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RESUMEN

El mecanismo natural de defensa de las plantas conocido como silenciamiento génico postranscripcional
(PTGS),  es mediado por pequeñas moléculas de ARN que participan en una  interacción de manera
específica de secuencia para inhibir la expresión génica por medio del silenciamiento del ARN. El principio
de este mecanismo ha mostrado ser una excelente estrategia en el  control de enfermedades de plantas
causadas por virus y su importancia radica en que en la actualidad no existen métodos efectivos y
amigables al ambiente para controlar muchos de los virus de plantas. La naturaleza misma del PTGS
permite además conocer la función de genes a través de la genética reversa mediante el empleo del
silenciamiento  inducido por virus (VIGS, por sus siglas en inglés) o por ARN de interferencia (ARNi).
VIGS es especialmente útil para el estudio de genes en especies de cultivo. En este escrito se presenta
brevemente la manera cómo actúa el sistema  de silenciamiento genético mediado por ARN y las posibles
aplicaciones que puede tener en el diseño de estrategias de control viral.
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ABSTRACT

Plants’ natural defence mechanism, known as post-transcriptional gene silencing (PTGS), is mediated by
small RNA molecules involved in a sequence-specific interaction to inhibit gene expression through RNA
silencing. The principle of this mechanism has proven to be an excellent strategy for controlling plant
diseases caused by viruses, its importance lying in the fact that currently there are no effective and
environmentally-friendly methods for controlling many plant viruses. The nature of PTGS allows ascertaining
gene function through reverse genetics by using virus-induced gene silencing (VIGS,) or by RNA interference
(iRNA). VIGS is particularly useful for studying genes in crop species. This paper briefly presents how
RNA-mediated gene silencing works and its possible applications in designing viral control strategies.
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INTRODUCCIÓN

Teniendo en cuenta el principio del silenciamiento
de genes inducido por ácido ribonucleico   (ARN)
y su aplicación a la biotecnología de plantas a
través de la ingeniería y la transformación genética,
tenemos que reconocer que los resultados
obtenidos con el silenciamiento de genes por ARN,
manifestados entre otros como una variación e n
fenotipos visibles, han contribuido de manera
significativa en el entendimiento de este fenómeno
biológico. Con los diferentes eventos de
silenciamiento logrados por los varios métodos
existentes y establecidos en varias especies, en
el presente y hacia el futro seria posible inducir
silenciamiento  de genes de manera rutinaria. Sin
embargo, aún faltan muchos estudios que
permitan establecer  una metodología confiable
para la biotecnología de plantas (Small, 2007).
Entonces la pregunta sería, qué se  requiere
abordar en el proceso de investigación que nos
lleve a implementar una tecnología de
silenciamiento de genes en plantas que permita
asociarla a productos biotecnológicos?. Un
aspecto a considerar es evitar el silenciamiento
de aquellos genes que no son el objetivo del
silenciamiento mismo, como se ha reportado en
diferentes estudios tanto en animales como en
plantas (Echeverri et al., 2006; Kulkarni et al.,
2006). La principal dificultad en este sentido es la
especificidad de los pequeños ARN interferentes
(siRNA), ya que tan solo una complementariedad
de siete nucleótidos entre los siARNs y el ARN
mensajero (mARN) puede desencadenar la
inhibición de la expresión  (Small, 2007).
Aspectos similares pueden ocurrir por la vía del
silenciamiento transitivo de genes en el que un
ARN interferente (iARN) dirigido contra una
secuencia génica especifica se propaga a regiones
génicas vecinas de ARN mensajeros (mARNs)
relacionados, los cuales también pueden ser
silenciados de manera indirecta (Bleys et al.,
2006a; Bleys et al., 2006b).

