ligasa 1 de tomate. (A) De izquierda a derecha se muestran plantas de tomate inoculadas con tampón y con 

RNAs circulares del PSTVd generados por la T4 RNA ligasa 1 (T4Rnl1) y la DNA ligasa 1 de tomate (Dnl1Sl), 

observándose una significativa reducción de tamaño de las plantas infectadas respecto a las control. (B) Detalle de las 

hojas donde se observan los síntomas de clorosis y epinastia inducidos por las preparaciones de RNA del PSTVd 

circularizadas por T4Rnl1 y Dnl1Sl. 
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2. Circularización de los viroides cloroplásticos (familia 

Avsunviroidae) 

 A tenor del enlace que se genera y de la eficiencia de la reacción de ligación in vivo, 

en los últimos años se ha sugerido la implicación de un factor del huésped en la ligación de 

los RNAs monoméricos lineales producto del autocorte ribozimático de los miembros de la 

familia Avsunviroidae (Delgado et al., 2005; Martínez et al., 2009). También se ha 

identificado la necesidad de una función específica del huésped para la ligación de otros 

RNAs generados por ribozimas distintas de las de cabeza de martillo (Reid y Lazinski, 

2000). Los extremos 5’-OH y 2’,3’>P generados por estas últimas en las reacciones de 

autocorte son precisamente los requeridos por la tRNA ligasa, que, además de localizarse 

en el núcleo, puede presentar por traducción alternativa un péptido de tránsito al cloroplasto 

(Englert et al., 2007). Esta enzima muestra además una amplia especificidad de sustrato 

siempre y cuando éste presente extremos 5’-OH y 2’,3’>P (Konarska et al., 1981; Schwartz 

et al., 1983). La amplia gama de sustratos de la tRNA ligasa de plantas sugiere su 

implicación en procesos celulares más allá de los relacionados con el procesamiento 

(splicing) de los pre-tRNAs o a la reparación de los tRNAs. Para investigar la posible 

implicación de la tRNA ligasa en el ciclo replicativo de los viroides cloroplásticos, se clonó 

esta enzima de berenjena, huésped natural del ELVd. Su actividad de ligación se ensayó y 

caracterizó empleando como sustrato el RNA monomérico lineal (ml) de polaridad positiva 

(+) del ELVd abierto por el sitio de autocorte con extremos 5’-OH y 2’,3’>P. Como control se 

expresó también la tRNA ligasa de A. thaliana y se ensayó su actividad de ligación 

empleando el mismo sustrato. 
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2.1 Clonación de la tRNA ligasa de berenjena 

Dada la alta similitud de secuencia existente entre la tRNA ligasa de A. thaliana y la 

de O. sativa (Englert y Beier, 2005), así como entre las de diferentes especies de 

dicotiledóneas y monocotiledóneas (Fig. 33), se partió de la secuencia nucleotídica de la 

tRNA ligasa de tomate (Molina-Serrano, Flores y Darós, datos no publicados) para la 

clonación de la tRNA ligasa de berenjena, por tratarse de especies del mismo género entre 

las que cabía esperar un elevado grado de conservación de secuencia. 

Partiendo de una preparación de RNA total de berenjena, obtenida mediante 

homogenización en un tampón con urea 5 M y posterior fraccionamiento en columna de gel 

de sílice, se generó por retrotranscripción un cDNA empleando el cebador C14, con una cola 

poli(dT) en su extremo 3’ y una secuencia definida en 5’. Este cDNA sirvió como molde para 

la amplificación por PCR de diversos fragmentos específicos de la tRNA ligasa de berenjena 

con diferentes parejas de cebadores derivados de la secuencia homóloga de tomate (C7/C8, 

C9/C10 y C11/C12). El fragmento de entre 800 y 900 pb amplificado con la pareja de 

cebadores C7/C8 se clonó, secuenció y tradujo in silico, mostrando una alta similitud de 

secuencia nucleotídica y aminoacídica con la tRNA ligasa de tomate. Con la secuencia de 

este primer fragmento específico de la tRNA ligasa de berenjena, aparentemente cercano al 

extremo 3’ del mensajero, se utilizó la metodología 3’ RACE para determinar la secuencia 

completa del extremo 3’ (Fig. 13). Con este fin, y empleando como molde el cDNA 

retrotranscrito con el cebador C14, se realizaron dos reacciones de PCR consecutivas 

primero con los cebadores C7 y C15, y posteriormente con los cebadores imbricados C13 y 

C16: en la reacción de retrotranscripción el cebador C14 hibrida con el extremo 3’ 

poliadenilado del mRNA e introduce una cola de secuencia conocida en el extremo 5’ del 

cDNA, con la que hibrida el cebador C15 en la primera reacción de PCR y el cebador interno 

C16 en la segunda. Mediante esta técnica se amplificó un fragmento de aproximadamente 

1200 pb que se clonó y secuenció, determinándose así la secuencia del extremo 3’ del 

mRNA que codifica la tRNA ligasa de berenjena. Al alinear esta secuencia con la de la tRNA 

ligasa de tomate, se observó una alta identidad de secuencia entre las regiones 3’ de 

ambas. 
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Una vez conocida la porción 3’ terminal del mRNA de la tRNA ligasa de berenjena, 

se utilizó una metodología 5’ RACE circular para determinar el extremo 5’ de dicho mRNA. 

Para este propósito se diseñaron, a partir de la secuencia de berenjena amplificada con los 

cebadores C7 y C8, un cebador para retrotranscripción (C17) y otros cuatro divergentes 

para PCR (C18/C19 y C20/C21). El cDNA obtenido con el cebador C17 se circularizó con la 

T4 RNA ligasa 1 y se empleó como molde para las reacciones de PCR imbricadas con los 

cebadores C18 y C19 primero y C20 y C21 después. La amplificación, clonación y 

secuenciación de un producto de 800-900 pb verificó que efectivamente correspondía a un 

fragmento del mRNA de la tRNA ligasa de berenjena aguas arriba de la secuencia 3’ 

conocida. Puesto que este fragmento presentó de nuevo una alta identidad de secuencia 

con la del mRNA de la tRNA ligasa de tomate en los alineamientos realizados, se decidió 

intentar amplificar la región 5’ completa (desde el codón de inicio) del primero empleando 

cebadores derivados de la del segundo, para evitar así la repetición de numerosas rondas 

de 5’ RACE circular. De esta manera, empleando como molde un cDNA obtenido con el 

cebador específico de berenjena C17, se llevó a cabo una PCR hemi-imbricada con los 

cebadores C22 y C23 primero, y C22 y C12 después, que generó un fragmento de unas 

2000 pb. Su clonación y secuenciación permitió comprobar, mediante alineamiento con el 

mRNA de la tRNA ligasa de tomate, que efectivamente correspondía a la región 5’ 

conteniendo el codón de inicio ATG del mRNA de la tRNA ligasa de berenjena. Finalmente, 

para determinar la secuencia codificante del péptido de tránsito al cloroplasto de la tRNA 

ligasa de berenjena, y dado que se desconoce esta secuencia en la tRNA ligasa de tomate, 

se llevó a cabo una 5’ RACE circular desde el extremo 5’ conocido del mRNA de berenjena. 

