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RESUMEN

Las enfermedades virales en plantas causan pér-
didas economicas importantes al reducir la calidad
y rendimiento de los cultivos, lo que amenaza la
seguridad alimentaria en algunos paises. Dada la
escasez de recursos naturales, plantas con resisten-
cia genética a virus han sido desarrolladas con éxi-
to por ingenieria genética. Un buen entendimiento
de los mecanismos basicos que controlan las inte-
racciones entre virus y plantas, incluido el silen-
ciamiento génico de virus por acido ribonucleico
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ABSTRACT

Viral diseases of plants cause important
economic losses due to reduction in crop quality
and quantity to the point of threatening food
security in some countries. Given the reduced
availability of natural sources, genetic resistance to
viruses has been successfully engineered for some
plant-virus combinations. A sound understanding
of the basic mechanisms governing plant-virus
interactions, including antiviral RNA silencing,
is the foundation to design better management
strategies and biotechnological approaches to
engineer and implement antiviral resistance in
plants. In this review, we present current molecular
models to explain antiviral RNA silencing and its
application in basic plant research, biotechnology
and genetic engineering.

Key words: Plant viruses, gene silencing, antiviral

defense, transgenic plants, genetic engineering of
virus resistance.
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(ARN) de interferencia, es necesario para disenar
mejores estrategias de manejo y métodos biotecno-
logicos que servirdn para desarrollar e implementar
resistencia antiviral en plantas. En esta revision,
presentamos modelos moleculares vigentes para
explicar el silenciamiento génico de virus por ARN
de interferencia y sus aplicaciones en biotecnologia
e ingenieria genética de plantas.

Palabras clave: Virus de plantas, silenciamiento
génico, ARN de interferencia, defensa antiviral,
plantas transgénicas, ingenieria genética de resis-
tencia a virus.

El silenciamiento génico por acido ribonuclei-
co (ARN) es un sistema de inactivacion de genes
mediado por moléculas pequeiias de ARN interfe-
rentes (RNA1) que guian el corte endonucleolitico
y la degradacion o represion de la traduccion de
ARN mensajeros, o bloquean la transcripcion (Cu-
perus et al., 2010). El silenciamiento génico tiene
funciones esenciales en el desarrollo, la respuesta
al estrés y en la expresion y el mantenimiento del
genoma (Ding and Voinnet, 2007). Las funciones
y las actividades del silenciamiento génico estan
conservadas en eucariotas. En plantas, nematodos
e insectos, el silenciamiento génico es un compo-
nente esencial de la inmunidad antiviral (Ding and
Voinnet, 2007).

Las plantas usan el silenciamiento génico para
regular la expresion de genes en una manera tem-
poral y especifica en 6rganos y tejidos (Chitwood
et al., 2009). Ademas, las plantas usan el sistema
de silenciamiento génico para prevenir, restringir
y eliminar infecciones virales (Garcia-Ruiz et al.,
2010; Garcia-Ruiz et al., 2015; Ma et al., 2015).
En interacciones plantas-virus, el establecimiento
de enfermedad o resistencia depende en gran parte
del balance entre el silenciamiento génico del virus
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RNA silencing is a sequence-specific gene
inactivation system mediated by small interfering
RNAs (siRNA) guiding endonucleolytic cleavage
or translational repression of mRNAs, or by
preventing transcription (Cuperus et al., 2010).
RNA silencing has essential roles in development,
stress response, and genome expression and
maintenance (Ding and Voinnet, 2007). The roles
and mechanistic activities of RNA silencing
are highly conserved in eukaryotes. In plants,
nematodes, and insects, RNA silencing is an
essential component of antiviral immunity (Ding
and Voinnet, 2007).

Plants naturally use RNA silencing to regulate
gene expression in a temporal and tissue-specific
manner (Chitwood et al., 2009). Virus-infected
plants deploy antiviral RNA silencing to prevent,
restrict, and clear virus infections (Garcia-Ruiz et
al.,2010; Garcia-Ruiz et al., 2015; Ma et al., 2015).
In plant-virus interactions, the outcome of disease
or resistance is largely dependent on the balance
between antiviral RNA silencing versus virus
evasion or active suppression of antiviral defense
(Garcia-Ruiz et al., 2010; Garcia-Ruiz et al.,
2015; Ma et al., 2015). Endogenous and antiviral
RNA silencing have conserved and overlapping
pathways. Most of the genes that participate in
endogenous RNA silencing are also part of antiviral
RNA silencing (Ding and Voinnet, 2007).