Suponiendo que la tecnología se logre aplicar con
herramientas de silenciamiento estables y usar  de
manera repetible y rutinaria en biotecnología de
plantas, una aplicación importante  directa y de
gran beneficio, es la eliminación de características

de susceptibilidad a un gran rango de  virus de
importancia económica. Por ejemplo, el
silenciamiento de genes en la planta cuyo producto
proteico las hacen  compatibles con los virus que
las infectan originándose la enfermedad, o el
silenciamiento mismo de genes virales que
codifican proteínas de importancia para el virus
cuyo silenciamiento  evitaría la replicación e
infección viral.  Con los grandes avances en la
identificación de perfiles de expresión de muchos
genes en uno o  pocos experimentos, no será una
sorpresa que en muy poco tiempo se descubran
las respuestas  pertinentes para mejorar la
eficiencia de la metodología del silenciamiento de
genes por ARN  para la aplicación en la
biotecnología mediante la obtención de fenotipos
visibles y estables de  interés comercial. El
concepto de obtener resistencia a los virus por
transformación con genes derivados del genoma
del patógeno vegetal es un proceso altamente
efectivo para combatir los virus como agentes
causales de enfermedades en plantas. Uno de los
objetivos importantes de la investigación actual es
desarrollar nuevos métodos biotecnológicos para
la protección de plantas contra las enfermedades
de virus basados en el silenciamiento génico
postranscripcional (PTGS, por sus siglas en inglés).
El PTGS involucra la degradación de ARN
específico de secuencia en el citoplasma y es
mediado por siARNs. El primer ejemplo reportado
en la literatura acerca del PTGS, se remonta a
experimentos realizados con  petunia (Petunia
hybrida) (Napoli et al., 1990) en el que la sobre
expresión del gen chalcone syhthase-A (CHS-A)
originó la producción de  flores blancas o con
sectores blancos en petunias transformadas,
debido a que la producción del pigmento se había
inhibido porque la CHS realiza un paso esencial
en la biosíntesis de antocianinas responsables de
la coloración.

La intención de este escrito es presentar
brevemente la manera como actúa el sistema  de
silenciamiento genético mediado por ARN en plantas
y las posibles aplicaciones que puede tener en el
diseño de estrategias de control viral en sistemas
vegetales.

Giovanni - Ingeniería genética vegetal
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Ingeniería genética como estrategia para
generar resistencia a virus en plantas

Los virus están entre los grupos de patógenos
vegetales más importantes y biológicamente
intrigantes. Las enfermedades vegetales originadas
por virus causan pérdidas económicas serias en
muchos cultivos importantes, reduciendo la
producción y calidad de los mismos. A pesar de
que los virus son entidades genéticas relativamente
simples, se desconoce acerca de los mecanismos
por los cuales muchos síntomas de la enfermedad
son generados (Kang et al., 2005). Los virus pueden
infectar organismos que van desde bacterias hasta
animales y plantas superiores. Las bacterias
contrarrestan la infección con endonucleasas que
cortan al ADN viral, los mamíferos contrarrestan la
infección mediante anticuerpos y linfocitos que
están adaptados a ciertos antígenos virales, pero
ninguno de estos mecanismos de defensa existe
en plantas (Waterhouse and Fusaro, 2006). En
términos generales, es menos conocido que las
plantas también pueden protegerse de ataques
virales por medio de la denominada protección
cruzada, reportada por primera vez a comienzos
de  los años veinte. En este mecanismo, la planta
que ha sido inoculada con una cepa viral no tan
severa puede protegerse posteriormente de una
cepa viral mas agresiva. Esta fue probablemente
la primera observación del mecanismo intrínseco
de defensa de la planta contra los virus, la cual, 75
años después apenas comenzó a ser elucidada
desde un punto de vista molecular (Waterhouse et
al., 2001).

El conocimiento de los mecanismos moleculares
de la protección cruzada, junto a la primera
indicación de que las plantas podían ser
transformadas con construcciones génicas (un
transgen), trajo consigo la promesa de una nueva
era de protección vegetal. El descubrimiento que
un transgen puede también  afectar la infección de
virus de ARN si el transgen y el virus comparten
homología significativa de secuencia conllevó a un
modelo de degradación del ARN mediado por la
planta como mecanismo de defensa (Dougherty et
al., 1994).  Sin embargo, a nivel molecular el
transgen no es requerido para desencadenar un

