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RESUMEN: Los virus de plantas han desarrollado estrategias de evasion del silenciamiento genético, la
principal via de defensa ante patégenos intracelulares. Existen dos fenémenos de silenciamiento de RNA en
plantas, el silenciamiento génico transcripcional y el silenciamiento génico postranscripcional, que se lleva a
cabo gracias a proteinas Dicer y RNAs de pequeno tamano. Para hacer frente a estas defensas, los virus de
plantas presentan diversas estrategias, entre las que destacan las proteinas supresoras del silenciamiento.

ABSTRACT: Plant viruses have developed strategies to evade genetic silencing, which is the main defense
of plants against intracellular pathogens. There are two types of RNA silencing in plants: transcriptional
silencing and postranscriptional silencing, which involves Dicer proteins and small RNAs. In order to fight
these defenses, plant viruses encode suppressor proteins.

Introducciéon

Las plantas son organismos sésiles que presentan
mecanismos sofisticados de inmunidad innata capa-
ces de desencadenar defensas exitosas ante patdgenos
invasores potenciales. Sin embargo, existen agentes
infecciosos capaces de evadir el reconocimiento y/o
suprimir el mecanismo de defensa del huésped!'.

Por su parte, los virus son patdgenos intrace-
lulares obligados absolutamente dependientes de la
maquinaria celular del huésped para multiplicarse y
propagarse 2. Estos han desarrollado diferentes es-
trategias con el fin de evadir el sistema inmune de las
plantas, entre otros organismos, mediante la codifica-
cién de proteinas especificas contra el silenciamiento
genético del hospedador .

Silenciamiento de RNA en plantas

El silenciamiento de RNA o RNA interference
(RNAi) es uno de los mecanismos de defensa que
presentan las plantas. Se trata de un fenémeno con-
servado evolutivamente en el que, mediante un meca-
nismo especifico de secuencia, se controla la defensa

frente a acidos nucleicos invasivos como transposones,
transgenes y virus (4],

Se conocen dos fenémenos de silenciamiento en
las plantas: el silenciamiento génico transcripcional
(TGS) y silenciamiento génico postranscripcional
(PTGS), que utiliza pequenos RNA reguladores
(small RNAs, sSRNAs) dirigidos especificamente a los
4cidos nucleicos invasores [’

1. Silenciamiento génico transcripcional
(TGS). Este proceso comienza con la accién de
la RNA polimerasa IV dando lugar a RNA de cadena
simple (ssRNA), los cuales pasan a RNA de doble
cadena (dsRNA) por la accién de la RNA polimerasa
dependiente de RNA 2 (RDR2). Por su parte, DCL3
(proteina similar a Dicer 3 o Dicer-Like 3) se encarga
de generar los RNAs pequenos interferentes (siRNA)
de 24 nucleétidos gracias a su dominio RNAasa tipo
III. Estos siRNAs se asocian a la proteina Argonau-
ta 4 (AGO4) dando lugar finalmente al complejo
transcripcional de silenciamiento inducido por RNA
(RITS), que actiia como una hebra guia para la for-
macién de heterocromatina y la metilacién >0,
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Figura 1. Mecanismo molecular del silenciamiento génico transcripcional (TGS). La RNA polimerasa IV origina el
RNA de cadena sencilla que es tomado por la RNA polimerasa dependiente de RNA 2 (RDR2). Esta polimerasa sintetiza la
cadena complementaria del RNA generando el RNA de doble cadena, el cual es fragmentado por la proteina similar a Dicer 3
(DCL3) en RNAs interferente de pequeno tamaifio (siRNA) de 24 nucleétidos (nt). La proteina argonauta 4 (AGO4) capta estos
siRNAs y se asocia al complejo transcripcional de silenciamiento inducido por RNA (RITS). De esta manera, RITS acttia como
guia para el silenciamiento del genoma viral. Figura de elaboracién propia.

mRNA, generando el diplex siRNA-mRNA 459 De
esta manera, los RNA o los transcritos de DNA viral
son eliminados por PTGS.

