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RESUMEN

Las moléculas de acido ribonucleico de cadena corta, que forman
parte del mecanismo de ARN de interferencia (RNAi), son secuencias
de ribonucleotidos que regulan la expresion a nivel traduccional de
genes eucariontes. El silenciamiento génico mediado por RNAi, se
refiere al proceso que permite, mediante complementariedad entre
una molécula de ARN de interferencia y un ARN transcrito, promover
la degradacion de este ultimo asi como la reduccion de sus niveles
de traduccion. Existen dos clases principales de moléculas ARN
reguladoras que llevan a cabo dicho fendmeno: ARN de interferencia
corto (siRNA) y microARN (miRNA). Ambas son generadas a partir
del rompimiento de mondémeros de ARN de doble cadena por una
enzima ribonucleasa denominada DICER perteneciente a la familia
de las ARNasas III, que genera fragmentos entre 17-25 nucledtidos. A
nivel transcripcional, el ARN de interferencia promueve un complejo
proceso de metilacion de ADN (adicion de un grupo metilo a la
molécula), el cual conduce a una transformacion de la eucromatina
en heterocromatina en una posicion fija del cromosoma (locus). A
nivel post-transcripcional, el fendmeno de silenciamiento se origina
mediante la intervencion de una molécula de RNAi. El complejo de
silenciamiento ARN-inducido (RISC) resultante permite la vinculacion
al ARN mensajero (mRNA) diana. En plantas, las secuencias RNAi
reguladoras en posicion cis se encuentran involucradas en mecanismos
de defensa contra organismos antagonistas y transposones, mientras
que aquéllas en posicion frans, interceden en la expresion de genes
relacionados con su crecimiento. De igual manera, algunas respuestas
adaptativas a estrés se regulan por el miRNA. La presente revision
recopila de forma detallada algunos de los avances mas importantes
en el conocimiento del RNAI, e incluye antecedentes sobre su relacion
con el metabolismo de las plantas. Asimismo, se discuten progresos
recientes en el entendimiento de su mecanismo molecular al igual que
algunas aplicaciones biotecnolégicas.

Palabras clave: ARN bicatenario, ARN de interferencia, complejo RISC,
microRNA, organismos fitopatogenos, silenciamiento génico en plantas.

SUMMARY

Short chain ribonucleic acid molecules, known as interference RNA
(RNAI), are ribonucleotide sequences that regulate eukaryotic gene
expression. RNAi-mediated gene silencing refers to a process that allows
promoting RNA transcripts degradation through complementarity
between an RNA molecule and an RNAi transcript, and therefore
reducing its translation levels. There are two classes of RNA regulator
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molecules: small interference RNA (siRNA) and microRNA (miRNA).
Both molecules are generated from the cleavage of double stranded self-
complementary RNA hairpins by a DICER-like enzyme that belongs
to the RNase III family, generating 17-25 nucleotide fragments. At the
transcriptional level, interference RNA performs a complex process
of DNA methylation (addition of a methyl group to the molecule),
which leads from euchromatin to heterochromatin transformation in
a specific region of the chromosome (locus). Post-transcriptionally, the
phenomenon is caused by the intervention of an RNAi molecule. The
resulting RNA-induced silencing complex allows the attachment to the
mRNA target. In plants, RNAI cis-regulatory sequences are involved in
defense mechanisms against antagonist organisms and transposition
events, while trans-regulatory sequences participate in the expression
of growth-related genes. Similarly, some adaptive responses to stress
may be regulated by miRNA. This review collects and analyzes in detail
advances in RNAI, including information about its relationship with
plant metabolism. It also discusses recent progress in the understanding
of its molecular mechanism and current biotechnological applications.

Index words: double stranded RNA, interfering RNA, RISC complex,
microRNA, phytopathogenic organisms, plant gene silencing.

INTRODUCCION

En la actualidad se sabe que una fraccién considerable
del genoma expresado en las células eucariontes en eta-
pas del desarrollo especificas (transcriptoma), comprende
secuencias cortas de ARN que regulan rutas metabdlicas
a lo largo del proceso. Con base en su biogénesis y tama-
o, dichas secuencias se clasifican en diversos tipos de mi-
croARNs (miRNA) que incluyen al ARN de interferencia
corto (siRNA) (Staiger et al., 2013).

Los miRNAs son generados a partir de genes transcritos
por una ARN polimerasa II. Los transcritos de ARN for-
man horquillas originadas por la complementariedad de
nucledtidos entre si en la secuencia, que son procesados
hasta el miRNA maduro. Los miRNAs regulan multiples
fases de desarrollo en plantas, como la etapa de transiciéon
de floracién, asi como algunas respuestas a estrés (Voinnet,
2009). En plantas modelo como Arabidopsis thaliana, estas
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horquillas son convertidas en precursores de miRNAs (pre-
miRNAs) mediante la catélisis de una enzima ribonucleasa
tipo DICER de la clase I, la cual es una de las cuatro enzi-
mas de esta naturaleza conocidas hasta la fecha en plantas.

Los pre-miRNAs son procesados en fragmentos de 17
a 25 nucledtidos bicatenarios, que sufren metilacién en
sus extremos mediada por una enzima metiltransfera-
sa que contribuye a la estabilizacion de las secuencias de
ARN, para evitar que éstas se degraden (Ren et al., 2012).
Posteriormente, una cadena del miRNA bicatenario se
selecciona por un complejo enzimatico de silenciamiento
ARN-inducido denominado RISC (RNA-induced silencing
complex), donde el miRNA se asocia con la proteina Ar-
gonauta (AGO1) que dirige el proceso de degradacion del
ARN mensajero (mRNA). La familia de genes AGO se ha
estudiado en diversas especies de plantas, como Salvia mil-
tiorrhiza considerada ancestralmente medicinal (Shao y Lu,
2013). En algunos casos (e.g., familia de genes AGO de Ory-
za sativa), para su estudio se ha recurrido a la combinacién
de herramientas biotecnoldgicas como microarreglos y re-
accion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo
real (QRT-PCR) (Yang et al., 2013).