ruta de defensa de la planta   ya que  plantas no
transgénicas se recuperan luego de infecciones
virales de manera  similar a lo observado en el
silenciamiento de ARN en plantas transgénicas (Al-
Kaff et al., 1998). La naturaleza de la recuperación
se entendió una vez que la respuesta se asoció
con una señal de silenciamiento que se podía
difundir  en la planta, es decir, que la señal podía
moverse de manera sistémica en la planta, ir desde
un punto de origen de la señal y “moverse” a toda
la planta, a lo que se le denomino silenciamiento
génico postranscripcional (PTGS, por sus siglas
en inglés).  El PTGS es  básicamente un fenómeno
epigenético que resulta en la degradación de
secuencias especificas de ARNs mensajeros (pos
transcripción) endógenos, y puede ser inducido por
virus, transgenes o genes endógenos. Fue descrito
primero en plantas y referido como cosupresión
(Napoli et al., 1990), después fue identificado en
hongos y se denominó “quelling” y  en animales
se denominó ARN de interferencia (Fire et al.,
1998).  El PTGS se caracteriza por la ausencia de
acumulación de transcritos de un gen endógeno o
de un transgen cuando se introduce una secuencia
que comparte homología a ese gen o transgen
(Burch-Smith et al., 2004).  Una vez que se ha
desencadenado el PTGS, el ARN con homología
al inductor es degradado de una manera altamente
específica. Para ejemplificar el mecanismo de
silenciamiento  sistémico del ARN mencionado,
se presenta en la  figura 1, adaptada de (Voinnet,
2005), un experimento en plantas transgénicas de
tabaco que expresaban el gen de la proteína verde
fluorescente (GFP, por sus sigla en Inglés),
inoculadas con una construcción GFP.

ARN de interferencia (iARN)

El ARN desempeña diferentes tareas que van
desde la regulación de la expresión génica hasta
actividades catalíticas. En plantas existen
diferentes clases de siARNs que se derivan de
ARNs de doble cadena más largos, de manera
similar como ocurre en la replicación de virus con
genomas de ARN, los cuales son sintetizados por
ARN polimerasas (Zheng et al., 2010). La esencia
del iARN, es la liberación de ARNs de doble cadena
como activadores potenciales del silenciamiento
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de ARN en un organismo o célula con el propósito
de desencadenar una degradación especifica de
secuencia de ARNs homólogos (Tenllado et al.,
2004). En el caso del ARN mensajero (ARNm),  el
ARNm de doble cadena no puede ser reconocido
por la maquinaria de síntesis de proteínas (los
ribosomas), y de esta manera la expresión del
mensajero es suprimida. Adicionalmente, el ARNm
de doble cadena es muy inestable y se degrada
rápidamente. La técnica de iARN se esta empleando
para diferentes aplicaciones a nivel biotecnológico
entre ellas la resistencia en plantas de cultivo de
importancia económica a diferentes virus comunes
(Chiang et al., 2001; Zadeh and Foster, 2004; Fahim
et al., 2010).

El iARN es un mecanismo de silenciamiento génico
mediado por ARNs pequeños y es ampliamente
distribuido a través de la mayoría de eucariotas. El ARN
de doble cadena puede llegar a la planta por medio de
la transformación estable con transgenes que expresan
un ARN auto complementario (Tenllado et al., 2004).

Durante los últimos años ha habido una considerable
investigación acerca de la resistencia a virus
vegetales mediada por transgenes, silenciamiento
génico inducido por virus (VIGS), supresión
antisentido o sentido y PTGS (Waterhouse et al.,
2001; Sels et al., 2007; Yu et al., 2007; Constantin
et al., 2008; Lacomme and Chapman, 2008; Liu and
Page, 2008; Velasquez et al., 2009). Todo parece
indicar que cada una de estas estrategias  ha
adaptado un sistema de degradación de ARN,
similar al mediado por el iARN en animales
(Waterhouse and Fusaro, 2006). El silenciamiento
de los genes es logrado por el procesamiento de
ARNs de doble cadena en pequeños ARNs
interferentes mediado por la enzima DICER
(Jaskiewicz and Filipowicz, 2008). Este proceso fue
descubierto como una consecuencia inesperada de
la transgénesis en plantas (Lecellier and Voinnet,
2004). La primera indicación de un papel biológico
para el iARN en plantas  fue proporcionada cuando
los virólogos intentaban sobre expresar ciertos genes
vegetales en vectores virales recombinantes e
inesperadamente sucedió la degradación antes que
la sobre expresión del ARN mensajero en estudio
(Dunoyer et al., 2006).