2. Silenciamiento génico postranscripcional
(PTGS). El primer paso del PTGS es la sintesis de
dsRNA o de un hairpin de RNA (hpRNA) a partir del
genoma viral, ya sea por la RDR de los virus de RNA
o por la RNA polimerasa II celular si es un virus de
DNA. El dsRNA formado es el sustrato, en este caso,

3. microRNAs. La transcripcién de los genes MIR
de la planta por parte de la RNA polimerasa II gene-

de DCL4, que genera siRNAs de 21 nt!*5%7 Los
siRNAs procesados son llevados por la proteina AGO
al componente efector, conocido como complejo de

ra transcritos dsRNA que, cuando se procesan por
la DCL1, generan microRNAs (miRNAs). Los miR-
NAs regulan negativamente la expresiéon génica por

silenciamiento inducido por RNA (RISC). RISC se
encarga de romper la cadena de RNA mensajero (mR-
NA) viral por la unién complementaria del siRNA al

apareamiento de bases a mRNAs especificos (mono-

catenarios), resultando en la rotura del mRNA o en

la detencién de la traduccién del mismol®671,
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Figura 2. Mecanismo molecular del silenciamiento postranscripcional (PTGS). El genoma viral monocatenario
es tomado por la RNA polimerasa II (virus de DNA) o por la RNA polimerasa dependiente de RNA de un virus RNA para
formar la cadena complementaria (dSRNA). A continuacién, la proteina similar a Dicer 4 (DCL4) origina RNAs interferentes
de pequeifio tamano (siRNA) de 21 nucleétidos (nt). La proteina argonauta (AGO) capta estos siRNAs y se asocia al complejo
de silenciamiento inducido por RNA (RISC). De esta manera, RISC reconoce al genoma viral y se encarga de fragmentarlo.
Figura de elaboracién propia.
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Estrategias viricas para escapar del silen-
ciamiento

Al mismo tiempo que las plantas han ido esta-
bleciendo barreras y defensas para protegerse de las
infecciones, los virus han desarrollado estrategias pa-
ra contrarrestarlas y contraatacar. La mayor parte de
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los virus de plantas presenta genes que codifican pro-
teinas supresoras del silenciamiento de RNA (VSRS,
viral supressors of RNA silencing). Ademés, algunos
RNAs virales presentan estructuras secundarias pro-
tectoras, que impiden su degradacién por el sistema
de silenciamiento, o se encuentran en compartimen-
tos que no estén accesibles para la maquinaria de
silenciamiento de la plantal™.
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Figura 3. Mecanismo molecular de silenciamiento mediante miRNAs. Los transcritos de los genes MIR son tomados
por la RNA polimerasa II para generar el RNA de doble cadena (dsRNA). Estos dsRNAs son fragmentados por la proteina
similar a Dicer 1 (DCL1) generando microRNA (miRNA). El miRNA reconoce mensajeros de RNA (mRNA) especificos, lo que
da pie a la degradacién del mismo o a la deteccion de su traduccién al no permitir la uniéon de la subunidad pequena ribosomal

(40S). Figura de elaboracién propia.

Las proteinas supresoras del silenciamiento pre-
sentan una gran diversidad, pero pueden clasificarse
en cuatro grupos atendiendo al paso del silenciamien-
to con el que interfieren [l

= Supresores que se unen a dsRNA impidiendo
su procesamiento por DCL.

= Supresores que degradan o secuestran siRNAs
antes de que se unan a su diana.

= Supresores que actian sobre AGO y RISC.

= Supresores que bloquean la propagacién sisté-
mica de las senales de silenciamiento.

Ademés, muchas de estas proteinas supresoras ac-
tlian en varios niveles del silenciamiento, interfiriendo
con varios pasos del proceso.

1. Supresores que se unen a dsRNA. Estos
supresores se unen a la molécula de dsRNA con el
fin de protegerla de la actividad de DCL, con lo que
se evitaria la generacién de siRNA y se detendria
el silenciamiento en la etapa més inicial’. Algunos
supresores de este tipo presentan especificidad por el

tamadfio, es decir, se unen de forma selectiva segtiin
el niimero de nucleétidos del dsRNA. Esta especifici-
dad permite interferir con la respuesta antiviral sin
danar excesivamente a la planta al no interferir con
dsRNA largos y endégenos!”). Asimismo, también
existen supresores que se unen al dsSRNA indepen-
dientemente de su tamafio, como es el caso de las
proteinas P14 de aureusvirus y CP del virus del arru-
gado del nabo (TCV; familia Tombusviridae, género
Betacarmovirus).

Por otra parte, los supresores presentan distintos
requerimientos estructurales para unirse al dsRNA,
es decir, sélo se unen al dsRNA cuando este presenta
una determinada estructural'”). Como ejemplo de
este tipo de supresores esta la proteina P14 de au-
reusvirus, que forma complejos con siRNAs de doble
cadena de 21 a 26 nucleétidos y con dsRNA de mayor
tamano. Esta proteina puede unirse a ambas molécu-
las y suprimir el silenciamiento inducido por hairpins,
previniendo asi la acumulacién de siRNAs!).