Para ello se obtuvo un cDNA con el cebador C24, se circularizó con la T4 RNA ligasa 1, y 

sobre este molde se realizó una PCR imbricada con los cebadores C25/C26 y C27/C28. El 

fragmento de unas 500 pb amplificado se clonó y secuenció, determinándose así la 

existencia aguas arriba del codón de inicio ya identificado de una secuencia de 135 pb en 

fase con dicho codón de inicio. La traducción in silico de esta secuencia y su análisis con el 

programa ChloroP para la predicción de péptidos de tránsito al cloroplasto la identificó como 

el péptido de tránsito al cloroplasto del mRNA de la tRNA ligasa de berenjena. 

Figura 33.- Alineamiento de la secuencia de la tRNA ligasa de diferentes especies de dicotiledóneas y 

monocotiledóneas depositadas en la base de datos del NCBI. Estas especies incluyen T. aestivum (isoformas 1, 2 y 3), 

Oryza sativa, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera y A. thaliana, con el nombre de cada especie indicado a la izquierda. Los 

aminoácidos conservados en todas las especies se resaltan en negro, y en gris, los conservados sólo en algunas de ellas. 

En rojo se enmarcan los cinco motivos conservados característicos de la tRNA ligasa: Lig, I, IIIa, IV, polinucleótido quinasa 

(PNK) y ciclofosfodiesterasa (CPD). 
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Figura 34.- Secuencia codificante nucleotídica (arriba) y aminoacídica (abajo) completa de la tRNA ligasa de 

berenjena. 
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Al alinear la secuencia aminoacídica completa de la tRNA ligasa de berenjena (Fig. 

34) con las homólogas de A. thaliana y tomate (Fig. 35), se observó que las de tomate y 

berenjena eran prácticamente idénticas (88% de identidad y 92% de similitud) y no muy 

distintas de la de A. thaliana. Respecto a esta última, la secuencia de la tRNA ligasa de 

tomate presentaba un 58% de identidad y un 71% de similitud, mientras que la secuencia de 

berenjena era idéntica en un 59% y similar en un 73%, confirmándose así la alta 

conservación de la tRNA ligasa entre especies de plantas. En esta última figura se observa 

Figura 35.- Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la tRNA ligasa de tomate (Solanum lycopersicum), 

berenjena (Solanum melongena) y A. thaliana. El nombre de cada especie se indica a la izquierda. Los aminoácidos 

conservados en todas las especies se resaltan en negro, y en gris, los conservados sólo en dos de ellas. 
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además que la secuencia de tomate disponible en el laboratorio (Molina-Serrano, Flores y 

Darós, datos no publicados) no contiene el péptido de tránsito al cloroplasto, por lo que se 

trata de una secuencia incompleta. 

Una vez conocida la secuencia nucleotídica completa del mRNA de la tRNA ligasa de 

berenjena (Fig. 34), se diseñaron cebadores para la amplificación del cDNA completo y su 

clonación en el vector de expresión heteróloga en Escherichia coli pET23d(+) mencionado 

anteriormente (apartado 1.7). A partir de la preparación de RNA total de berenjena 

previamente descrita, se llevó a cabo una retrotranscripción con el cebador específico C29 

que hibrida en la región 3’ no traducida del mRNA. El cDNA generado se empleó como 

molde para una primera PCR con los cebadores C30 y C31, sometiéndose el producto 

obtenido a una segunda PCR imbricada con los cebadores C32 y C33 que en sus extremos 

5’ contienen colas con sitios de reconocimiento para las enzimas de restricción NcoI y NotI, 

respectivamente. El producto de la amplificación se clonó por tanto de forma dirigida entre 

los sitios NcoI y NotI del plásmido de expresión pET23d(+). La construcción resultante se 

mutagenizó posteriormente de forma que la secuencia exacta de la proteína quedara 

fusionada a la cola de seis histidinas en el extremo C-terminal sin aminoácidos extra y en 

pauta. Con este fin se delecionaron dos regiones, una de 4 pb en 5’ y otra de 15 pb en 3’ 

mediante dos rondas de mutagénesis por PCR: una primera con los cebadores C34 y C35 

(deleción en 5’) y una segunda con los cebadores C36 y C37 (deleción en 3’), generándose 

así la construcción pEtRnlSm. 
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2.2 Clonación de la secuencia del péptido de tránsito al cloroplasto de la 

tRNA ligasa de A. thaliana 

La clonación de la secuencia codificante de este péptido se realizó también mediante 

5’ RACE circular desde el extremo 5’ conocido del mRNA (AC026875) (Englert et al., 2007), 

sirviendo además como control de la metodología 5’ RACE circular empleada. A partir de 

una preparación de RNA total de A. thaliana obtenida por homogenización en tampón con 

urea 5 M y purificada en columna de gel de sílice, se generó un cDNA con el cebador C38 

que hibrida en la región 5’ del mRNA. Este cDNA se circularizó con T4 RNA ligasa 1 y se 

empleó como molde para las reacciones de PCR imbricadas con los cebadores divergentes 

C39 y C40 en la primera reacción, y los cebadores divergentes (internos a los primeros) C41 

y C42 en la segunda reacción. El fragmento amplificado de unas 500 pb se clonó y 

secuenció, determinándose así la secuencia de 175 pb que codifica el péptido de tránsito al 

cloroplasto de la tRNA ligasa de A. thaliana, que resultó idéntica al compararla con la ya 

publicada (Englert et al., 2007). Esta secuencia se obtuvo a partir de la preparación de RNA 

total: la síntesis del cDNA se realizó con el cebador específico C42 y la amplificación por 

PCR, con los cebadores C43 y C44. Puesto que el laboratorio se disponía de la construcción 

pERnl resultante de clonar la tRNA ligasa de A. thaliana sin el péptido de tránsito en el 

vector pET23a(+) (Novagen), el fragmento amplificado de 175 pb se clonó en este plásmido 

en fase con el resto de la secuencia de la proteína. La clonación se realizó amplificando por 

PCR el plásmido pERl con los cebadores C45 y C46, y ligando el fragmento de 175 pb con 

extremos romos: la nueva construcción se denominó pEtRnlAt. 

 

2.3 Expresión en E. coli de las tRNA ligasas de berenjena y A. thaliana y 

análisis de su actividad enzimática 

Los plásmidos pEtRnlSm y pEtRnlAt se electroporaron en la cepa Rosetta 2 de E. 

coli y se procedió a la expresión heteróloga de las tRNA ligasas de berenjena y A. thaliana. 

Estas proteínas se purificaron por cromatografía de afinidad en columna de Ni-Sefarosa 

eluyéndose diez fracciones en cada caso. La medida de la absorbancia a una longitud de 

onda de 280 nm mostró una máxima concentración de proteínas en la tercera fracción. La 

presencia de las tRNA ligasas de berenjena y A. thaliana en dicha fracción se determinó por 

PAGE-SDS y análisis Western con un anticuerpo monoclonal de ratón (conjugado a la 

peroxidasa de rábano) que reconoce específicamente la cola de seis histidinas (6xHis 

mAb/HRP Conjugate, Clontech). 
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La tRNA ligasa de berenjena se expresó mucho más eficientemente que la de A. 

thaliana (Fig. 36A, comparar carriles 1 y 2), detectándose en el primer caso una banda de 

130 kDa correspondiente a la tRNA ligasa (Fig. 36A, carril 2) y una serie de bandas de 

mayor movilidad correspondientes a proteínas de menor tamaño que posiblemente son 

productos de la degradación de la primera. Sin embargo, el ensayo de ligación empleando 

como sustrato el ml (+) del ELVd abierto por el sitio de autocorte con extremos 5’-OH y 

2’,3’>P mostró actividad de ligación en ambas fracciones (Fig. 36B, carriles 2 y 3), siendo 

ésta mayor en berenjena, posiblemente por haberse purificado en mayor cantidad. Este 

resultado indica que, efectivamente, las tRNA ligasas de berenjena y A. thaliana son 

capaces de ligar muy eficientemente in vitro la forma fisiológicamente relevante del ELVd. 