Giovanni - Ingeniería genética vegetal

El iARN es usado de manera amplia para silenciar
genes en plantas y animales y ahora se sabe que
la molécula que desencadena el iARN es un ARN
de doble cadena. En el caso de la infección viral
en plantas, el ARN de doble cadena esta asociado
con la fase replicativa del ciclo de vida de los virus
de ARN. Para el caso de transgenes, el ARN de
doble cadena puede ser generado por la acción de
ARN polimerasas dependientes de ARN (RdRp).
Los transgenes que se insertan para formar
repetidos en tandem invertidos también pueden
producir ARNs de doble cadena después de la
transcripción (Burch-Smith et al., 2004). El ARN
de doble cadena (dsARN) en un desencadenador
efectivo del silenciamiento del ARN en vertebrados,
invertebrados y en plantas. Este silenciamiento
opera por la degradación de ARN específico de
secuencia. En plantas, un método particularmente
efectivo de silenciamiento de un gen endógeno  o
de un gen viral, es la transformación de la planta
con un vector que codifique para un ARN hairpin
(hpARN) el cual consiste de una repetición
invertida de una porción de la secuencia génica
que es el objetivo del silenciamiento, separada por
un segmento de material espaciador, generalmente
un intrón, el cual incrementa la frecuencia de
obtener el silenciamiento (Eamens and
Waterhouse, 2011).

El silenciamiento de ARN se ha adoptado para
desarrollar plantas resistentes a los virus a través
de la expresión de hpARNs derivados de ARNs.
Debido a la alta especificidad de secuencia del
silenciamiento de ARN, esta tecnología se ha
aplicado  efectivamente  contra virus. Los ARN de
doble cadena del tipo hpARN (horquilla) auto
complementarios (figura 2), producidos durante los
pasos intermedios de la replicación del genoma,
son los principales desencadenadores de los
mecanismos de silenciamiento de ARN (Vazquez
Rovere et al., 2002). En los últimos años se está
aplicando la tecnología del silenciamiento de ARN
mediada por hpARN para obtener plantas
resistentes a virus (Di Nicola-Negri et al., 2005;
Fuentes et al., 2006; Yan et al., 2007),
reportándose en todos los casos que estas
construcciones pueden inducir silenciamiento
génico postranscripcional con casi un 100 por
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ciento de eficiencia cuando están dirigidas contra
virus o genes endógenos (Smith et al., 2000). La
transformación de plantas  con construcciones ARN
hairpin además ha sido usada para descubrir o
validar la función de los genes (Fusaro et al., 2006),
pero también  son valiosas en genética reversa,
genómica e ingeniería de rutas metabólicas (Smith
et al., 2000; Chen et al., 2006; Sliva and Schnierle,
2010). Estas construcciones génicas que
contienen casetes de expresión de repetidos
invertidos son mucho mas eficientes que el
silenciamiento mediado por construcciones sentido
o antisentido (Hu et al., 2011).