In  eukaryotes,
silencing regulates gene
transcriptional ~ or
(Figure 1). Transcriptional gene silencing inhibits
transcription, resulting in a reduction of mRNA,
by methylating DNA in chromosomes, plasmids
or viral minichromosomes (Raja et al., 2008;
Ceniceros-Ojeda et al., 2016). Transcriptional gene
silencing is directed by siRNAs guiding enzymatic
DNA methylation (Ding and Voinnet, 2007). Post-
transcriptional gene silencing is the nucleolytic

including plants, RNA
expression at the

post-transcriptional ~ levels
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por parte de la planta y la evasion o supresion de la
defensa antiviral por parte del virus (Garcia-Ruiz
et al., 2010; Garcia-Ruiz et al., 2015; Ma et al.,
2015). El silenciamiento génico contra virus y con-
tra ARN celular tienen varias componentes en co-
mun. La mayoria de los genes que participan en el
silenciamiento de genes celulares forman parte del
silenciamiento de virus (Ding and Voinnet, 2007).
En eucariotas, incluyendo plantas, el silencia-
miento génico regula la expresion de genes a ni-
vel transcripcional y post-transcripcional (Figura
1). El silenciamiento génico a nivel transcripcional
inhibe la transcripcion causando una reduccion en

cleavage and degradation or translational repression
of mRNA (Cuperus et al., 2010) (Figure 1). All
viruses use RNA to express their genes, replicate,
or both. That RNA is potentially perceived by
the cell and activates antiviral defense responses,
including RNA silencing (Ivanov et al., 2014).
Transcriptional and post-transcriptional gene
silencing has been demonstrated for DNA viruses,
RNA viruses, viroids and satellite RNAs (Table 1).

Viral infection of plants occurs in two phases.
After entering the cell, viruses replicate and
subsequently move to other cells and systemically
through the vascular system to distal plant tissues

l Transcripcion

Silenciamiento génico\\
transcriptional TP ety
=
ARN
RNMNA mensajero
Silenciamiento génico\ (ARNm)
post-transcripcional [~
_d -
Traduccién
F Y

protenas () O S

|

ARN nocodificante

-

ARN largo  ARNi

miARN
ARNtasi
:F?Nhll-t:;i Plantas infectadas

ARNi largos pervins

ARNi activados por virus'

ARNi derivados de virus

Complejos de
silenciamiento

inducidos por ARN

Figura 1. Flujo de informacion genética y silenciamiento génico en plantas. Complejos de silenciamiento inducido por ARN se for-
man entre proteinas y ARN interferentes (ARNi) derivados de transcritos que no codifican proteinas. El silenciamiento
génico bloquea el flujo de informacion genética lo cual evita la transcripcion, induce la degradacion o evita la traduccion.
Plantas infectadas por virus acumulan ARNi derivados del ARN viral y ARNi celulares activados por la infeccion viral.

Figure 1. Flow of genetic information and gene silencing in plants. RNA-induced silencing complexes are formed between effector
proteins and small interfering RNAs (siRNAs) derived from non-coding transcripts. Gene silencing is a block in the flow
of genetic information by preventing transcription or by inducing degradation or translational repression of protein-co-
ding RNAs directed by endogenous siRNAs. Virus-infected plants accumulate virus-induced siRNAs and virus-derived

siRNAs.
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la sintesis de ARN mensajero via la metilacion de
ADN en cromosomas, plasmidos o minicromoso-
mas virales (Raja et al., 2008; Ceniceros-Ojeda et
al., 2016). El silenciamiento génico transcripcional
es dirigido por los RNAi que guian la metilacion
enzimatica del ADN (Ding and Voinnet, 2007). El
silenciamiento génico a nivel post-transcripcional
consiste en el corte endonucleolitico y degradacion
o la represion de la traduccion de ARN mensajeros
(Cuperus et al., 2010) (Figura 1). Todos los virus
usan ARN para expresar sus genes, para replicarse
o ambos. Este ARN es potencialmente percibido
por la célula y activa defensas antivirales, tal como
el silenciamiento génico (Ivanov et al., 2014). El
silenciamiento génico antiviral a nivel transcripcio-
nal y pos-transcripcional ha sido demostrado para
virus de ADN, virus de ARN, viroides y ARN sate-
litales (Cuadro 1).