Dado que el objetivo principal del presente trabajo fue determinar la posible implicación de la 

tRNA ligasa de berenjena, el huésped natural del ELVd, en el ciclo replicativo de este viroide 

cloroplástico, y teniendo en cuenta el bajo rendimiento obtenido con la tRNA ligasa de A. 

Figura 36.- Expresión y purificación de la tRNA ligasa de A. thaliana (At) y berenjena (Sm). (A) La presencia de la 

tRNA ligasa de A. thaliana (carril 1) y berenjena (carril 2) en la tercera fracción eluída de la columna de Ni-Sefarosa se 

determinó por PAGE-SDS (10%) y análisis Western. La masa molecular de los marcadores (en kDa) se indica a la 

izquierda. (B) Análisis de la actividad enzimática de la tRNA ligasa de A. thaliana (carril 1) y berenjena (carril 2) en la 

tercera fracción eluída de la columna de Ni-Sefarosa. Los productos de la reacción se separaron por PAGE 

desnaturalizante (5%) y se detectaron por hibridación Northern. (1) Control negativo sin proteína. Las posiciones del RNA 

monomérico circular (mc) y lineal (ml) del ELVd se indican a la izquierda. 
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thaliana, la subsiguiente caracterización de la actividad de ligación se llevó a cabo 

únicamente con la enzima de berenjena. 

 

2.4 Caracterización de la actividad ligasa de la tRNA ligasa de berenjena 

2.4.1 Condiciones óptimas de la reacción de ligación: efecto del MgCl2, el pH 

y la fuerza iónica en la actividad 

Una alícuota de la fracción 3 con la máxima actividad, dializada frente a un tampón 

de baja fuerza iónica sin Mg2+ [50 mM Tris-HCl pH 7.5, 25 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1% 

Nonidet P40], se empleó para determinar las condiciones óptimas de la reacción de ligación. 

En primer lugar se ensayó la actividad enzimática en ausencia y presencia de diferentes 

concentraciones de MgCl2. Como era de esperar, la tRNA ligasa de berenjena sólo mostró 

actividad en presencia de MgCl2, con una concentración óptima en torno a 4 mM (Fig. 37A). 

En lo referente al pH de reacción óptimo, la tRNA ligasa de berenjena únicamente presentó 

actividad a pH fisiológico, es decir, en el intervalo de pH de 7 a 8 (Fig. 37B, carriles 4 y 5). 

La actividad de la fracción dializada se ensayó también a concentraciones crecientes 

de KCl (entre 25 y 500 mM), observándose un máximo en torno a 50 mM KCl (Fig. 37C, 

carril 3) y una inhibición en condiciones de mayor fuerza iónica a partir de 200 mM KCl (Fig 

37C, carries 7 a 10). 

Tomando en consideración todos estos resultados, en los siguientes experimentos se 

ensayó la actividad de ligación en un tampón 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM KCl, 4 mM 

MgCl2 y 5 mM DTT. 
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Figura 37.- Condiciones óptimas de la reacción de ligación catalizada por la tRNA ligasa de berenjena. Análisis por 

PAGE desnaturalizante e hibridación Northern de los productos resultantes de la ligación en diferentes condiciones. (A) 

Efecto del MgCl2. (1) Reacción en ausencia de MgCl2; (2 a 7) reacciones en presencia de concentraciones crecientes de 

MgCl2 (indicadas en la parte superior). (B) Efecto del pH. (1) Control negativo en ausencia de proteína; (2 a 6) reacciones a 

pH 5, 6, 7, 8 y 9, respectivamente. (C) Efecto de la concentración de KCl. (1) Control negativo en ausencia de proteína; (2 

a 10) reacciones en presencia de concentraciones crecientes de KCl (indicadas en la parte superior). Las posiciones del 

RNA monomérico circular (mc) y lineal (ml) del ELVd se indican a la izquierda de cada panel. 
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2.4.2 Requerimiento de ribonucleósido trifosfato 

La tRNA ligasa emplea una molécula de GTP o de ATP para la fosforilación del 

grupo 5’-OH del RNA y otra molécula de ATP para adenilarse, siendo posteriormente 

transferido el grupo AMP al extremo 5’-P (Abelson et al., 1998). La dependencia del ATP de 

la tRNA ligasa de berenjena se estudió ensayando la actividad de la fracción dializada 

empleando como sustrato el ml (+) del ELVd abierto por el sitio de autocorte (con extremos 

5’-OH y 2’,3’>P) en presencia de 1 mM ATP, GTP, CTP o UTP, así como de combinaciones 

de dos de ellos y en ausencia de cualquier nucleósido trifosfato. Como era de esperar, 

únicamente se observó actividad en presencia de ATP, tanto sólo como en combinación con 

los otros tres nucleósidos trifosfato (Fig. 38, carriles 2, 7, 8 y 9). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38.- Requerimiento de 

ribonucleósido trifosfato de la tRNA 

ligasa de berenjena. Análisis por PAGE 

desnaturalizante e hibridación Northern de 

los productos resultantes de la ligación en 

presencia de 1 mM ATP (2), GTP (3), CTP 

(4), UTP (5), en ausencia de nucleósido 

trifosfato (6), y en presencia de 

combinaciones de dos nucleósidos 

trifosfato (7 a 12). El control negativo en 

ausencia de proteína se muestra en (1) y 

las posiciones del RNA monomérico 

circular (mc) y lineal (ml) del ELVd se 

indican a la izquierda. 
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2.5 Especificidad de sustrato de la tRNA ligasa de berenjena 

Con el fin de profundizar en la posible implicación de esta enzima en el ciclo 

replicativo de los viroides cloroplásticos, se analizó su especificidad de sustrato respecto a la 

posición de apertura del RNA monomérico lineal del ELVd, así como respecto a otros RNAs 

viroidales cloroplásticos. 

De manera más específica se comparó la ligación del RNA monomérico lineal de 

polaridad positiva del ELVd (con extremos 5’-OH y 2’,3’>P) abierto por el sitio de autocorte 

con la ligación de otros cinco RNAs monoméricos lineales de polaridad positiva del ELVd 

con idénticos extremos, pero abiertos en diferentes posiciones: (1) A263-G264, (2) U245-

U246, (3) U176-C177, (4) A103-A104 y (5) U89-U90. Estas posiciones se encuentran en 

bucles de distinta clase excepto una localizada en una región de doble cadena en la 

estructura secundaria de mínima energía libre del ELVd (Fig. 39B). Es interesante destacar 

que tan sólo la forma fisiológicamente relevante del ELVd, es decir, el RNA monomérico 

lineal abierto por el sitio de autocorte, fue ligada eficientemente por la tRNA ligasa de 

berenjena (Fig. 39A, carril 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

131 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39.- Especificidad de sustrato de la tRNA ligasa de berenjena. (A) Análisis por PAGE desnaturalizante e 

hibridación Northern de los productos resultantes de la ligación (carriles 7 a 12) empleando como sustrato el RNA 

monomérico lineal de polaridad positiva del ELVd (con extremos 5’-OH y 2’,3’>P) abierto en diferentes posiciones (E0 a E5). 