En el mecanismo del iARN, la enzima DICER, del
tipo ARNasa-III, procesa el ARN de doble cadena
exógeno en piezas de pequeños ARNs interferentes
(siRNA) (figura 2). Durante el proceso,  una cadena
de cada duplexo del ARN de doble cadena se
incorpora dentro de un gran complejo
ribonucleoprotéico denominado complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus
siglas en ingles), el cual guiado por los siARN
asociados, reconoce y destruye los ARNs virales
(Waterhouse et al., 2001; Waterhouse and Helliwell,
2003; Dunoyer et al., 2005; Deleris et al., 2006;
Waterhouse and Fusaro, 2006).  La caracterización
bioquímica del complejo RISC aislado en
Drosophila, reveló que contiene varias proteínas,
entre las cuales esta la Argonauta2 (Ago2), una
proteína homóloga del factor del inicio de la
trascripción eIF2C. Ago2 contiene además un
dominio PAZ (PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE), cuya
función es mediar la interacción DICER-RISC. Se
piensa que con esta interacción, los ARN pequeños
interferentes generados por DICER son
incorporados dentro del complejo RISC y luego
guiados a la degradación de secuencias de ARN
mensajero de manera específica de secuencia
(Salomon et al., 2010). Al parecer un siARN de 21-
24 nucleótidos es suficiente para guiar el corte de
los ARNs homólogos al complejo RISC (Dunoyer
et al., 2005). Los ARNs de 21-24 nt de longitud en
la orientación sentido se pueden encontrar en igual
abundancia tanto en plantas como en animales.
En la figura 3 se representa como actúa el
mecanismo de defensa  vegetal antiviral mediado
por DICER.

Al contrario de los animales que poseen solamente
un gen DICER (DCL), en plantas como arabidopsis,
modelo de estudio por excelencia, o arroz, se
presentan cuatro y cinco enzimas DCL
respectivamente. En arabidopsis, DCL1 produce
micro ARNs (Park et al., 2002), DCL2 genera
transcritos de ARNs interferentes antisentido
naturales relacionados con el estrés (Borsani et
al., 2005) y siARNs contra  virus (Akbergenov et
al .,2006),DCL3 produce siARNs de
aproximadamente 24 nucleótidos que están
involucrados en la metilación de la heterocromatina
(Xie et al., 2005) y DCL4 genera siARN,
involucrados en el iARN (Dunoyer et al., 2005;
Gasciolli et al., 2005; Xie et al., 2005).  En general,
los pequeños ARNs silenciadores en plantas y
animales, incluyen los microARNs (miARNs) y los
pequeños ARNs interferentes (siARNs), los cuales
desempeñan funciones importantes en el desarrollo
y la respuesta a patógenos y estrés. Los miARNs
son fundamentalmente elementos regulatorios
específicos de secuencia de los genomas
eucariotas. Tanto los miARNs como los siARNs
parecen estar íntimamente  relacionados en
términos  de sus orígenes y modos de operación
a través de proteínas efectoras relacionadas o
idénticas (Voinnet, 2009).  Los siARNs endógenos
(endo-siARNs) son similares a los miARNs en su
dependencia de DICER para la biogénesis, y en
los efectos reguladores postranscripcionales, pero
a diferencia de los miARNs, los siARNs se originan
de largos precursores de ARN de doble cadena
(dsARNs). Los siARNs son abundantes en
eucariotas inferiores y en plantas, mientras que
en mamíferos, se encuentran restringidos a ciertos
tejidos como el ovario   (Young-Kook et al., 2010).

iARN y vectores de silenciamiento viral

El descubrimiento del mecanismo de iARN se ha
convertido paulatinamente en la principal
herramienta que utiliza la ingeniería genética para
desarrollar vectores con la información necesaria,
que permite expresar alguna proteína de origen viral
en plantas genéticamente modificadas, con el
propósito de contrarrestar el ataque de plagas o
enfermedades causadas por virus (Palukaitis and
Zaitlin, 1997; Chiang et al., 2001; Germundsson
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and Valkonen, 2006).  En la mayoría de los casos,
para gran parte de virus vegetales,  la expresión de
la secuencia de  la proteína de la cubierta (CP) es la
mas utilizada para este propósito (Farinelli and
Malnoe, 1993; Reimann-Philipp and Beachy, 1993;
Hackland et al., 1994; Chowrira et al., 1998; Beachy,
1999; Han et al., 1999; Savenkov and Valkonen,
2001). En algunos casos,  la expresión de la proteína
ha sido la responsable de la resistencia (Powell et
al., 1990), pero en otros se ha demostrado que la
resistencia ocurre a nivel de ARN (Lindbo and
Dougherty, 1992; Baulcombe, 1996), lo cual se
relaciona con el PTGS, ya que la degradación de
ARNs virales se desencadena en el momento de
formarse duplexos de ARN. Los ARN de doble
cadena que se forman como intermediarios de la
replicación viral deben ser procesados de tal manera
que los ARNs pequeños interferentes en la célula
infectada corresponderán a las partes del genoma
viral, incluyendo cualquier inserto no viral. De esta
manera, si el inserto es de  un gen del hospedante,
el ARN pequeño interferente llevara el complejo
ARNasa al ARN mensajero correspondiente del
hospedante y los síntomas en la planta infectada
reflejarán la pérdida de función de la proteína
codificada (Lu et al., 2003).