2. Supresores que degradan o secuestran siR-
NAs. El segundo grupo de supresores esta consti-
tuido por proteinas que impiden que el siRNA se una



€13 VOLXIV...No.179

ENCUENTROS EN LA BIOLOGIA

10

a su diana complementaria. En este grupo se conoce
bien el mecanismo de accién de la proteina P19 del
virus del enanismo arbustivo del tomate (TBSV; fa-
milia Tombusviridae, género Tombusvirus). En este
caso, un homodimero de P19 forma una estructura
alrededor del siRNA, de modo que no puede ser in-
corporado a un RISC activol”. La unién al siRNA
ocurre independientemente de su secuencial'”; sin
embargo, esta proteina muestra especificidad por los
siRNAs de 21 nucledtidos .

3. Supresores que actiian sobre AGO y RISC.
Los mecanismos a través de los cuales los supresores
actian sobre AGO consisten en la inhibicién de la
proteina o la activacion de su degradacion. La princi-
pal consecuencia de este mecanismo es que se inhibe
la funcién del complejo RISC y no se puede continuar
con el silenciamiento.

En este grupo de supresores se encuentra la pro-
tefna P38 de la capside del TCV [, Durante una
infeccién por TCV la proteina de la capside P38 repri-
me el silenciamiento actuando como un homodimero
que se une especificamente a AGO1, la cual carga
preferencialmente los siRNAs de 22 nucledtidos gene-
rados por la infeccién de estos virus. P38 mimetiza
proteinas del huésped necesarias para el ensamblaje y
funcionamiento de RISC. La proteina de la capside se
acumula durante la multiplicacién viral, de manera
que secuestra AGO1 y previene que interaccione con
las moléculas de siRNA y miRNA, evitando su en-
samblaje y en consecuencia su carga al complejo!?.
Por otra parte, se ha observado que la inactivacién de
AGO1 mediada por el supresor P38 tiene un impacto
en la disponibilidad de proteinas Dicers.

Otros supresores, como la proteina F-box (P0) de
los polerovirus, median la degradacién de la proteina
AGO. Esta accién es indirecta puesto que PO interac-
ciona con proteinas implicadas en la degradacién de
AGO1. Como consecuencia de la accién del supresor
se produce la degradacién de la proteina a través de
autofagial'’l.

4. Supresores que bloquean la propagacién
sistémica. La supresién de la actividad de las pro-
teinas RDR supone una diana perfecta para muchos
VSRs, ya que de ella depende la amplificacion de la
sefial a otros tejidos. Por tanto, sin esta actividad
se facilitaria la diseminacién y replicacién viral en
otras zonas de la plantal'’). Sin embargo, existen
otros mecanismos que también permiten bloquear la
propagacion del silenciamiento, de ahi la variedad de
supresores.

La proteina P15 del virus del macizo del cacahue-
te (PCV; familia Virgaviridae, género Pecluvirus) une

siRNAs y los lleva a los peroxisomas, donde son degra-
dados, impidiendo que se propaguen por la célulal'.
Otro de los supresores que actian a este nivel es la
proteina V2 del virus del rizado amarillo del tomate
(TYLCV; familia Geminiviridae, género Begomovi-
rus). Se plantea que interacttia con la proteina SGS3,
que es cofactor de RDR6, compitiendo por la unién
de dsRNA[?,

5. Supresores que actiian a mas de un nivel.
La proteina HC-Pro de potyvirus es una proteina
que ejerce multiples funciones, entre las cuales se
encuentra su accién como supresor, interfiriendo a
diferentes niveles del silenciamiento. Existen diferen-
cias en la actividad y en la conformacién activa de
esta proteina en los diferentes potyvirus, pudiendo
formar dimeros o multimeros!'®l.

En el caso del virus del grabado del tabaco (TEV),
esta proteina se une al siRNA y lo secuestra, impi-
diendo asi su ensamblaje en el complejo RISC. Se
ha observado que tiene especificidad por siRNAs de
21 nucleétidos®. También puede interferir con dos
enzimas clave del ciclo de la metionina, de modo que

inhiben la metilacién de los siRNA virales!!8:19],

Conclusién

El silenciamiento génico de RNA supone una sofis-
ticada defensa contra patégenos intracelulares. Aun
asi, el desarrollo de numerosas estrategias viricas
frente diferentes niveles de esta ruta compromete su
efectividad. Los supresores viricos del silenciamiento
presentan gran diversidad de estructura y de meca-
nismos de accién, de manera que hay supresores que
acttan en diferentes puntos de la ruta de silencia-
miento, pero también hay supresores que interrumpen
varios puntos. El objetivo final de estos es interferir
con las defensas de la planta para lograr una infeccién
exitosa.
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