Los controles negativos sin proteína se muestran en los carriles 1 a 6. Las posiciones del RNA monomérico circular (mc) y 

lineal (ml) del ELVd se indican a la izquierda de cada panel. (B) Esquema de la estructura secundaria de mínima energía 

libre del ELVd mostrando las posiciones por las que están abiertos los diferentes sustratos: E0 (A333-G1), E1 (A263-G264), 

E2 (U245-U246), E3 (U176-C177), E4 (A103-A104) y E5 (U89-U90). Las barras indican los nucleótidos conservados que 

intervienen en la formación de las ribozimas de cabeza de martillo en la polaridad positiva (negro) y negativa (blanco). 
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Como se ha comentado anteriormente, la tRNA ligasa emplea una molécula de GTP 

o de ATP para la fosforilación del grupo 5’-OH y otra molécula de ATP para adenilarse y 

transferir posteriormente el grupo AMP al nuevo extremo 5’-P (Abelson et al., 1998). Por lo 

tanto, llevando a cabo la reacción de ligación en presencia de [γ-32P]ATP, es posible 

detectar los sustratos fosforilados de novo por la tRNA ligasa previamente a su ligación. Al 

ensayar en estas condiciones la ligación de los RNAs monoméricos lineales de ambas 

polaridades de los cuatro miembros de la familia Avsunviroidae (ASBVd, PLMVd, CChMVd y 

ELVd), todos ellos abiertos por sitio de autocorte y con extremos 5’-OH y 2’,3’>P, la tRNA 

ligasa de berenjena se mostró capaz de ligar todos ellos muy eficientemente (Fig. 40), lo que 

era de esperar dada la alta conservación de esta enzima entre especies (Fig. 33 y 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En resumen, los resultados obtenidos indican que la tRNA ligasa de berenjena 

circulariza muy eficientemente la forma fisiológicamente relevante del ELVd y de los otros 

viroides cloroplásticos, sugiriendo que ésta es la enzima que cataliza la etapa final del ciclo 

replicativo de los viroides cloroplásticos. 

Figura 40.- Ligación de los cuatro viroides miembros de la familia Avsunviroidae por la tRNA ligasa de berenjena. 

Análisis por autorradiografía de la actividad de ligación de la tRNA ligasa de berenjena empleando como sustrato los RNAs 

monoméricos lineales de polaridad positiva (+) y negativa (-) de los cuatro miembros de la familia Avsunviroidae: ASBVd 

(carriles 1 y 2), PLMVd (carriles 3 y 4), CChMVd (carriles 5 y 6) y ELVd (carriles 7 y 8), todos abiertos por sitio de autocorte 

y con extremos 5’-OH y 2’,3’>P. La banda superior corresponde en cada caso al RNA monomérico circular y la inferior al 

lineal. 
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La replicación de los viroides ocurre a través de un mecanismo de círculo rodante 

(Branch y Robertson, 1984) con intermediarios exclusivamente de RNA (Grill y Semancik, 

1978). Se han propuesto dos variantes alternativas: la asimétrica para los miembros de la 

familia Pospiviroidae (Branch y Robertson, 1984; Ishikawa et al., 1984) y la simétrica para 

los de la Avsunviroidae (Hutchins et al., 1985; Bussière et al., 1999) (Fig. 4). La diferencia 

entre ambas variantes viene determinada por el molde de polaridad (-). En la variante 

asimétrica tan sólo las cadenas oligoméricas de polaridad (+) son cortadas y ligadas, 

mientras que en la simétrica las dos reacciones ocurren en las cadenas de ambas 

polaridades. En cualquier caso, y de forma general, el mecanismo consta de tres etapas: (1) 

transcripción RNA-RNA que origina cadenas viroidales oligoméricas, (2) corte de estos 

oligómeros a monómeros lineales, y (3) circularización de estos últimos. Al carecer de 

capacidad codificante, el RNA viroidal depende de factores del huésped para llevar a cabo 

estas tres etapas del ciclo replicativo (transcripción, corte y ligación). Los datos disponibles 

indican que la transcripción del PSTVd y otros miembros de la familia Pospiviroidae está 

mediada por la RNA polimerasa II nuclear (Mühlbach y Sänger, 1979; Flores y Semancik, 

1982; Schindler y Mühlbach, 1992; Warrilow y Symons, 1999) mientras que en la 

transcripción del ASBVd y otros miembros de la familia Avsunviroidae la enzima implicada 

es la RNA polimerasa cloroplástica de codificación nuclear (nuclear encoded polymerase, 

NEP) (Navarro et al., 2000). La segunda etapa de la replicación, el corte de los oligómeros 

para generar los monómeros lineales, ocurre de forma autocatalítica en la familia 

Avsunviroidae y está mediada por ribozimas de cabeza de martillo (Hutchins et al., 1986; 

Prody et al., 1986; Forster y Symons, 1987; Darós et al., 1994); en la familia Pospiviroidae, 

sin embargo, esta reacción parece estar mediada por una RNasa de la clase III (Gas et al., 

2007; Gas et al., 2008). La última etapa del ciclo replicativo, la ligación de los RNAs 
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monoméricos lineales para dar lugar a las moléculas circulares, es la peor conocida. Aunque 

se ha propuesto que la ligación de los viroides cloroplásticos (familia Avsunviroidae) podría 

ocurrir, al igual que el corte, de forma autocatalítica generando un enlace atípico (Lafontaine 

et al., 1995; Côte y Perreault, 1997; Côte et al., 2001), otros datos apuntan a la implicación 

de una función específica del huésped en esta reacción (Reid y Lazinski, 2000; Delgado et 

al., 2005; Martínez et al., 2009). Por otra parte, estudios recientes in vitro e in vivo (Gas et 

al., 2007; Gas et al., 2008) proponen que la circularización de los viroides nucleares (familia 

Pospiviroidae) está catalizada por una actividad RNA ligasa, no descrita hasta el momento 

en plantas, capaz de ligar los extremos que presentan los intermediarios lineales in vivo [5’-

fosfomonoéster (5’-P) y 3’-hidroxilo (3’-OH)]. En este contexto, el objetivo del presente 

trabajo ha sido identificar los factores del huésped implicados en esta última etapa de la 

replicación de los viroides de ambas familias. 
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1. Circularización de los viroides nucleares (familia 

Pospiviroidae) 

Durante bastante tiempo se ha asumido que la enzima implicada en la circularización 

de los monómeros lineales (+) de los viroides nucleares es la tRNA ligasa o una enzima 

similar, teniendo en cuenta datos mostrando la capacidad de la tRNA ligasa de germen de 

trigo de circularizar in vitro el RNA monomérico lineal del PSTVd (Branch et al., 1982; 

Kikuchi et al., 1982). Sin embargo, el descubrimiento de que los monómeros lineales de un 

miembro representativo de la familia Pospiviroidae presenta extremos 5’-P y 3’-OH (Gas et 

al., 2008) sugiere la existencia en plantas de una nueva actividad RNA ligasa específica de 

este tipo de extremos, que mediaría el paso de circularización de estos viroides en el núcleo. 