La investigación en el mecanismo de PTGS y la
resistencia natural vegetal a los virus,  comenzó a
convergir en estudios del mecanismo de
recuperación en plantas transgénicas infectadas con
virus. Este fenómeno fue descubierto en el curso de
experimentos en plantas de tabaco que llevaban un
transgen codificando la proteína de la cubierta del
virus del jaspeado del tabaco (TEV). Cuando estas
líneas transgénicas fueron infectadas con TEV, los
síntomas inicialmente fueron aparentes en las hojas
inoculadas, pero progresivamente iban
desapareciendo en las nuevas hojas, las cuales
además eran específicamente resistentes a nuevas
inoculaciones con TEV. En los nuevos tejidos
emergentes, el ARN mensajero del transgen de la
proteína de la cubierta era degradado a un nivel
postranscripcional, confiriendo resistencia al virus
inductor. Posteriormente se mostró que los virus
recombinantes podían desencadenar el
silenciamiento de ARN mensajeros endógeno en
plantas no transgénicas, en un proceso actualmente

referido como silenciamiento génico inducido por
virus VIGS. VIGS se ha desarrollado como una
tecnología que explota el mecanismo de defensa
antiviral mediada por ARN. En plantas infectadas
con virus no modificados, el mecanismo es
específicamente desencadenado contra el genoma
viral. Sin embargo, con virus vectores que llevan
insertos derivados de genes del hospedante el
proceso puede ser adicionalmente desencadenado
contra el correspondiente ARN mensajero. VIGS ha
sido usado ampliamente en plantas para el análisis
de la función génica (Lu et al., 2003).

Hasta ahora la mayoría de las aplicaciones de VIGS
han sido estudiadas en plantas de tabaco (N.
Benthamiana).  Por razones que no son
completamente entendidas, N. benthamiana es
susceptible a un inusual rango de virus, y los
síntomas de la infección son generalmente mucho
mas pronunciados y mas persistentes que en otras
plantas, incluyendo N. tabacum. Sin embargo VIGS
puede ser aplicado a otras especies. Hay que tener
presente que el vector viral para VIGS debe cumplir
un equilibrio, no ser tan infectivo para que no
produzca síntomas en la planta, pero no tan
atenuado, de tal manera que se alcance a replicar.
VIGS ha sido usado para silenciar una amplia
variedad de genes  en plantas. Hay reportes en los
que se ha combinado VIGS con análisis bioquímicos
y genéticos para determinar la función de un gen y
ha sido especialmente poderoso para establecer
los componentes de señalización en la resistencia
a enfermedades (Robertson, 2004).

Diferentes virus de ARN y ADN han sido modificados
para servir como vectores para la expresión génica.
El virus del mosaico del tabaco (TMV) fue el primer
vector viral usado para desencadenar con éxito VIGS
de un gen endógeno en una especie vegetal
(Kumagai et al., 1995). EL virus X de la papa, PVX,
fue el siguiente vector viral usado para llevar un gen
dentro de la célula vegetal y desencadenar
silenciamiento vía VIGS (Ruiz et al., 1998).
Posteriormente se reportó al virus del cascabeleo
del tabaco  (TRV) como inductor de VIGS en
diferentes sistemas (Dalmay et al., 2000; Ratcliff et
al., 2001; Liu et al., 2002). El uso de vectores virales
para silenciar genes vegetales endógenos, requiere

Giovanni - Ingeniería genética vegetal
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la clonación de fragmentos génicos homólogos
dentro del virus sin comprometer la replicación y
movimiento viral. La mayoría de virus son de ARN de
cadena positiva, pero otros como  son de ADN como
el virus del mosaico dorado del tomate (TGMV).
Aunque los virus de ARN se replican en el citoplasma,
los virus de ADN se replican en el núcleo vegetal
usando la maquinaria de replicación del ADN del
hospedante y ambos tipos de virus inducen
silenciamiento de genes endógenos.