La interaccion entre el miRNA y el mRNA tiene como
resultado un corte en las secuencias que es ejecutado por
la actividad del complejo AGOL, o bien a través de una in-
hibicion traduccional (Brodersen et al., 2008). La senal de
RNAIi puede ser amplificada por la actividad de una enzima
ARN polimerasa dependiente de ARN, sobre las secuencias
producidas de cortes de transcritos de RNAm/miRNA.

Dado que los virus tienden a generar ARN bicatenario
que es sustrato de las enzimas DICER y Argonauta, el RNAi
de las plantas es responsable de gran parte del control de la
expresion de sus genes y, por consiguiente, podria jugar un
papel importante en sus respuestas de inmunidad a corto y
largo plazo, que incluyen mecanismos de resistencia contra
la replicacion viral (Mlotshwa et al., 2002; Dunoyer et al.,
2005). Otro papel importante que juega esta molécula es la
proteccion del genoma de la planta frente a elementos gené-
ticos que puedan moverse de manera autosuficiente a dife-
rentes partes del mismo (transposones), ya que su ADN se
metila y los inactiva (Matzke et al., 2007). Asimismo, inter-
viene en la regulacion génica auténoma, por lo cual se con-
sidera que el RNAi se involucra en el desarrollo de patrones
tanto fisiologicos como morfoldgicos de estos organismos
(Carrington y Ambros, 2003; Kidner y Martienssen, 2005).

En este trabajo se revisan los principales mecanismos
moleculares del RNAi y las respuestas que podria originar
en el metabolismo de las plantas. Igualmente se discuten
algunas de sus aplicaciones en biotecnologia agraricola.
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NATURALEZA Y PAPEL DE LAS ENZIMAS DICER
EN EL PROCESAMIENTO DE RNAi

Actualmente se conocen tres vias distintas que dan origen
al RNAi que comparten un mismo mecanismo molecular:
miRNA, siRNA y ARN asociado a Piwi (RNAi que impide
la movilidad de transposones en el genoma), aunque este
ultimo solo se ha encontrado en animales (Shabalina y
Koonin, 2008). Se considera que el silenciamiento es parte
de un complejo que utiliza miRNA o siRNA como temple-
te y patrén de reconocimiento, para sefialar a la secuencia
indicada como lista para degradacion. El complejo RISC es
el resultado del acoplamiento de enzimas que se involucran
en el mecanismo de RNA], el cual media el silenciamien-
to del mRNA diana a través de su degradacion o inhibi-
cion traduccional. Comunmente la produccion del miRNA
ocurre en el nucleo de la célula a partir de un pre-miRNA
transcrito, cuya longitud de secuencia es de al menos 1000
nucleétidos, que conforman horquillas complementarias
ya sea sencillas o dobles, y complementan secuencias sim-
ples (direccién 5° - 3°) (Saini et al., 2007).

En el citoplasma, el mecanismo de RNAi converge tanto
paralos miRNA enddgenos como para los siRNA exdgenos.
Ambos precursores de RNAi sufren un corte para formar
moléculas de ARN bicatenario de un tamafo apropiado
para poder ser vinculados a una proteina efectora. Dicho
fenémeno es mediado por una enzima endoribonucleasa
clase III denominada DICER que posee diversos dominios
estructurales, aunque los mds importantes son aquellos
denominados PAZ y helicasa (i.e. secuencia especifica de
aminoacidos encargada de desempaquetar genes).

Después de una intensa busqueda de los mecanismos en-
zimaticos que rigen el silenciamiento génico, las enzimas
DICER fueron identificadas por vez primera como las res-
ponsables de procesar el ARN bicatenario a siRNA en Dro-
sophila (Bernstein et al., 2001). Estas enzimas contienen un
dominio helicasa asi como un par de dominios ARNasa di-
merizados y un dominio PAZ, aunque dicha composicién
puede variar entre organismos (Shabalina y Koonin, 2008).
Los dominios helicasa son los encargados de procesar los
precursores de RNAI, los cuales son més grandes y se ali-
nean perfectamente con el ARN bicatenario y, por otra par-
te, metabolizan el ATP para traslocar la enzima respecto al
mismo, y permitir asi la generacion de un gran niimero de
secuencias (Cenik et al., 2011).

En géneros como Arabidopsis, las proteinas DICER DCL1
(DICER-Likel) actiian por ejemplo sobre los pre-miRNAs
para sintetizar secuencialmente horquillas y, de manera
posterior, ARN bicatenario de 21 nucledtidos de longi-
tud (Pattanayak et al., 2013). Actualmente se sabe que las
proteinas DLC1 de las plantas son indispensables para su
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correcto desarrollo embrionario. A través de la alteracion
parcial de secuencias de dominios helicasa de ARN ori-
ginada por mutaciones puntuales, se ha podido observar
que en Arabidopsis ocurre un fenémeno de reduccion de
la cantidad de secuencias de miRNA maduro (Kasschau et
al., 2003).