El ensayo de la ligación in vitro del RNA monomérico lineal (+) del PSTVd, abierto 

por el sitio de procesamiento fisiológico G95-G96 (Gas et al., 2007) y con extremos 5’-P y 3’-

OH, en presencia de una preparación de proteínas de tomate, huésped experimental de este 

viroide, ha permitido detectar una actividad enzimática capaz de circularizar eficientemente 

el RNA viroidal. Dicha preparación de proteína se obtuvo mediante homogenización del 

tejido, clarificación, y fraccionamiento por cromatografía en columna de heparina, un 

polianión empleado para el fraccionar proteínas de unión a ácidos nucleicos. Se constató 

además que la actividad detectada reside en una proteína diferente de la tRNA ligasa, la 

única de esta clase conocida en plantas, ya que no liga los extremos 5’-OH y 2’,3’>P 

característicos de los sustratos de esta última (Konarska et al., 1982). Por otro lado, el 

enlace generado por la nueva actividad RNA ligasa de tomate parece ser un enlace típico 3’-

5’ fosfodiéster, que es el que presentan los viroides nucleares y que generan la mayoría de 

las RNA ligasas descritas. La nueva actividad, que utiliza ATP y Mg2+ como cofactores, 
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mostró además alta especificidad respecto a los grupos terminales, así como a la posición 

por la que se encuentra linearizado el RNA sustrato, ligando exclusivamente el PSTVd lineal 

abierto en el sitio de procesamiento fisiológico. La T4 RNA ligasa 1 también mostró una 

preferencia diferencial en la ligación de los RNAs monoméricos viroidales abiertos en 

diferentes posiciones, si bien no tan acusada como la actividad de tomate. Este resultado 

sugiere que existen requerimientos de estructura o secuencia más estrictos en la reacción 

catalizada por esta última: bien el plegamiento de la molécula de RNA a ligar, bien los 

nucleótidos terminales o el contexto nucleotídico en torno al sitio de ligación desempeñan un 

papel fundamental en dicha reacción. Las estructuras cristalográficas de diferentes ligasas 

de DNA y RNA unidas a sus sustratos han mostrado que el correcto alineamiento de los 

extremos polinucleotídicos a ligar es importante en la reacción (Pascal, 2008), por lo que en 

estos casos parece ser la estructura de los sustratos lo que restringe la ligación. 

La reacción catalizada por las ligasas de RNA y DNA ocurre típicamente en tres 

pasos (Shuman y Lima, 2004; Pascal, 2008). En primer lugar, la enzima se adenila 

uniéndose covalentemente al AMP y liberándose PPi del ATP (o del NAD+, según el caso). 

Posteriormente la enzima transfiere el AMP al extremo 5’-P del ácido nucleico sustrato, que 

finalmente sufre un ataque nucleofílico del extremo 3’-OH dando lugar al nuevo enlace. En 

este contexto, la identificación de los dos intermediarios, enzima adenilada y sustrato 

adenilado, sugiere que efectivamente la nueva actividad RNA ligasa de tomate actúa a 

través del mecanismo de reacción típico de las nucleotidiltransferasas covalentes. 

El análisis de la actividad de adenilación de las diferentes fracciones cromatográficas 

en presencia de αATP (marcado con 32P) en relación a la actividad de ligación de dichas 

fracciones permitió además asignar un tamaño específico a la proteína presumiblemente 

responsable de la reacción de ligación. El tamaño del intermediario proteico adenilado (90 

kDa) resultó significativamente menor al de la tRNA ligasa [130 kDa, incluyendo el péptido 

de tránsito al cloroplasto (Englert et al., 2007)] y mayor al de la T4 RNA ligasa 1 [43 kDa 

(Snopek et al., 1976)] o al de la T4 RNA ligasa 2 [38 kDa (Ho y Shuman, 2002)]. 

Las proteínas contenidas en la fracción más activa con una masa molecular de entre 

72 y 95 kDa se analizaron por espectrometría de masas, sugiriendo los resultados que la 

actividad RNA ligasa residía en la DNA ligasa 1, pues presenta características muy similares 

a las observadas para la actividad RNA ligasa de tomate: masa molecular de 90 kDa, 

actividad polinucleótido ligasa específica de extremos 5’-P y 3’-OH, y requerimiento de ATP 

y Mg2+ como cofactores (Taylor et al., 1998). Además, en el contexto fisiológico de la 

replicación de los viroides nucleares, la proteína implicada en su circularización debe tener 
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localización nuclear, como ocurre con la DNA ligasa 1. Y puesto que  los viroides son 

capaces de redirigir la especificidad de molde de las RNA polimerasas que los transcriben 

(que son dependientes de DNA) (Mühlbach y Sänger, 1979; Flores y Semancik, 1982; 

Warrilow y Symons, 1999; Navarro et al., 2000), parece plausible que puedan hacer algo 

similar con las ligasas que los circularizan. 

Tras clonar y expresar en E. coli la DNA ligasa 1 de tomate, los ensayos in vitro con 

la proteína recombinante confirmaron para la misma un perfil de adenilación consistente con 

el observado para la actividad RNA ligasa de tomate, y capacidad de circularizar in vitro el 

PSTVd lineal abierto por el sitio de procesamiento fisiológico generando una molécula 

viroidal circular infecciosa. Sin embargo, no presentó actividad de ligación al emplear como 

sustrato el monómero lineal del PSTVd abierto en posiciones diferentes a la fisiológica, a 

pesar de contener extremos 5’-P y 3’-OH. 

En estudios previos se ha observado que la DNA ligasa bacteriana LIG1 y la del virus 

de Chlorella unen sustratos en los que la cadena situada en el extremo 3’ de la muesca es 

RNA (Sriskanda y Shuman, 2001; Pascal et al., 2004). Incluso se ha observado que algunas 

DNA ligasas bacterianas dependientes de ATP requieren un ribonucleótido en el extremo 3’-

OH reactivo para una actividad óptima (Zhu y Shuman, 2008). Sin embargo, no existen 

datos acerca de DNA ligasas capaces de unir dos sustratos de RNA, lo que resalta la 

novedad de los resultados aquí presentados. En un contexto evolutivo, se considera que las 

ligasas actuales evolucionaron a partir de un dominio nucleotidiltransferasa (NTasa) 

ancestral que operaba sobre sustratos de RNA (Nandakumar y Shuman, 2004; Shuman y 

Lima, 2004). Esta hipótesis viene sustentada por el estudio de las estructuras 

cristalográficas de ciertas ligasas de DNA y RNA unidas a sus ácidos nucleicos sustrato, 

habiéndose identificado que el correcto alineamiento de los extremos polinucleotídicos 

requiere una conformación del sustrato de tipo RNA en el entorno de la muesca (Pascal, 

2008). Aparentemente, para poder unir sustratos de DNA, las DNA ligasas han modificado 

sus dominios NTasa y han incorporado un dominio OB para alterar las dimensiones del 

surco menor y facilitar localmente una forma de tipo RNA en un sustrato de DNA. Es en el 

extremo 5’ en el que parece residir la especificidad de sustrato de las ligasas de DNA. 

Parece ser que la interacción del dominio OB con el dúplex de DNA en la parte 5’ de la 

muesca requiere una conformación de tipo B del sustrato (presente en el DNA), que permite 

a las DNA ligasas seleccionar estos sustratos frente a otros con una forma A (de RNA) en la 

región 5’ de la muesca (Sriskanda y Shuman, 1998; Pascal et al., 2004). Por su parte, el 

dominio NTasa de la T4Rnl2 media interacciones con el surco menor del sustrato que 

parecen seleccionar a sustratos de RNA frente a DNA en la parte 3’ de la muesca 
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(Nandakumar et al., 2006). Estos resultados resaltan que la estructura del sustrato 

polinucleotídico desempeña un importante papel en la determinación de la especificidad de 

las polinucleótido ligasas y, por lo tanto, en su actividad. 