Desafortunadamente hay complicaciones para la
aplicación de VIGS porque involucra el uso de
patógenos vegetales genéticamente modificados y
deben ser manejados con estricto control. Sin
embargo, hay varias ventajas de VIGS sobre otras
tecnologías de silenciamiento génico que involucran
plantas transgénicas con repeticiones inversas de
gen. Primero, las construcciones pueden ser
ensambladas por clonación directa en el virus vector
y no involucra el ensamble de repeticiones invertidas
que pueden ser inestables durante la propagación en
bacterias. Segundo, el procedimiento es rápido, ya
que las construcciones de vectores virales pueden
ensamblarse en pocos días y el fenotipo VIGS
desarrollarse en una o dos semanas y tercero su
condición natural.

El silenciamiento de genes es la estrategia mas
frecuentemente usada en genética reversa para inferir
acerca de la función de un gen empezando por su
secuencia y  VIGS puede ser muy útil para este
propósito (Benedito et al., 2004).  En genética reversa,
un gen se interrumpe de tal manera que el efecto de
su perdida (si lo hay) en un organismo puede ser
observado (Waterhouse and Helliwell, 2003). Una
ventaja del uso de virus para la genética reversa es
que aun los cultivos mas difíciles de transformar son
susceptibles a los virus, los cuales a su vez pueden
ser potenciales vectores de silenciamiento. Las
técnicas de silenciamiento génico tradicionales  usan
la transformación como un sistema de entrega, lo
que generalmente requiere cultivo de tejidos para
regenerar las mutantes silenciadas. El sistema VIGS
facilita y acelera el análisis de la función génica sin
los requerimientos de los procedimientos de
transformación y cultivo de tejidos, ya que puede ser
aplicado ex vitro en plantas apagando genes de

manera específica y eficiente permitiendo un
monitoreo rápido (Benedito et al., 2004). Una vez el
sistema VIGS esta identificado y optimizado, se pueden
probar genes ortólogos de sistemas modelo de
conservación de la función porque es posible que genes
similares produzcan proteínas que adquieren diferentes
funciones en diferentes plantas (Robertson, 2004).

Los virus codifican proteínas silenciadoras del
PTGS

De manera natural las plantas que son deficientes o
mutantes para los genes sgs2/sde1 (codifican para
una ARN polimerasa dependiente de ARN), sgs3 (gen
de arabidopsis  que codifica para una proteína sin
similitud significativa a otra proteína conocida), sde3
(gen que codifica para una ARN helicasa) y ago1
(gen que controla el desarrollo), son híper susceptibles
a la infección por virus como  el virus del mosaico del
pepino (CMV), lo que conlleva a una híper acumulación
de su ARN en la planta. Sin embargo, el ARN de
virus como potyvirus, tobamovirus o tobravirus se
acumula en el mismo nivel en las plantas tipo
silvestre, es decir, plantas que no presentan
deficiencias o que no son mutantes para los genes
mencionados (Vaucheret et al., 2001).