En las proteinas DICER los dominios PAZ también han
sido extensamente estudiados. Estructuralmente, estos do-
minios tienen similitud con las estructuras de enlace oli-
gonucleotido-oligosacarido y, en teoria, los dominios PAZ
reconocen el extremo 3” del ARN sustrato (Doyle et al.,
2012). Estudios recientes sobre proteinas DICER en huma-
nos, demuestran que los dominios PAZ no sélo se anclan
a los extremos 3" del sustrato sino también a su extremo
5" fosforilado cuya posicion de corte es reconocida a una
distancia de 22 nucleétidos de éste (Park et al., 2011). En el
modelo convencional del RNAI, las enzimas DICER inte-
ractian en el citoplasma celular para romper sus sustratos
antes de que sean acopladas al complejo RISC, a través del
cual se produce el silenciamiento génico. En la Figura 1 se
muestran algunas de las enzimas DICER mas representati-
vas en diversas especies, con la ubicacion de los principales
dominios y motivos que las conforman.

PROTEINAS ARGONAUTAS COMO
EFECTORES GENICOS COMUNES

Las enzimas DICER, al ser intermediarias de las rutas
metabolicas del siRNA y miRNA, generan moléculas de
ARN bicatenario, sustrato de una proteina denominada
Argonauta que se considera un efector génico comun, ya
que forma un complejo ribonucleoproteinico que dirige el
proceso de degradacién de mRNA, ademas de que se en-
cuentra vinculada a una secuencia simple de ARN de 20 a
30 nucledtidos complementarios con el gen diana (Wilson y
Doudna, 2013). Las proteinas Argonautas contienen cuatro
dominios: terminal-N, PAZ (Piwi, Argonaut and Zwille),
medio (MID) y Piwi terminal-C, este tltimo caracteristico
de dicho tipo de complejos (Tolia y Joshua-Tor, 2007).

Muchos organismos expresan miltiples miembros de
esta superfamilia de proteinas. Por ejemplo: humanos, Dro-
sophila melanogaster, Caenorhabditis elegans y A. thaliana
pueden llegar a expresar hasta 8, 5, 27 y 10 péptidos res-
pectivamente. De manera general, los miembros indivi-
duales de cada familia estan altamente especializados en
llevar a cabo el proceso de silenciamiento génico (Doyle et
al., 2012). Uno de los papeles mds prominentes de dicha
clase es su relacion con la sintesis de ARN pre-ribosémico
(Nicholson, 1999).

Dentro de las células durante el proceso de formacion de
miRNA, las proteinas HASTY (proteinas exportadoras de
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miRNA) traslocan al precursor de miRNA al citoplasma.
Posteriormente, el precursor bicatenario es disociado y la
secuencia miRNA guia se incorpora a un complejo de va-
rias proteinas que contienen por lo general a AGO1, para
formar un complejo RISC especifico (miRISC) (Voinnet,
2009). De esta manera, el dominio PAZ del complejo AGO1
se une al miRNA y ayuda en la incorporacion al miRISC.
Asi, el complejo miRISC-miRNA evita la expresion de ge-
nes diana, ya sea mediante la escision del mRNA (Meng et
al., 2011) o mediante la inhibicion de su traduccidn.

En el procesamiento de miRNA, los intrones que se en-
cuentran entre las secuencias pre-miRNA son removidos a
través del corte y empalme del ARN (RNA splicing), cuyo
proceso permite de manera post-transcripcional la madu-
racién de ARN del que se eliminan ciertos fragmentos de
secuencias. En la Figura 2 se esquematiza un proceso gene-
ralizado de la biogénesis de miRNA en plantas.

Recientemente se ha descubierto que existen estructuras
de ribonucledtidos en la fase intermedia del complejo me-
tabolico que permiten la sintesis de moléculas conocidas
como ARN no codificante (non-coding RNA), los cuales
son moléculas ARN reguladoras que no se traducen a pro-
teinas y cuya longitud no excede los 200 nucle6tidos (Per-
kel, 2013). Estas son intermediarias de la degradacion de
mRNA diana que es identificado por el complejo RISC,
cuyas funciones son definidas por interacciones proteicas
(Wilson y Doudna, 2013).

miRNAs COMO REGULADORES DE INMUNIDAD
Y ADAPTACION AL ESTRES EN PLANTAS

Las células eucariontes son capaces de modular la esta-
bilidad de sus miRNAs como respuesta a estimulos end6-
genos o ambientales, para controlar los niveles de trans-
cripciéon de mRNA. Dichas alteraciones en la reduccién de
niveles de mRNA son mediadas por RNAI cis regulador, asi
como por proteinas de enlace a ARN (Staiger et al., 2013).
La maquinaria encargada de llevar a cabo dicho mecanis-
mo es conocida como spliceosoma o complejo de corte y
empalme, la cual contiene fragmentos cortos de ARN y nu-
merosas proteinas de enlace (Streitner et al., 2013). El uso
combinado de diversos sitios de corte dentro del pre-mR-
NA, genera formas alternativas del mismo que incrementan
la versatilidad de mRNAs maduros para la generacion de
variantes de proteinas con diversa disposicion de dominios
(Reddy y Ali, 2011).

Navarro et al. (2008) y Li et al. (2010) han implicado al
miRNA en procesos de inmunidad de plantas, ya que lineas
transgénicas mutantes con deleciones en los genes dcll-9,
agol-25y agol-27 impiden la biogénesis de miRNA involu-
crado en mecanismos de respuesta de inmunidad inducida.
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Longitud de secuencia de aminoacidos

Oryza sativa | 2> 20 75 100 125 150 170
n. a. AEX59762
Gallus gallus |1 ‘ 1‘5 3‘0 | 4‘5 | 69 /3
n. a. ABI32401
Oncorhynchus mykiss } L L L \2‘5 L L L L 5‘0 75\ L 100\ L L \12‘5\ \15‘0\ 1‘75 L 1\9|7
n.a. AA S02296
25 20 30 40 50 53