La infeccion viral en plantas ocurre en dos fa-
ses: Tras entrar en la célula, los virus se replican,
después se mueven localmente de una célula a otra
y sistematicamente a otros organos y tejidos de la
planta via el sistema vascular (Ivanov et al., 2014).
El silenciamiento génico dirigido contra ARN viral
restringe la replicacion del virus y su movimiento
(Garcia-Ruiz et al., 2015). La defensa antiviral via
silenciamiento génico depende de la deteccion y
degradacion de ARN viral en la células infectadas
y de la amplificacion de la sefial en células lejos del
sitio de infeccion inicial (Ding and Voinnet, 2007).

Los virus modifican el ambiente celular para
favorecer su replicacion y movimiento dentro de
la planta (Ivanov et al., 2014) usando mecanis-
mos que incluyen la subversion, la reprogramacion
transcripcional y la induccién y supresion del silen-
ciamiento génico (Ding and Voinnet, 2007; Garcia-
Ruiz et al., 2015). La supresion del silenciamiento
génico es esencial para que los virus se repliquen,
establezcan infeccion y se muevan local y sistema-
ticamente (Garcia-Ruiz et al., 2015). Una mejor
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and organs (Ivanov et al., 2014). RNA silencing
directed against viral RNA (antiviral RN A silencing)
restricts virus replication and movement (Garcia-
Ruiz et al., 2015). Antiviral defense through RNA
silencing is dependent on sensing and targeting
viral RNA both; in the initially infected cells and
in cells away from the initial site of infection (Ding
and Voinnet, 2007).

Viruses modify the cellular environment to
support their replication and spread (Ivanov
et al., 2014) using mechanisms that include
subversion, transcriptional reprograming and both
RNA silencing induction and suppression (Ding
and Voinnet, 2007; Garcia-Ruiz et al., 2015).
Suppression of RNA silencing is essential for
viruses to replicate, establish infection and move
both cell-to-cell and systemically (Garcia-Ruiz
et al., 2015). A better understanding of the basic
mechanism of endogenous and antiviral RNA
silencing and silencing suppression is important
to explain several phenomena of interest to plant
pathologists, such as virus resistance, virus
movement, host range, tissue-specific distribution
of virus, viral synergism, genetic determinants of
virus resistance, and genetic engineering of plant-
virus resistance.

ROLES OF RNA SILENCING

In eukaryotes, a wide range of biological
processes are regulated through
mechanisms, including development,
formation, and stress responses (Chitwood et al.,
2009). For example, in plants, the abaxial-adaxial
leaf polarity is regulated by siRNA gradients
moving between cells (Chitwood et al., 2009).
ARGONAUTE (AGO) proteins are the catylitic
component of RNA silencing. In association with
siRNA, AGO proteins slice target RNA (Carbonell
et al., 2012; Cuperus et al., 2010; Cuperus et

silencing
organ
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Cuadro 1. Componentes genéticos esenciales del silenciamiento génico con base en combinaciones planta-virus representativas
y agrupadas siguiendo la organizacion gendmica del virus.
Table 1. Core genetic determinants of antiviral silencing for representative plant-pathogen combinations.