En el modelo propuesto recientemente para el procesamiento de los viroides 

nucleares (Gas et al., 2007; Gas et al., 2008), se sugiere que el motivo de RNA que dirige el 

corte es una estructura HPI/doble cadena (HPI/dsRNA) (Fig. 5). Durante la elongación de los 

transcritos oligoméricos (+), aparentemente ocurre una interacción del tipo kissing loop entre 

los bucles apicales de dos horquillas HPI contiguas que conduce a la formación de una 

estructura transitoria de doble cadena. Esta estructura bicatenaria de RNA es el sustrato del 

corte de una RNasa de la clase III, que deja extremos 5’-P y 3’-OH. La ligación, sin 

embargo, parece ocurrir en un RNA reestructurado y estabilizado por la adopción de un 

bucle E a través de un cambio conformacional, posiblemente facilitado por RNA helicasas. 

Esta conformación, con el RNA viroidal plegado en forma de varilla o cuasi-varilla a causa 

de la alta autocomplementariedad de bases, y con los extremos del RNA físicamente 

próximos, se comportaría como un RNA bicatenario con una muesca, que sería la estructura 

reconocida por la DNA ligasa 1. En los trabajos mencionados anteriormente se observó 

también que los requerimientos estructurales para la reacción de ligación exceden a los de 

la reacción de corte (Gas et al., 2007). Estas observaciones pueden estar relacionadas con 

los estrictos requerimientos estructurales que muestra la DNA ligasa 1 para circularizar un 

sustrato de RNA: los sustratos no fisiológicos en los que la molécula viroidal está abierta por 

diferentes posiciones, al plegarse de forma diferente a como lo hace el fisiológicamente 

relevante, no serían reconocidos por la DNA ligasa 1. Parece existir por tanto una estricta 

adaptación del RNA viroidal a su huésped en lo relativo al reconocimiento de su estructura 

para la ligación, ya que es el único de los sustratos ensayados capaz de adoptar la 

estructura reconocida por la DNA ligasa 1. 

Como se ha comentado anteriormente, se ha propuesto que las 

nucleotidiltransferasas covalentes evolucionaron de un ancestro común que posiblemente 

estuviera implicado en procesos de reparación o recombinación del RNA (Shuman y Lima, 

2004). La enzima ancestral probablemente fuera una nucleotidiltransferasa del tipo T4Rnl2 

(Ho et al., 2004), de la que provendría el resto por fusión de diversos dominios de 

especificidad en la región C-terminal. La T4Rnl2 y las RELs (ambas pertenecientes a la 

familia de RNA ligasas Rnl2) son muy eficientes en la reparación de muescas en RNAs de 

doble cadena (Blanc et al., 1999; Palazzo et al., 2003; Nandakumar et al., 2004). El papel de 

las RELs en la ruta de reparación de RNA bicatenario puede además considerase análogo 

al de las DNA ligasas en la reparación de escisiones o en la unión de los fragmentos de 
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Okazaki en la hebra retrasada durante la replicación, ya que ambos tipos de ligasas reparan 

muescas en un ácido nucleico bicatenario. Tomando esto en consideración, cabe la 

posibilidad de que la DNA ligasa 1 sea capaz de “recordar” su actividad ancestral de ligación 

de RNA en determinadas circunstancias o frente a un determinado plegamiento del RNA. 

Por otra parte, el hecho de que la DNA ligasa 1 de tomate circularice con diferente eficiencia 

los cinco miembros representativos de los cinco géneros de la familia Pospiviroidae podría 

indicar la existencia de cierta especificidad de huésped. Cada viroide se habría adaptado por 

lo tanto a los requerimientos específicos de la DNA ligasa 1 de las especies vegetales que 

infecta. 

A la vista de los resultados aquí mostrados cabe concluir que la DNA ligasa 1 es 

presumiblemente el factor del huésped implicado en la circularización de los viroides 

nucleares durante su replicación. Sin embargo, son necesarios estudios in vivo para 

confirmar esta idea. 

 La DNA ligasa 1 es una enzima esencial para la replicación, recombinación y 

reparación del DNA en todos los organismos, y en la mayoría de ellos existen múltiples 

ligasas que funcionan en diferentes procesos (Tomkinson et al., 2006; Shuman y Glickman, 

2007; Ellenberger y Tomkinson, 2008). En A. thaliana, la DNA ligasa 1 es la más importante 

y desempeña un papel clave en la replicación del DNA y en las rutas de reparación de 

escisiones del DNA y recombinación del DNA (Taylor et al., 1998). No puede descartarse 

que la interacción directa de los viroides nucleares con la DNA ligasa 1, derivándola de sus 

funciones esenciales, pudiera tener un papel en la patogénesis, apuntando al RNA viroidal 

como el efector primario de este proceso (Diener, 1999; Flores et al., 2005a). 
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2. Circularización de los viroides cloroplásticos (familia 

Avsunviroidae) 

Los oligómeros de los miembros de la familia Avsunviroidae se autocortan mediante 

sus ribozimas de cabeza de martillo produciendo extremos 5’-hidroxilo y 2’,3’-fosfodiéster 

cíclico (Hutchins et al., 1986; Prody et al., 1986; Hernández y Flores, 1992; Darós et al., 

1994; Navarro y Flores, 1997). Esta reacción de autocorte parece estar regulada a través de 

un cambio conformacional entre la ribozima activa, que se forma transitoriamente de manera 

cotranscripcional, y un plegamiento alternativo distinto al catalíticamente activo que 

promovería la ligación (Flores et al., 2004) y podría estar facilitado por chaperonas de RNA. 

Se ha propuesto que esta ligación podría a su vez ocurrir de forma autocatalítica en los 

viroides cloroplásticos (Lafontaine et al., 1995; Côte y Perreault, 1997; Côte et al., 2001). Sin 

embargo, el bajo rendimiento de esta reacción observado in vitro y el enlace que genera (2’-

5’ fosfodiéster), así como los datos obtenidos de estudios mutacionales in vivo empleando el 

ELVd, apuntan a la implicación de una enzima del huésped en la circularización de los RNAs 

de la familia Avsunviroidae (Martínez et al., 2009), al igual que ocurre en la familia 

Pospiviroidae. 

La única RNA ligasa identificada en plantas es la tRNA ligasa (Pick et al., 1986; Pick 

y Hurwitz, 1986; Englert y Beier, 2005; Makino et al., 2010), una enzima multifuncional con 

tres actividades enzimáticas localizadas en diferentes regiones de la proteína: un dominio 

adeniltransferasa en la N-terminal, un módulo central con actividad polinucleótido quinasa y 

un dominio ciclofosfodiesterasa en la región C-terminal (Phizicky et al., 1986; Apostol et al., 

1991; Sawaya et al., 2003). La enzima reconoce extremos 5’-OH y 2’,3’>P en el RNA y 
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cataliza la formación de un enlace 2’-fosfomonoéster, 3’,5’-fosfodiéster por la acción 

concertada de estas tres actividades. Es una proteína conservada en todos los organismos 

eucariotas y está implicada en el procesamiento (splicing) de los tRNAs nucleares (Abelson 

et al., 1998), en el procesamiento de determinados mRNAs reguladores de la respuesta a 

proteínas no plegadas (Mori et al., 2010) y posiblemente en la reparación de tRNAs 

fragmentados (Kaufmann, 2000). Además, las tRNA ligasas de germen de trigo y A. thaliana 

catalizan, aparte de la unión de las mitades de los tRNAs, la circularización de los intrones 

lineales que se escinden durante el procesamiento de los primeros, así como la 

circularización de diferentes oligo- y polirribonucleótidos naturales y sintéticos, con el único 

requisito de que éstos presenten extremos 5’-OH y 2’,3’>P (Konarska et al., 1981; Schwartz 

et al., 1983). La laxitud de los requerimientos de las tRNA ligasas de plantas respecto a sus 

sustratos sugiere que podrían estar implicadas en otras funciones por ahora desconocidas. 