. o1
Danio rerio |, L [ L | ! ! [ I [ I [
n.a. AAQ90278 a4 sitioactivo A A

A Enlace metélico

Escherichia coli 1 50 100 150 200 226
n. a. Q09884 L | | | | | | | | (.
Sitio activo  AAA AA A A A
Enlace metdlico A AA Sitio enlace ARNdc
Interfaz dimerizacion AMMAAAAA A === A A
Bacillus amyloliquefaciens 1 25 50 75 100 125 143
n. a. AHK47724 Sitio activo A4 N
Enlace metalico A AA
Interfaz dimerizacion AA_A AL AAAMA A A A
SaCCharomyces CereViSiae 1 Il Il 7‘5 Il Il 15‘0 | L Il | 2‘25 Il | | Il 390 Il | Il 325 Il Il | 45‘0 %70
n.a. EDV11730 o
Sitioactivo MMM AA
Enlace metdlico A AA
Interfaz dimerizacion AMMA A A A
Arabidopsis thaliana 1 250 >00 750 1000 1250 1500 1750 1908
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | Ll | | | | | | |
n.a. AEE27220 Enlace ATP A Enlace nucleotidico AA  Interfaz enlace AAAA Sitio activo A4
Enl 4acidos nucleicos Enlace metélico A A AM
nlace ATPAA Enlace ARNdc

Enlace mg** A
Enlace metdlico A_____A o,
AA__ A Interfaz dimetizacion

Homo Sapiens |1 L1 \2?0\ L1 \50\0\ [ ’\75\0 Lo \10\00\ [ \12\50\ [ \15\00\ L1 \17\5(\) \19\98
n. a. N-P001258211 A Enlace ATP Interfaz enlace AAA Sitio activo A Sitio activo A—A
Enlace ATP AA  4cidos nucleicos Enlace metdlico 4 Enlace metalicoa A
Enlace nucleotidico AA A Interfaz dimetizacion AA Interfaﬁiﬁza cion
Caenorhabditis elegans I1 Lo \1%5\ L1 \5(\)0\ [ :\37\5 [ >00 | \62\‘5\ [ 75\0\ [ \87\5\ L1 \1(\)I10
n.a. ABA18180 Interfaz enlace AAM AL
acidos nucleicos A Sitio activo

Sitio de anclaje a la
secuencias ARN gufa 5

Regiones parciales (no consideradas en la busqueda de dominios)
Superfamilia ribonucleasas clase III (dominios terminal-C)
Motivo de enlace de ARNdc

Superfamilia helicasas

Superfamilia helicasas (dominios terminal-C)

Dominios conservadores

> > > »

Figura 1. Representacion sistematica de diversas enzimas DICER donde se muestra la organizacion de sus principales mo-
tivos y dominios conservados (n. a. = niimero de acceso). La determinacion de su arquitectura estructural se realizo a partir
de secuencias de aminoacidos alojadas en el servidor electrénico del Centro Nacional de Biotecnologia e Informatica (http://

ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).
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Citoplasma

Acoplamiento al complejo RISC
pyse ecion de secuencias primarias

5
......... CH3—> N\

Reconocimiento de la secuencia
diana y enlace

HASTY
m1RNA diana

EscmV Y:hlblaon traduccional

7mGppp

O\

A..An

Degradacion de mRNA

CBC : Cap Binding Protein Complex (precursor de nucledtido alterado en extremo5” de mRNA)
DDL :DAWDLE (secuencia que codifica dominios de reconocimiento de fosofopétidos)

HYLI: Proteina involucrada en respuestas hiponasticas
HEN1: Hua enhancer 1 (ARN2’ - O - metiltransferada)

HASTY: Ortdlogo de Exp5 intermediario de biogénesis de miRNAs y tRNA

Figura 2. Esquema representativo de la biogénesis de miRNA en plantas y su respectiva funcion. La ARN polimerasa IT es la
mediadora de la transcripcion de genes miRNA (MIR) que genera los precursores primarios de ARN denominados pre-miR-
NA. El procesamiento del pre-miRNA por la enzima DICER (DCL1) se lleva a cabo en el nticleo a través de la interacciéon de
las enzimas intermediarias CBC (Cap Binding Complex), DDL (DAWDLE), HYL1 (Double-stranded RNA-binding protein
hypnotastic leaves1) y HEN1 (Hua enhancerl). El ortélogo HASTY transporta el miRNA metilado al citoplasma que se aco-
pla al complejo miRISC. Finalmente, el miRNA guia al complejo miRISC para silenciar el mRNA diana ya sea por escisiéon o
inhibicion traduccional (adaptado de Pattanayak et al., 2013).

Las secuencias de miRNA a menudo se encuentran re-
lacionadas con la regulacion de varios procesos bioldgicos
como la mitigacion del estrés (Sunkar et al., 2012). El género
Arabidopsis contiene dos genes MIR (393a y 393b) que son
procesados de manera casi idéntica al madurar y transfor-
marse en secuencias miR393. Este miRNA fue considerado
en un principio como una secuencia no-funcional derivada
de la biogénesis de miRNA (Jones-Rhoades et al., 2006). Sin
embargo, estudios posteriores demostraron la implicaciéon
de estas moléculas en la inmunidad de plantas ya que dicho
miRNA fue identificado en pequeias poblaciones al estar
interactuando con complejos de proteinas AGO durante si-
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tuaciones de defensa contra infecciones bacterianas (Zhang
etal.,2011). La secuencia tiene como diana el gen MEMBI2
que codifica una proteina estructural del aparato del Golgi
implicada en procesos de secrecion vesicular.

Las plantas responden al estrés ambiental de tipo bio-
tico y abidtico, mediante una expresion diferencial de
genes y secuencias de miRNA. Por ejemplo, en diver-
sas especies se ha observado un incremento de miR160,
miR167 y miR393 (reguladores de la embriogénesis y
posterior desarrollo) durante condiciones de sequia. Se
sabe que mientras miR393 bloquea la expresion del gen
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que codifica receptores de auxinas, miR167 y miR160 evi-
tan la expresion de algunos genes relacionados con diversos
factores de respuesta a dicho estrés (Sunkar y Zhu, 2004).