Patogeno Hospedero Perfil DCL AGO RDR Referencia

Virus de ARN de cadena positiva

TCV Arabidopsis 22,ND DCL4DCL2 ﬁgg}/ RDR6 Deleris et al., 2006; Qu et al., 2008
GRSPaV Vid 21, (+) ND ND ND Pantaleo et al., 2010
MCMV Maiz 22, (+) ND ND ND Xiaetal., 2016
GFkV Vid 22, (+-) ND ND ND Pantaleo et al., 2010
GRGV Vid 21, (+/-) ND ND ND Pantaleo et al., 2010
PapMV Papaya 21, (+/-) ND ND ND Chavez-Calvillo ez al., 2016
. . DCL4 AGOI RDRI1 Garcia-Ruiz et al., 2010; Garcia-Ruiz
TuMV Arabidopsis 21, (+/-) DCL2 AGO2 RDR6 etal. 2015
AGO10
PRSV Papaya 21, (+/-) ND ND ND Chavez-Calvillo et al., 2016
SCMV Maiz 21, (+/-) ND ND ND Xiaetal., 2016
Virus de ARN de cadena negativa
RSV Arroz 21, (+) ND AGOl  ppR6 Wueral,2015
> AGO18 >

TSWV Tomato 21, (+) ND ND ND Mitter et al., 2013
Virus de ARN bicatenario
OsEV Arroz 21,ND DCL2 ND ND Urayama et al., 2010
RDV Arroz 21, (+) ND AGOl1 RDR6 Hong et al., 2015
Virus de ADN de cadena sencilla
ACMV Yuca 24, ND ND ND ND Akbergenov et al., 2006
CalLCuV Yuca 24, ND ND ND ND Akbergenov et al., 2006
Virus de ADN de cadena doble
CaMV Arabidopsis 21, () DCL4 NS RDR6 Blevins et al., 2006
Viroides
GYSvd Vid 21, (<) ND ND ND Navarro et al., 2009
HSVd Vid 21, (-) ND ND ND Navarro et al., 2009
PSTVd N.b. 21, (4) ND AUOl RDR6  Minoia eral., 2014
ARN satelitales

Y-sat N. b. 22, (+) ND ND ND Shimura et al., 2011

Patégenos. Virus del mosaico de la yuca africana (ACMV), Virus del enrollamiento de la hoja de col (CaLCuV), Virus del mosaico de la coliflor
(CaMV), ARN satelital Y del Virus del mosaico del pepino (Y-sat), Virus de la mancha de la vid (GFkV), Virus asociado al globo de la vid roja
(GRGV), Virus asociado a la picadura del tallo de la vid rupestre (GRSPaV), Viroide 1 del moteado amarillo de la vid (GYSVA), Viroide del enanis-
mo del lupulo (HSVA), Virus del moteado clordtico del maiz (MCMV), Endornavirus del arroz (OsEV), Virus del mosaico de la papaya (PapMV),
Virus de la mancha anular de la papaya (PRSV), Viroide del tuberculo fusiforme de la papa (PSTVd), Virus del enanismo del arroz (RDV), Virus
del rayado del arroz (RSV), Virus del mosaico de la caiia de azicar (SCMV), Virus del bronceado del tomate (TSWV), Virus del encrespado del
nabo (TCV), Virus del mosaico del nabo (TuMV) / Pathogens. African cassava mosaic virus (ACMV), Cabbage leaf curl virus (CaLCuV), Cau-
liflower mosaic virus (CaMV), Cucumber mosaic virus Y satellite RNA (Y-sat), Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine Red Globe associated
virus (GRGV), Grapevine rupestris stem-pitting associated virus (GRSPaV), Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd), Hop stunt viroid (HSVd),
Maize chlorotic mottle virus (MCMV), Oryza sativa endornavirus (OsEV), Papaya mosaic virus (PapMV), Papaya ring spot virus (PRSV), Po-
tato spindle tuber viroid (PSTVd), Rice dwarf virus (RDV), Rice stripe virus (RSV), Sugarcane mosaic virus (SCMV), Tomato spotted wilt virus
(TSWYV), Turnip crinkle virus (TCV), Turnip mosaic virus (TuMV).

Hospederos. Arabidopsis (4rabidopsis thaliana), Yuca (Manihot esculenta), Vid (Vitis vinifera), Maiz (Zea mays), N. b. (Nicotiana benthamiana),
Papaya (Carica papaya), Arroz (Oryza sativa), Tomate (Solanum lycopersicum) / Hosts. Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), Cassava (Manihot
esculenta), Grapevine (Vitis vinifera), Maize (Zea mays), N. b. (Nicotiana benthamiana), Papaya (Carica papaya), Rice (Oryza sativa), Tomato
(Solanum lycopersicum).