En este contexto, se ha demostrado que las tRNA ligasas de plantas pueden contener, por 

traducción alternativa, un péptido de tránsito al cloroplasto en su extremo N-terminal (Englert 

et al., 2007). Así, además de localizarse en el núcleo, también lo hacen en el cloroplasto, lo 

que sugiere su implicación en nuevas funciones en este orgánulo. 

En conjunto, estos datos (los extremos del RNA requeridos por la tRNA ligasa, su 

capacidad de unir eficientemente sustratos distintos de las mitades de los tRNAs y su 

localización cloroplástica) convierten a esta enzima en una firme candidata a catalizar la 

circularización de los monómeros lineales de los miembros de la familia Avsunviroidae, 

puesto que se replican en el cloroplasto, se autocortan generando extremos 5’-OH y 2’,3’>P, 

y el enlace que presentan las formas circulares maduras es 3’,5’-fosfodiéster (Marcos y 

Flores, 1993; Delgado et al., 2005; Molina-Serrano, Flores y Darós, datos no publicados). 

Por lo tanto, se procedió a la clonación del cDNA correspondiente a la isoforma 

cloroplástica de la tRNA ligasa de berenjena, el huésped natural del ELVd. Los datos 

existentes indicaban que secuencias de las  tRNA ligasas de A. thaliana y O. sativa 

presentan una alta similitud aminoacídica entre sí, a diferencia de lo que ocurre con la 

enzima homóloga de levadura (Englert y Beier, 2005). Esta similitud se comprobó al 

alinearlas con las secuencias de las enzimas de otras especies de dicotiledóneas y 

monocotiledóneas como vid o trigo, identificándose en todas los motivos característicos de 

las tRNA ligasas [Lig, I, IIIa, IV, polinucleótido quinasa (PNK) y ciclofosfodiesterasa (CPD)]. 

En el laboratorio se disponía además de la secuencia de la tRNA ligasa de tomate (Molina-

Serrano, Flores y Darós, datos no publicados) (aunque incompleta, sin la secuencia del 

péptido de tránsito al cloroplasto), con lo que, al ser tomate y berenjena especies del mismo 

género, se partió de la secuencia de tomate para diseñar cebadores con los que amplificar 



Discusión 

144 

 

un primer fragmento específico del cDNA correspondiente a la tRNA ligasa de berenjena. 

Conocida esta primera secuencia, fue posible amplificar los extremos 3’ y 5’ del mRNA 

mediante técnicas de 3’ RACE y 5’ RACE y obtener de esta manera la secuencia completa 

de la enzima. 

Puesto que en el laboratorio se disponía de una construcción de la tRNA ligasa de A. 

thaliana pero sin la secuencia del péptido de tránsito, se decidió completarla clonando esta 

última. Aunque dicha secuencia se conocía (Englert et al., 2007), se empleó para su 

clonación la misma metodología de 5’ RACE circular utilizada para la tRNA ligasa de 

berenjena, sirviendo así para comprobar dicha técnica. 

La secuencia nucleotídica de la tRNA ligasa de berenjena se tradujo in silico y se 

alineó con las secuencias aminoacídicas de las tRNA ligasas de A. thaliana y tomate 

mediante el programa ClustalW, mostrando una alta identidad de secuencia con ambas. Las 

diferencias más destacables se identificaron en los extremos N- y C-terminales. La 

secuencia del péptido de tránsito al cloroplasto en el primero de ellos es en la que más 

difieren las proteínas de A. thaliana y berenjena, no disponiéndose de la de tomate. Esta 

secuencia tampoco está conservada entre otras especies como trigo, arroz o vid. Por otra 

parte, tomate y berenjena presentan una serie de aminoácidos extra en el extremo C-

terminal con un motivo ciclofosfodiesterasa adicional, presente también en las proteínas 

homólogas de trigo, arroz y vid, pero curiosamente no en la de A. thaliana. 

La expresión de las tRNA ligasas de berenjena y A. thaliana en E. coli resultó ser 

mucho más eficiente en el caso de la primera, detectable por su actividad y por análisis 

Western, mientras que la segunda sólo se pudo detectar por su actividad ligasa. Al tratarse 

de proteínas muy semejantes es difícil encontrar una explicación a este menor rendimiento, 

aunque ya se había constatado antes la imposibilidad de expresar eficientemente la tRNA 

ligasa de A. thaliana en E. coli, siendo necesario para este fin el empleo de un sistema in 

vitro derivado de germen de trigo para su expresión (Englert y Beier, 2005). En cualquier 

caso, al ensayar la actividad de ligación de ambas enzimas empleando como sustrato el 

monómero lineal (+) del ELVd abierto por el sitio de autocorte y con extremos 5’-OH y 

2’,3’>P, se comprobó la capacidad de ambas para catalizar dicha reacción, lo que no es 

sorprendente, ya que son dos proteínas muy similares. Se procedió a caracterizar tan sólo la 

enzima de berenjena, ya que la de A. thaliana se purificó en muy baja cantidad y resultó 

además ser más inestable. Por otra parte, la tRNA ligasa de berenjena constituía el objeto 

principal de nuestro interés, por ser esta planta el huésped natural de uno de los viroides 

cloroplásticos (ELVd). 
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Los ensayos in vitro realizados con la tRNA ligasa de berenjena purificada mostraron 

que la reacción de ligación ocurre a pH fisiológico y que es dependiente de ATP y MgCl2. 

Este resultado es consistente con datos previos acerca de los requerimientos de nucleósido 

trifosfato de la tRNA ligasa de germen de trigo (Pick et al., 1986; Pick y Hurwitz, 1986) y con 

otros de las tRNA ligasas de A. thaliana y tomate (Molina-Serrano, Flores y Darós, datos no 

publicados). La tRNA ligasa de levadura también presenta esta preferencia por el ATP 

(Belford et al., 1993; Westaway et al., 1993). Las tRNA ligasas emplean dos moléculas de 

NTP: una de GTP o ATP para la fosforilación del grupo 5’-OH (actividad catalizada por el 

dominio polinucleótido quinasa) y otra de ATP para adenilarse (en el dominio RNA ligasa), 

siendo posteriormente transferido el grupo AMP al nuevo extremo 5’-P (Abelson et al., 

1998). En la tRNA ligasa de levadura el ATP es imprescindible para la adenilación y, aunque 

la fosforilación también puede ocurrir con ATP, es más eficiente con cualquiera de los otros 

NTPs, fundamentalmente GTP (Belford et al., 1993; Westaway et al., 1993). Por esta razón, 

dicha enzima cataliza más eficientemente la ligación del sustrato si además de ATP está 

presente en la reacción cualquiera de los otros tres NTPs y especialmente GTP (Belford et 

al., 1993). Estudios mutacionales han confirmado que la tRNA ligasa de levadura posee dos 

sitios de unión diferentes para NTPs, uno para ATP y otro para GTP (Sawaya et al., 2003). 