Las plantas requieren de al menos 14 minerales esencia-
les para su correcto desarrollo que provienen del suelo vy,
en este sentido, el RNAI se involucra tanto en la regulacion
como en la homeostasis de nutrimentos (Kruszka et al.,
2012). Vale la pena mencionar que las construcciones de ge-
notecas de secuencias de RNAI resultarian ser muy valiosas
para el estudio de miRNAs relacionados con estos procesos
metabdlicos (Wang et al., 2013). Es asi que las aplicaciones
biotecnologicas de miRNAs derivadas de los antecedentes
mencionados podrian radicar en la manipulacién de mi-
crosecuencias que jueguen un papel importante en las res-
puestas al estrés hidrico, térmico, salino, biético y radiacion
UV, asi como al estrés mediado por regulacion hormonal y
homeostasis de nutrimentos, para de esta manera permitir
la creacion de lineas transgénicas mas resistentes a condi-
ciones ambientales adversas.

POTENCIAL DEL RNAi EN LA PROTECCION DE
CULTIVOS FRENTE A PLAGAS DE INSECTOS

Una de las primeras investigaciones que demostraron que
el RNAi podia degradar secuencias especificas de mRNA y
bloquear la expresion de genes de insectos, se llevd a cabo
en C. elegans, una especie de nematodo rabditido de la fa-
milia Rhabditidae (Fire et al., 1998). Los investigadores es-
tadounidenses responsables de dicho proyecto recibieron el
premio Nobel de medicina en 2006 por lo que llamaron:
“un mecanismo fundamental para controlar el flujo de la in-
formacién genética”. Por otra parte, Kennerdell y Carthew
(1998) utilizaron RNAI para estudiar genes de D. melano-
gaster.

Hasta la fecha, el RNAi ha sido utilizado para el estudio
de la gendmica funcional de mas de 30 especies de insectos
de diversos 6rdenes como Diptera, Coledptera, Lepidopte-
ra, Iséptera, Ortoptera, Himenoptera y Hemiptera (Burand
y Hunter, 2013). Aunque la mayoria de estas investigacio-
nes son realizadas en la Unién Europea, Japon y Estados
Unidos de América, por mencionar algunos ejemplos, tam-
bién es posible encontrar antecedentes de su aplicacion en
América latina aunque en menor cantidad (Aguilerag et
al., 2011). La aproximacién funcional de esta herramienta
ha sido exitosa en la caracterizacion de genes relacionados
con diversos procesos fisiologicos, que incluyen: desarrollo,
reproduccién, comportamiento y sistemas de inmunidad
(Belles, 2010). Evidentemente, la aplicacion de RNAi es
una estrategia biotecnoldgica que permite la identificacion
de genes mediante el bloqueo de su expresion y posterior
inhibicién de la sintesis de proteinas, un proceso de suma
importancia en la defensa contra infecciones antagonistas
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(Roether y Meister, 2011).

Investigaciones recientes en insectos han permitido co-
nocer los efectos de la aplicacion in vitro de secuencias sin-
téticas bicatenarias en embriones, a través de procesos de
microinyeccion celular (Gu y Knipple, 2013). Si bien este
método de recombinacion genética constituye una herra-
mienta para investigar la funcion de los genes, la microin-
yeccién de acidos ribonucleicos no resultaria factible para
el control de plagas debido a su alto costo. Hoy en dia se
considera que para que una estrategia de control bioldgico
de insectos basada en la aplicacion de RNAi sea viable, ésta
debe tener como diana un gen que sea necesario para un
proceso fisioldgico vital del hospedero, ademds de ser im-
prescindible el empleo de una metodologia adecuada para
realizar su vinculacion con el organismo.

El potencial del RNAi como una posible herramienta
biotecnoldgica para el control de poblaciones de insectos
fue demostrado por vez primera por Araujo et al. (2006),
quienes lograron introducir ARN bicatenario en este tipo
de organismos mediante su administracion oral. En dicho
estudio se utilizaron larvas de Rhodnius prolixus, una es-
pecie de heterdptero triatomino, que se alimentaron con el
transcrito que codificaba una proteina anticoagulante de-
nominada nitroporina 2, y se observo una disminucion sig-
nificativa en los niveles de actividad anticoagulante en las
glandulas salivales de los insectos. En el mismo afio, Tur-
ner et al. (2006) llevaron a cabo una investigacién con Epi-
phyas postvittana, una polilla perteneciente a la familia de
los lepidopteros que por su naturaleza herbivora es capaz
de atacar hasta 123 especies de dicotiledoneas distintas. La
introduccién oral de transcritos diana de ARN bicatenario
de genes que codifican una enzima intestinal de larvas, y
una proteina intermediaria en la sintesis de feromonas en
las antenas de adultos disminuyo6 los niveles de ambos tran-
scritos en los tejidos.

Asimismo, un trabajo involucrado con Aedes aegypti de-
mostr6 que el RNAi puede ser inducido en insectos a través
de su aplicacion tdpica (Pridgeon et al., 2008). En este estu-
dio, la aplicacién cutdnea de ARN de doble cadena diluido
en acetona causé que la transcripcion del gen AaeIAPI que
codifica una proteina inhibidora de muerte celular progra-
mada (apoptosis) en hembras adultas quedara bloqueada vy,
por ende, el incremento significativo de la mortalidad de
los insectos.