Perfil de la poblacién de ARNi derivados del virus. Tamafio en nt de los ARNi mas abundantes derivados de los virus. Las poblaciones fueron
caracterizadas por medio de sequenciacion de nueva generacion, geles de ARN, o ambas. (+): Los ARNi de polaridad positiva son més abundantes
que los de polaridad negativa. (-): Los ANRi de polaridad negativa son mas abundantes que los de polaridad positiva. (+/-): Los ARNi de polaridad
positiva y negativa son igualmente abundantes / Size and polarity. Size (nt) of the most abundant virus-derived siRNAs based on next generation
sequencing, northern blotting, or both. Profile of virus-derived siRNAs determined by next generation sequencing. (+): siRNAs of positive polarity
are more abundant than antisense. (-): siRNAs of negative polarity are more abundant than sense. (+/-): siRNAs of positive and negative polarity
are equally abundant.
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comprension del mecanismo basico del silencia-
miento génico tanto de ARN celular como viral es
importante para explicar varios fendmenos que
interesan a los fitopatologos, tales como la resisten-
cia contra virus, su movimiento, su rango de hos-
pedantes, su distribucion en la planta, el sinergismo
viral, las determinantes genéticas de resistencia a
virus y la ingenieria genética de plantas resistentes
a virus.

FUNCIONES DEL SILENCIAMIENTO
GENICO

En eucariotas varios procesos biologicos, como
el desarrollo, la formacién de organos y las res-
puestas al estrés, son regulados por silenciamien-
to génico (Chitwood et al., 2009). Por ejemplo, en
plantas, la polaridad abaxial-adaxial de las hojas
estd regulada por gradientes de RNAi que se mue-
ven entre células (Chitwood ef al., 2009). Las pro-
teinas ARGONAUTA (AGO) son componentes ca-
taliticos del silenciamiento génico. En asociacion
con RNAI, las proteinas AGO cortan moléculas de
ARN mensajero complementario (el blanco) a los
ARNI (Carbonell et al., 2012; Cuperus et al., 2010;
Cuperus et al., 2011). AGO7 y AGO10 se expresan
especificamente en lo primordios de hojas y en los
tejidos vasculares. AGO7 restringe la actividad del
micro ARN390 (miR390) y dirige un gradiente de
ARN:I del lado adaxial al lado abaxial de las hojas
(Chitwood et al., 2009). El papel antiviral del si-
lenciamiento génico ha sido demostrado en varias
especies de plantas (Cuadro 1) y los ARNi estan
involucrados también en las interacciones entre
plantas y bacterias y entre plantas y hongos (Wei-
berg et al., 2014).

ARN NO CODIFICANTE Y PEQUENOS
ARN INTERFERENTES EN PLANTAS

VOLUMEN 34, NUMERO 3, 2016

al., 2011). AGO7 and AGOI10 are expressed
specifically in the adaxial leaf primordial and in
vascular tissues. AGO7 restricts activity of micro
RNA390 (miR390) and directs a gradient of trans-
acting small interfering RNAs from the adaxial to
the abaxial side of developing leaves (Chitwood et
al., 2009). The antiviral role of RNA silencing has
been demonstrated in many plant species (Table 1),
and regulatory siRNAs are also involved in plant-
bacterial and plant-fungal interactions (Weiberg et
al., 2014).