Los virus son tanto los inductores como el blanco del
PTGS, pero los virus no son pasivos  frente a estas
defensas vegetales, y han evolucionado proteínas que
pueden actuar como supresores del PTGS. Se sabe
que la mayoría de virus que infectan plantas tienen
genomas de ARN, los cuales son  fácilmente
reconocidos  por la maquinaria de silenciamiento de
ARN de la planta. En consecuencia, los virus vegetales
han sido forzados  a desarrollar respuestas contra el
silenciamiento de ARN con el propósito de supervivir y
replicarse en el hospedero. El mecanismo de contra
ataque se da con proteínas específicas codificadas
por el virus con funciones alternas, como por ejemplo
la proteína del componente ayudador  (HC-Pro) de
potyvirus, que interfieren con el sistema de defensa
de la planta en los diferentes  pasos de la ruta del
PTGS (Anandalakshmi et al., 1998; Anandalakshmi
et al., 2000). De manera colectiva, estas proteínas se
conocen como supresoras del silenciamiento porque
pueden interferir de manera efectiva con el ARN
silenciador (Giner et al., 2010).
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La primera indicación de que los virus codifican
supresores del silenciamiento, se derivó de
observaciones experimentales encaminadas al
entendimiento del fenómeno de sinergismo. El
sinergismo es la acentuación de síntomas de un virus
causada por la coinfección de un segundo virus no
relacionado. Por ejemplo, las infecciones entre el virus
X de la papa  (PVX), un potexvirus y el virus Y de la
papa (PVY), un potyvirus,  resultan en síntomas
mucho más severos que aquellos producidos por cada
virus de manera individual. Los análisis moleculares
indicaban que en los tejidos coinfectados, los niveles
de PVX, pero no de PVY habían sido incrementados
(Vance et al., 1995). Estos descubrimientos sugerían
que un factor producido por PVY era el responsable
del incremento de los niveles de PVX y la acentuación
de los síntomas de la enfermedad.

Varios virus que infectan plantas codifican proteínas
supresoras del silenciamiento entre las que se
encuentran la proteína 2b de cucumovirus (Li and Ding,
2006),  la proteína NS1 en la familia Orthomyxoviridae
(Li et al., 2004), la proteína B2 en la familia Nodaviridae
(Fenner et al., 2006), las proteínas P19 y P14 de los

géneros tombusvirus y aureusvirus en la familia
Tombusviridae (Voinnet et al., 1999; Merai et al.,
2005), la proteína AC2 y sus homólogas en la familia
Geminiviridae (Bisaro, 2006), y las proteínas ricas
en cisteínas de los furoviurs, hordeiviruses,
pecluviruses y tobravirus (Li and Ding, 2006)

A modo de ejemplo se presenta en la figura 4 el
mecanismo de acción de supresión del
silenciamiento que se ha propuesto para la proteína
HC-Pro de potyvirus. Estas proteínas supresoras no
se producen hasta después que el virus ha
comenzado a replicarse en las células infectadas,
así que no causan supresión completa del
mecanismo de defensa basado en ARN. Sin
embargo, estas proteínas influirán en la concentración
de la acumulación final del virus. Las proteínas
supresoras fuertes permitirán que la acumulación viral
sea prolongada y en un alto nivel; por el contrario, si
un virus las acumula en niveles bajos puede ser
debido a la débil actividad del supresor (Lu et al.,
2003). Al parecer  la planta como respuesta a las
proteínas supresoras del silenciamiento viral
presentan rutas alternas para el procesamiento de
ARNs de doble cadena (Mette et al., 2001).

CONCLUSIÓN

Históricamente  el control de las enfermedades virales
en plantas ha involucrado numerosas estrategias
incluyendo el control de la población de los vectores
usando insecticidas, el uso de material vegetal
propagado libre de virus, practicas culturales
apropiadas y el uso de cultivares resistentes. A
menudo, estas técnicas han sido combinadas para
proporcionar una resistencia efectiva en campo.
Recientemente los avances que se han tenido en la
virología molecular vegetal han potenciado el
entendimiento de la organización genómica viral y la
función génica. Este conocimiento, y  la ingeniería
genética, se han combinado y permitido al hombre
crear estrategias adicionales  bastante efectivas  en

el control de las enfermedades virales mediante el
empleo de plantas transgénicas. El control eficiente
de los virus que afectan especies de cultivo
económicamente importantes representa uno de los
principales desafíos en el desarrollo de medidas
efectivas y sostenibles en sanidad vegetal. Como un
complemento necesario  a los métodos tradicionales
de control viral, las tecnologías emergentes deben
basarse en el mejor entendimiento de los
mecanismos de defensa naturales de las plantas
hospedantes y las estrategias que tienen los
diferentes virus para contrarrestar estos mecanismos
de defensa.
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