De manera posterior, la aplicacion tdpica de este tipo de
moléculas en larvas de la polilla barrenadora Ostrinia fur-
nacalis mostr6 también tener efecto (Wang et al., 2011), ya
que en este caso el RNAi fue introducido en las larvas me-
diante la aspersion directa de una solucién acuosa que con-
tenfa los ribonucledtidos, y se observo tanto un retraso en
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el crecimiento de las mismas como una muerte temprana.
Es importante mencionar que el RNAi es susceptible a la
degradacién por ARNasas, cuya severidad depende de las
propiedades alostéricas de la secuencia. Por otra parte, se
observé una disminucion significativa de la capacidad de
eclosion de los huevecillos respecto a los testigos de control,
ademas de que moléculas marcadas con fluorescencia per-
sistieron en los estadios larvarios hasta llegar al intestino,
hemocitos y capullos.

Como se menciond anteriormente, la obtencion de RNAi
in vitro tiene un alto costo. Una alternativa que pudiera
ser viable en términos econémicos para su induccion, es
la expresion de ARN bicatenario in vivo mediante la cons-
truccion de vectores génicos que alberguen segmentos de
secuencias diana. Diversas investigaciones recientes han
permitido obtener vectores de silenciamiento en bacterias
(Lietal,2011; Zhu et al., 2011), plantas hospederas (Zha et
al., 2011) y virus de plantas (Kumar et al., 2012), los cuales
han sido implementados con éxito para estudiar la expre-
sién de genes especificos en insectos.

Algunas investigaciones relacionadas con los mecanis-
mos moleculares que rigen las respuestas de defensa de las
plantas, sugieren que también puede ser posible la aplica-
cién de RNAi como una estrategia para el control de plagas
de nematodos. De manera regular, dichos organismos son
controlados con pesticidas quimicos que a largo plazo tie-
nen repercusiones tanto econdémicas como de salud y am-
bientales y, por consiguiente, la aplicacion de esta estrategia
podria proveer de beneficios considerables para la agricul-
tura.

Una forma de generar plantas modificadas genéticamen-
te resistentes a nematodos, es produciendo copias (repeti-
das e invertidas) de secuencias de genes diana de tales or-
ganismos bajo promotores fuertes, con la finalidad de que
los gusanos se alimenten de la materia vegetal que contenga
el ARN bicatenario y se induzca de dicha manera el RNAi
a su genoma. De esta forma se obtendria un bloqueo de la
expresion de genes involucrados en su desarrollo, lo que re-
sultaria en la disminucién de la reproduccién o crecimien-
to de los mismos (Fairbairn et al., 2007; Yadav et al., 2006;
Huang et al., 2006; Steeves et al., 2006).

SILENCIAMIENTO GENICO COMO MEDIADOR
DE PATOGENICIDAD VIRAL

Aunque existen antecedentes sobre el potencial del RNAi
frente a diversos tipos de virus capaces de infectar células
animales (e.g., virus del dengue y Drosophila) (Kakumani et
al., 2013; Karlikow et al., 2014), algunos estudios sugieren
la participacion de éste principalmente en la patogenicidad
viral en plantas. Los supresores virales de silenciamiento
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afectan tanto la acumulacion como funcion de los siRNAs,
que incluyen el proceso de silenciamiento génico post-
transcripcional mediado por RNAi corto en trans que fue
descubierto recientemente (tasiRNA; trans-acting siRNA).
Como consecuencia, se desencadena un desarrollo anor-
mal del organismo hospedero (Kasschau et al., 2003; Shiva-
prasad et al., 2008).

La participacion de tales inhibidores de expresion en el
desarrollo de enfermedades de este tipo, resulta ser con-
sistente con el hecho de que a menudo suelen ser factores
determinantes de patogenicidad (Li et al., 1999; Qiu et al.,
2002). No obstante, la interaccion del RNAI en las vias me-
tabolicas del hospedero podria no ser la causa principal de
los sintomas de infeccion, ya que en principio no todos los
supresores virales afectan el metabolismo de estas molécu-
las en plantas (Chen et al., 2004).

En los modelos convencionales de patogenicidad me-
diada por RNAj, las secuencias cortas de ribonucledtidos
derivan de virus infectantes, mientras que el ARN subviral
induce el silenciamiento de genes del hospedero a través de
complementariedad de secuencias fortuitas. Este modelo
fue sugerido por vez primera por Wang et al. (2004), quie-
nes demostraron que la expresion de un gen que transcribe
horquillas de ARN autocomplementario (self-complemen-
tary hairpin RNA) que codifica una secuencia de un viroi-
de del tubérculo fusiforme de la papa (Solanum tuberosum
L.) denominado PSTVd (Potato Spindle Tuber Viroid), es
capaz de inducir sintomas del mismo tipo en tomate (Sola-
num lycopersicon L).

Por otra parte, Wang et al. (2004) demostraron que el
efecto de pardeamiento causado por el virusoide o ARN
satélite (molécula patégena de ARN) del mosaico del taba-
co (Nicotiana tabacum L.) (Virus del Mosaico del Tabaco;
TMV-Tobacco Mosaic Virus) se encuentra fuertemente in-
hibido por un supresor de silenciamiento denominado P1/
HC-Pro. En este sentido, se ha confirmado que dichos sin-
tomas de marchitez son debidos al silenciamiento directo
del gen biosintético de la clorofila (CHLI) del hospedero
(Smith et al., 2011; Shimura et al., 2011).