NON-CODING AND SMALL RNAS IN
PLANTS

Plant genomes encode two kinds of non-coding
RNAs (Figure 1): long non-coding RNAs (IncRNA)
and small regulatory RNAs also called small
interfering RNAs (siRNAs). LncRNAs are formed
by sense or antisense transcription, from introns or
intergenic regions, are longer than 200 nucleotides
(nt) and have been implicated in regulation of
tissue differentiation, reproductive development,
stress response, vernalization, flowering time, and
plant immunity (Shafiq et al., 2016). Plant siRNAs
range in size from 21 to 24 nt and are naturally
expressed as part of the mechanisms of temporal
and spatial gene regulation. Other siRNAs are
produced in response to biotic (viral, bacterial or
fungal infections) or abiotic stress (salt, water,
heat or cold) (Axtell, 2013). Single stranded RNAs
(ssRNA) that form a hairpin structure are precursors
to hairpin small RNAs: microRNAs (miRNAs) and
other siRNAs. Double stranded RNAs (dsRNA)
are the precursors to heterochromatic siRNAs and
secondary siRNAs such as trans-acting siRNAs
and natural antisense transcript-derived siRNAs
(Cuperus et al., 2010). A comprehensive review on
this subject is provided by (Axtell, 2013).
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El genoma de las plantas contiene dos tipos de
ARN no codificantes (Figura 1): ARN largo no co-
dificante (ARNInc) y pequenios ARNs interferentes
(RNAI). Los ARNInc se forman via transcripcion
bipolar y a partir de intrones o regiones intergéni-
cas. Los ARNInc no miden mas de 200 nucledti-
dos (nt) y han sido implicados en la diferenciacion
de tejidos, el desarrollo reproductivo, la respuesta
a estrés, la vernalizacion, el tiempo de floracion y
en la inmunidad de plantas (Shafiq et al., 2016).
Los ARNi miden 21 a 24 nucledtidos (nt) se ex-
presan de manera natural y son parte de los meca-
nismos de regulacion temporal y espacial de genes
mediante silenciamiento génico. Otros ARNi son
producidos en respuesta al estrés bidtico (infec-
ciones virales, bacterianas o fungosas) o abiotico
(estrés salino, hidrico, por calor o por frio) (Ax-
tell, 2013). Los ARN monocatenarios que forman
una estructura doble son precursores de pequefios
ARNi: microARNs (miARNs) y otros ARNi. Los
ARNSs bicatenarios son precursores de ARNi hete-
rocromaticos (ARNi-hc), ARNi antisentido (AR-
Ni-nat) y ARNi secundarios (Figura 1) (Cuperus
et al., 2010). Una revision completa del tema esta
disponible en el articulo de Axtell (Axtell, 2013).

MicroARNs. Los miARNSs juegan papeles criticos
en el desarrollo de organos y tejidos de eucariotas
(Cuperus et al., 2011). En general, los miARNs de
plantas miden 21 nt y son formados por la endonu-
cleasa Dicer-Like 1 (DCL1) a partir de transcritos
formados por la polimerasa II (Cuperus et al.,
2011). En Arabidopsis thaliana, 1a mayoria de los
miARNSs se asocian con AGO1 mientras los demas
miRNAs se asocian con AGO2 0 AGO10 (Cuperus
et al., 2010; Cuperus et al., 2011). Una alta com-
plementaridad entre el miARN y el ARN mensa-
jero guia el corte endonucleolitico del transcrito
por las proteinas AGO y resulta en la degradacion
o la represion de la traduccion del ARN mensajero
(Carbonell et al., 2012). Los miARNs involucrados
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MicroRNAs. MicroRNAs have critical roles
in organ and tissue development of eukaryotes
(Cuperus et al., 2011). Plant miRNAs usually
measure 21 nt and are formed by endonuclease
Dicer-Like I (DCLT1) protein from Pol II-dependent
transcripts (Cuperus et al., 2011). In Arabidopsis
most miRNAs associate with AGO1, and a small
number associate with AGO2 or AGO10 (Cuperus
et al., 2010; Cuperus et al., 2011) to collectively
target at least 250 transcripts. High complementarity
between the miRNA and the target site guides
transcript RNA endonucleolytic cleavage by AGO
proteins and degradation or translational repression
(Carbonell et al., 2012). MicroRNAs involved in
plant development are highly conserved (Cuperus
etal.,2011).

Trans-acting small interfering RNAs (tasiRNA).
TasiRNAs function like miRNAs to repress target
transcripts (Cuperus et al., 2010). During tasiRNA
biogenesis, specific miRNAs in association with
specific AGOs facilitate cleavage of tasiRNA
primary transcripts, and recruit cellular RNA-
dependent RNA polymerase 6 (RDR6) and/or
associated factors to the processed RNA precursor
to dsRNA synthesis. Importantly, only a small
subset of miRNA, most of which associate
with AGOI1, enable RDR6 recruitment. RDR6
recruitment by AGO1-miRNA complexes requires
22 nt long miRNAs, or 21 nt asymmetric duplexes
(Cuperus et al., 2010).