Sin embargo, estudios similares de mutación puntual realizados con la tRNA ligasa de A. 

thaliana no han permitido caracterizar su sitio de unión al GTP (Wang et al., 2006a). Los 

resultados obtenidos en el presente trabajo con la tRNA ligasa de berenjena, así como los 

obtenidos previamente con las de germen de trigo (Pick et al., 1986; Pick y Hurwitz, 1986) y 

de A. thaliana y tomate (Molina-Serrano, Flores y Darós, datos no publicados), muestran que 

estas enzimas sólo requieren ATP para la ligación, siendo la eficiencia similar cuando éste 

se halla en combinación con otro NTP. Estos resultados sugieren que las tRNA ligasas de 

plantas contienen un sitio único de unión para NTPs. 

Al analizar la especificidad de sustrato de la tRNA ligasa de berenjena respecto a la 

posición por la que se abre el RNA monomérico lineal del ELVd, se observó que la enzima 

únicamente circulariza el sustrato abierto por el sitio de procesamiento fisiológico, a pesar de 

tener todos los sustratos ensayados extremos 5’-OH y 2’,3’>P. La integridad de los extremos 

se constató al observar en todos los casos el fenómeno de autoligación, típico de sustratos 

de RNA con extremos 5’-OH y 2’,3’>P en presencia de Mg2+ (Côte y Perreault, 1997). 

Aunque las tRNA ligasas de plantas tengan requerimientos de sustrato menores que la 

enzima de levadura, que muestra una alta especificidad por las mitades de tRNA (Phizicky 

et al., 1986; Greer et al., 1987), este resultado sugiere que no son capaces de actuar sobre 

cualquier sustrato. Como ya se ha comentado, las polinucleótido ligasas en general no son 
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especialmente restrictivas respecto a sus sustratos, siendo muchas de ellas activas sobre 

RNA y DNA. Sin embargo, la estructura parece determinar de forma más específica la 

susceptibilidad de un sustrato para ser ligado. De hecho se ha comprobado que la T4Rnl1, 

que se ha empleado para la ligación de RNAs de simple cadena de cualquier índole, 

presenta una especificidad intrínseca por la estructura terciaria del tRNA (Wang et al., 

2007a). Volviendo a los viroides, éstos son RNAs altamente estructurados cuyo plegamiento 

desempeña un papel fundamental en diversos aspectos de su biología. Al igual que ocurre 

con los miembros de la familia Pospiviroidae, el sustrato abierto por el sitio de 

procesamiento fisiológico es probablemente el único que presenta un plegamiento adecuado 

para su circularización por la tRNA ligasa. Los RNAs multiméricos generados durante la 

replicación de los viroides cloroplásticos adoptan cotranscripcionalmente una conformación 

catalíticamente activa que conduce a su autocorte. Los RNAs monoméricos resultantes 

adoptan subsiguientemente una conformación alternativa específica que es la que promueve 

la ligación. Esta conformación de ligación se da, no sólo en el ELVd, sino también en los 

otros tres miembros que integran la familia Avsunviroidae, pues la tRNA ligasa de berenjena 

fue capaz de ligar los RNAs monoméricos lineales de ambas polaridades del ASBVd, 

PLMVd y CChMVd abiertos por el sitio de autocorte y con extremos 5’-OH y 2’,3’>P. De 

estos resultados se infiere la existencia de condicionantes estructurales que afectan a la 

ligación de los viroides, condicionantes que cumplen las formas fisiológicamente relevantes 

de los viroides, pero no otros RNAs como el del ELVd abierto en posiciones distintas a la 

natural. Por lo tanto parece existir una adaptación de los viroides a sus huéspedes para 

poder usurpar las enzimas que catalizan su circularización. Dada la alta conservación de la 

tRNA ligasa en plantas, cabe esperar que el ELVd también sea circularizado por la tRNA 

ligasa de otras especies vegetales. 

Del conjunto de estos resultados cabe inferir que la tRNA ligasa es muy 

probablemente el factor del huésped implicado en la circularización de los viroides 

cloroplásticos durante su replicación, aunque esta idea requiere ser confirmada con otros 

estudios in vivo. 
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1.- Se ha identificado una nueva actividad RNA ligasa de tomate capaz de ligar 

RNAs viroidales con extremos 5’-P y 3’-OH, que es diferente de la única RNA ligasa descrita 

hasta el momento en plantas, la tRNA ligasa. 

2.- Esta actividad produce un enlace 3’-5’ y genera moléculas circulares de RNA 

viroidal infecciosas. 

3.- La reacción de ligación catalizada por la nueva actividad RNA ligasa, que sigue 

una cinética típicamente enzimática, ocurre a pH fisiológico y es dependiente de ATP y 

MgCl2. 

4.- Dicha reacción es altamente específica respecto a los grupos terminales, así 

como a la posición por la que se encuentra linearizado el RNA sustrato. La nueva actividad 

RNA ligasa únicamente cataliza la circularización de RNAs del PSTVd abiertos por el sitio de 

procesamiento fisiológicamente relevante, mediando también la circularización de los RNAs 

de otros miembros representativos de la familia Pospiviroidae abiertos por dicha posición. 

5.- La nueva actividad RNA ligasa de tomate actúa a través del mecanismo de 

reacción típico de las nucleotidiltransferasas covalentes, habiéndose detectado los dos 

intermediarios: enzima adenilada y sustrato adenilado. 

6.- El análisis por espectrometría de masas ha permitido identificar a la DNA ligasa 1 

como la proteína en la que reside la nueva actividad RNA ligasa. 

7.- La clonación y expresión heteróloga de la DNA ligasa 1 de  tomate ha permitido 

efectuar ensayos in vitro que demuestran que dicha proteína es efectivamente capaz de 
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circularizar el monómero lineal (+) del PSTVd abierto por el sitio de procesamiento fisiológico 

y con extremos 5’-P y 3’-OH, siendo además muy específica respecto al sitio por el que está 

abierta la molécula de RNA. 

8.- El conjunto de estos resultados es un firme indicio de que la DNA ligasa 1 es el 

factor del huésped implicado en la circularización de los viroides nucleares durante su 

replicación. 

9.- Se ha clonado el cDNA de la tRNA ligasa de berenjena, el huésped natural del 

ELVd, con su correspondiente péptido de tránsito al cloroplasto, y se ha expresado la 

proteína en E. coli. 

10.- Los ensayos in vitro realizados con la tRNA ligasa de berenjena purificada han 

mostrado que la reacción de ligación ocurre a pH fisiológico y es dependiente de ATP y 

MgCl2. 

11.- El ensayo de su actividad de ligación empleando como sustrato el monómero 

lineal (+) del ELVd abierto por el sitio de autocorte y con extremos 5’-OH y 2’,3’>P, ha 

puesto de manifiesto que la enzima es capaz de llevar a cabo dicha reacción. 

12.- Esta reacción parece ser, sin embargo, muy específica del sitio por el que está 

abierto el monómero lineal del ELVd (pues sólo circulariza el sustrato fisiológicamente 

relevante abierto por el sitio de autocorte), aunque también cataliza la circularización de los 

otros miembros de la familia Avsunviroidae, en su polaridad positiva y negativa, abiertos por 

dicho sitio. 

13.- En conjunto, estos resultados in vitro indican que la tRNA ligasa es muy 

probablemente el factor del huésped implicado en la circularización de los viroides 

cloroplásticos durante su replicación. 
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