Debido a lo anterior, el silenciamiento por induccion vi-
ral de genes del hospedero a través de RNAi podria con-
siderarse un mecanismo general para la patogenicidad de
ARN subviral, ya que dichas moléculas infectantes pueden
silenciar genes de diversas formas. El siRNA que tiene un
alto grado de identidad de secuencia con las regiones pro-
motoras de los genes del hospedero, puede inducir la meti-
lacién de la citosina del promotor a través de la metilacion
de ADN dirigida por ARN denominada via RdDm (RNA-
directed DNA methylation), lo cual conlleva a una inactiva-
cion de la transcripcion de los genes del hospedero.
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RESISTENCIA DE LAS PLANTAS FRENTE A
PATOGENOS FUNGICOS MEDIANTE
SILENCIAMIENTO GENICO

A diferencia de los patdgenos viricos que se replican y
propagan dentro de las células de las plantas infectadas, las
interacciones entre algunos hongos patdgenos y la planta
ocurren a través de células altamente especializadas conoci-
das como haustorios. Estos tltimos son los extremos de las
hifas rodeados por una matriz externa bordeada, por cada
lado, por las membranas celulares del hongo y su hospe-
dero (Cheng-Guo et al., 2012). Dicha situacién podria re-
presentar una interfase para el intercambio de senales entre
ambos organismos, asi como la asimilacién de nutrimentos
(Panstruga, 2003). A su vez, tal interaccion podria facili-
tar la movilidad de ARN bicatenario (secuencia especifica
complementaria a genes del antagonista) proveniente de las
células de la planta hospedera hacia el patégeno fungico,
para crear un factor de resistencia mediado por RNAi.

El concepto de silenciamiento génico en hongos induci-
do por sus hospederos se ha generado a partir de Blumeria
graminis, un hongo patégeno biotréfico que parasita a la
mayorfa de las gramineas para nutrirse y que se identifica
mediante la presencia de manchas polvorientas en las ho-
jas de las mismas (Nowara et al., 2010). A través de silen-
ciamiento artificial, la expresion directa de RNAi dirigida
frente a transcritos diana de B. graminis en cebada (Hor-
deum vulgare L.) redujo significativamente los sintomas de
la enfermedad en la planta, mientras que la cepa del hongo
modificada genéticamente utilizada como control negativo
pero que carecia de la secuencia de RNAi (control de trans-
formacion), fue tan susceptible al mismo patégeno como la
cepa nativa de ésta.

A pesar de que existen pocos estudios que relacionen el
fendmeno de silenciamiento génico en hongos en compara-
cion con los realizados en plantas, la mayoria de ellos com-
prueban la existencia de un gran niimero de variaciones
dentro del mismo proceso. Por ejemplo, el descubrimiento
del mecanismo que origina puntos de mutacién repetidos
(RIP) en el genoma de Neurospora crassa a través de silen-
ciamiento, es el primero reportado como un fenémeno
inducido artificialmente por la introduccién de ADN en
dicha especie (Selker, 1990). Neurospora crassa y Ascobolus
immersus son ejemplos de hongos capaces de producir ho-
mologos de secuencias repetidas, e inactivarlas en una de-
terminada fase de su ciclo de vida (Cogoni y Macino, 1999).
Igualmente, existen datos sobre la presencia de moléculas
de ARN de doble cadena en aislados de Sclerotium cepivo-
rum, aunque su existencia no se encuentre directamente re-
lacionada con su patogenicidad o variabilidad morfologica
(Reyes-Pérez et al., 2003).
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CONCLUSIONES

El conocimiento de las bases moleculares que permitan
implementar en plantas mecanismos de defensa frente a
enfermedades causadas por agentes bioldgicos o por con-
diciones abidticas extremas, es de vital importancia para
la agricultura sostenible. En décadas pasadas se han logra-
do importantes avances en el campo de las interacciones
planta-microorganismo, las cuales, demostraron el papel
que juegan los patrones de receptores de reconocimiento
en la resistencia a enfermedades. Ademas, se ha compro-
bado la existencia de diversos factores de virulencia cau-
sados por fitopatégenos que se encontraban relacionados
con el bloqueo de los patrones de reconocimiento, asi
como la sefializacién de la respuesta inmune. No obstante,
a pesar de conocerse el resultado de dichos procesos fisio-
légicos, no se tenia del todo claro cudles podrian ser los
mecanismos moleculares que los regian. Es asi que hasta
hace apenas unos anos se descubri6 el fenémeno de silen-
ciamiento génico causado por el RNAI, a través del cual
es posible regular la expresion de genes de un organismo
eucarionte que se encuentre ante situaciones y etapas fi-
siologicas diversas.

Sibien es cierto que las rutas metabdlicas que regulan la
expresion génica a través del fendmeno de silenciamiento
en plantas se manifiestan de distintas formas a través de
siRNA, miRNA o tasiRNA, todas estas moléculas compar-
ten elementos en su biogénesis y caracteristicas estructu-
rales similares, asi como mecanismos de accion que son
compartidos por componentes celulares comunes. No
obstante, a pesar de que los miRNAs y tasiRNAs posean
cierto grado de conservacion, éstos se regulan de manera
diferente entre diversas especies.

Mediante el descubrimiento a fondo de las bases mo-
leculares del silenciamiento génico, se podria vislumbrar
en un futuro la posibilidad de utilizar lineas transgénicas
de plantas como bio-productoras de RNAi con propositos
de investigacion, asi como para uso terapéutico. En aflos
pasados ya se habia demostrado la efectividad de plantas
como fabricas productoras de RNAi frente al virus de la in-
fluenza de mamiferos (Zhou et al., 2004), asi como para la
produccion de anticuerpos, vacunas y diversos farmacos
(Daniell et al., 2001). En este sentido, cada vez es mayor el
nimero de genomas de plantas disponibles que suponen
una inmensa cantidad de informacién de secuencias que
se encuentran a la espera de ser caracterizadas funcional-
mente. Por otra parte, el silenciamiento génico mediado
por RNAI y la metilaciéon de ADN dirigida por ARN, han
permitido realizar aproximaciones al campo de la genéti-
ca reversa para determinar la funcién de genes de interés.