Long siRNAs (IsiRNAs). LsiRNAs are induced by
bacterial infection or some stress conditions. They
are 30 to 40 nucleotides long. Several R genes
involved in resistance to bacteria and fungi are
regulated by IsiRNAs (Padmanabhan et al., 2009).

Virus-activated siRNAs. Infection of Arabidopsis
thaliana with Cucumber mosaic virus (CMV) or
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en el desarrollo estan altamente conservados entre
especies de plantas (Cuperus et al., 2011).

Los ARNs interferentes en trans (ARNtasi). Los
ARNtasi regulan transcritos de la misma manera
que los miARNSs (Cuperus et al., 2010). Durante la
biogénesis de los ARNtasi, miARNs especificos en
asociacion con proteinas AGO facilitan el corte de
los transcritos precursores de ARNtasi y reclutan la
polimerasa-dependiente de ARN niimero 6 (RDR6)
al transcrito para sintetizar ARN bicatenario. So-
lamente algunos miARNSs participan en la biogé-
nesis de RNAi secundarios mediante amplifica-
cion por RDRO6. El reclutamiento de RDR6 por los
complejos AGO1-miARN necesita la presencia de
miARNs que miden 22 nt o de hibridos asimétricos
de miARNs/miRNA* que midan 21 nt (Cuperus et
al., 2010).

ARN largos interferentes (ARNIi). Los ARNIi
son inducidos por infecciones bacterianas u otras
condiciones de estrés. Los ARNIi miden de 30 a 40
nt y regulan varios genes de resistencia a bacterias
y hongos (Padmanabhan et al., 2009).

ARN interferentes activados por virus. En Arabi-
dopsis thaliana, infeccion con el Virus del mosaico
del pepino (CMV) o el Virus del mosaico del nabo
(TuMYV) induce la biogénesis de ARNi derivados
de aproximadamente 1,000 genes celulares via un
mecanismo que depende de la polimerasa-depen-
diente de ARN ntimero I (RDR1). Estos ARNi se
asocian con AGO1 y AGO2 y probablemente mo-
dulan la respuesta a infecciones virales (Cao ef al.,
2014).

ARN interferentes derivados del virus. Plantas
infectadas acumulan ARNi derivados del virus
(ARNiv) que miden de 21 a 24 nt y son formados
por las proteinas Dicer-Like (DCL). Los ARNiv
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Turnip mosaic virus (TuMV) induces the biogenesis
of endogenous siRNAs from approximately 1,000
A. thaliana genes, by a mechanism dependent on
RNA-dependent RNA polymerase 1 (RDRI).
These siRNAs associate with AGO1 and AGO2
and are predicted to modulate host responses to
virus infection (Cao et al., 2014).

Virus-derived siRNAs. Infected plants accumulate
virus-derived siRNAs that are generally 21 to 24 nt
long and are made by Dicer-Like (DCL) proteins.
The most abundant size classes are 21 and 22 nt,
and are made by DCL4 and DCL2, respectively
(Deleris et al., 2006) (Table 1). Virus-derived
siRNAs mediate antiviral defense by inducing
transcriptional
silencing of viruses (Brosseau and Moffett, 2015;
Ceniceros-Ojeda et al., 2016).