A pesar de existir similitud entre el miRNA vy el siRNA
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que media el silenciamiento génico de manera post-trans-
cripcional, se sabe que ambos se expresan de manera dis-
tinta entre especies. Lo anterior podria ser debido a que la
diversificacion funcional del RNAi que desencadena el si-
lenciamiento, incurra en procesos adaptativos que cambian
a lo largo de la evoluciéon. No obstante, dicha relacion atn
se encuentra pendiente por ser establecida. Hasta la fecha
se sabe que existen tnicamente cinco clados eucariontes
que poseen miRNAs, pero cada uno de ellos posee su pro-
pio repertorio de secuencias. Al observarse que cada clado
posee su propio complemento unico de miRNAs, se puede
inferir la existencia de un claro ejemplo de expansiéon mole-
cular (Tarver et al., 2012).

Aunque el descubrimiento de los miRNAs ha permitido
profundizar en el papel que éstos juegan en la regulacion
génica de las plantas, a su vez surgen mas preguntas so-
bre su funcién in vivo, por ejemplo: ;por qué se observa
multiplicidad en dichas moléculas? dado que los distintos
miRNAs pueden regular cooperativamente secuencias de
genes diana individuales, a pesar de que la expresion de los
mismos difiere entre diversos tipos de células asi como con-
diciones (Voinnet, 2009). Otra pregunta que surge del en-
tendimiento de la funcién del miRNA es la siguiente: ;cual
es la causa por la cual en ocasiones las interacciones con
secuencias diana muestran un efecto de proteccién para la
estabilidad de las moléculas, y en otras, su finalidad es la
degradacion?

El progreso reciente sobre el entendimiento y naturale-
za del RNAI, permite elucidar poco a poco la estructura y
funcion de estas moléculas. Por lo anterior, resulta impres-
cindible realizar aproximaciones genémicas mediante una
combinacién de estrategias biotecnoldgicas multiples en
los campos de la biologia molecular, genética, bioquimica
y biologia celular entre otras.

PERSPECTIVAS

El descubrimiento reciente de algunos de los principales
mecanismos moleculares del RNAi, permite debatir acerca
de sus futuras aplicaciones en la biotecnologia agricola. Es
importante mencionar que la seguridad alimentaria deriva-
da de la aplicacion de dicha herramienta debe ser imperati-
va. A consecuencia de los escasos estudios existentes hasta
la fecha sobre los efectos en seres humanos del consumo
de alimentos vegetales con altos niveles de microsecuencias
interferentes en su genoma, surgen importantes incognitas
que deberan ser develadas en el futuro. Una de ellas es el
efecto que tienen estas microsecuencias sobre el metabolis-
mo de quienes las consuman de manera directa.

Jensen et al. (2013) sugieren que a pesar de que las célu-
las eucariontes vegetales pueden contener un gran niumero
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de secuencias de ARN de doble cadena con cierto grado
de complementariedad hipotética frente a genes humanos,
el consumo de alimentos como lechuga (Lactuca satica L.),
tomate, maiz (Zea mays), soya (Glycine max L.) y arroz, no
representan riesgo dietario alguno. Lo anterior podria ser
debido a la rapida degradacion de los acidos nucleicos en
el tracto digestivo. No obstante, el escaso niimero de an-
tecedentes de este tipo sugiere la realizacion de investiga-
ciones futuras que permitan la obtencion de conclusiones
fehacientes.

Las herramientas biotecnoldgicas, ademas de fundamen-
tarse en complejas bases tedricas, deben contar también
con un enfoque e interés industrial que permita su apli-
cacion fuera del laboratorio, y aportar de esta manera be-
neficios a la humanidad. Por mencionar algunos ejemplos
importantes, el maiz, al ser un cultivo altamente susceptible
al estrés hidrico, podria verse beneficiado al estudiarse a
fondo algunos de sus genes MIR. Asi, se incrementarian los
resultados en pruebas multi-ambientales que ayuden a la
optimizacion de cultivos bajo condiciones de sequia (Cam-
pos et al., 2004).

Igualmente, a través de la aplicacién de dichas técnicas
ha sido posible estudiar otras rutas metabdlicas relaciona-
das con el estrés hidrico en otros cultivos ademads del maiz
(e. g, algoddn (Gossypium L.), alfalfa (Medicago sativa L.),
cebada, tomate y arroz), como osmorregulacion, detoxifi-
cacion y sintesis de acido abscisico (Deikman et al., 2012).
Mediante la combinacién de técnicas de biologia molecular
y buenas précticas de cultivo seria posible la creacion de
especimenes capaces de crecer en diversas regiones geogra-
ficas.

Actualmente es posible realizar aproximaciones mas
exactas sobre la localizacion de genes diana en organismos
de interés agricola (i.e., cultivos e insectos) a través de la
generacion de microRNAs artificiales (amiRNA) (Li et al.,
2013). Dichas proyecciones podrian mejorar la investiga-
cién en plantas e ingenieria de cultivos mediante el desa-
rrollo de secuencias artificiales mds predecibles y genéti-
camente manipulables. Finalmente, la aplicacién de RNAi
en plantas podria también incrementar sustancialmente
soluciones sofisticadas que involucren la regulacién de se-
nales de transduccion en mecanismos de defensa, por ejem-
plo contra diversos virus, hongos y bacterias (Collinge et al.,
2010).

Atn a pesar de que existe un largo camino por recorrer
para conocer por completo el fundamento del bloqueo de
la transcripcion génica, en la presente revision se han reco-
pilado algunos de los progresos mas importantes hasta la
fecha en el entendimiento de los mecanismos moleculares
que rigen el fendmeno de silenciamiento génico en plantas,
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que incluyen la importante participacién de las enzimas
DICER vy proteinas Argonautas. Asimismo se discutieron
algunas aplicaciones representativas del RNAi en la biotec-
nologia agricola.
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