and post-transcriptional  gene

ANTIVIRAL RNA SILENCING PATHWAYS

Antiviral RNA silencing is non-cell autonomous,
initiates at the single cell level and spreads cell-
to-cell and long distance through plasmodesmata
and the plant vascular system (Ding and Voinnet,
2007; Molnar et al., 2010). The pathway consists
of four parts: Initiation, targeting, amplification,
and systemic spread (Figure 2). After sensing
viral RNA, siRNAs derived from viral dsSRNA are
made by DCL proteins (Deleris et al., 2006). In the
targeting phase, virus-derived siRNAs associate
with ARGONAUTE (AGO) proteins to form
RNA-induced silencing complexes (RISC) and are
predicted to target viral ssSRNA for endonucleolytic
cleavage or translational repression (Brosseau and
Moffett, 2015). Initial recognition of viral RNA is
necessary but not sufficient to restrict plant virus
infection (Garcia-Ruiz et al., 2010). Restriction of
plant virus infection requires silencing amplification
by cellular RNA-dependent RNA polymerases
(RDRs) (Garcia-Ruiz et al., 2010). After moving
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mas abundantes miden 21 y 22 nt y son formados
por DCL4 y DCL2, respectivamente (Deleris et al.,
2006) (Cuadro 1). Los ARNi derivados del virus
regulan la defensa antiviral mediante la induccion
del silenciamiento génico transcripcional y post-
transcripcional de genes virales (Brosseau and Mo-
ffett, 2015; Ceniceros-Ojeda et al., 2016).

VIAS DEL SILENCIAMIENTO GENICO AN-
TIVIRAL

El silenciamiento génico antiviral inicia en una
célula y se mueve a otras células y a otras partes de
la planta a través de los plasmodesmos y el sistema
vascular (Ding and Voinnet, 2007; Molnar et al.,
2010). La via consiste en cuatro partes: Inicio, de-
gradacion, amplificacion y movimiento sistémico
(Figura 2). Tras detectar el ARN viral, las protei-
nas DCL forman ARNi derivados del ARN bicate-
nario viral (Deleris ef al., 2006). Durante la etapa
de degradacion, los ARNi derivados del virus se
asocian con las proteinas ARGONAUTAS (AGO)
para formar los complejos de silenciamiento indu-
cidos por ARN (RISC) que llevaran a cabo el corte
endonucleolitico de ARN monocatenario viral o la
represion de la traduccion (Brosseau and Moffett,
2015). El reconocimiento inicial del ARN viral es
necesaria pero no es suficiente para restringir la in-
feccion de la planta por el virus (Garcia-Ruiz et al.,
2010). Restriccion de la infeccion viral requiere la
amplificacion del silenciamiento génico median-
te las polimerasas dependientes de ARN (RDRs)
(Garcia-Ruiz et al., 2010). Las RDRs celulares
forman ARN bicatenario viral en células recepto-
ras para amplificar el silenciamiento y establecer
un estado antiviral (Figura 2). Esta amplificacion
contribuye a la especificidad y la fuerza del silen-
ciamiento génico antiviral y es mediada por RDR1
y RDR6 para formar ARNi secundarios derivados
del virus (Cuadro 1). Los virus de ADN expresan
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out of the infected cell, in recipient cells,
endogenous RDRs make viral dsRNA to amplify
the silencing response and establish an antiviral
state (Figure 2). This amplification contributes
to the specificity and strength of antiviral RNA
silencing and is mediated by RDR1 and RDR6 to
form secondary virus-derived siRNAs (Table 1).
DNA viruses express their genes through mRNA.
Silencing is activated at the post-transcriptional
level, resulting in the formation of siRNAs that
guide targeting of viral RNA. Furthermore, virus-
derived siRNAs in association of AGO and RDR
proteins guide methylation of viral DNA, resulting
in transcriptional gene silencing which prevents
virus replication and movement (Raja ef al., 2008;
Buchmann et al., 2009; Ceniceros-Ojeda et al.,
2016).

VIRUS-DERIVED siRNA PROFILES

For a growing number of plant-virus
combinations virus-derived siRNA populations
have been profiled by next generation sequencing
(Table 1). Three kinds of profiles have been
described: sense and antisense strand equally
represented (ambisense), and biased towards the
sense or antisense polarity. For some plant positive-
strand RNA viruses, virus-derived siRNAs of sense
polarity are more abundant than antisense and there
are fragments of the viral genome that accumulate
more virus-derived siRNAs than others (Table 1).
This pattern suggests that positive-strand viral
RNA sequences, or structures, are recognized by
DCL proteins. For most plant-virus combinations,
infected plants accumulate virus-derived siRNAs
from the entire viral genome in nearly equal amounts
for both polarities (Table 1). Interestingly, mutant
plants lacking silencing amplification proteins
RDR1 or RDR6 accumulate reduced amounts of

virus-derived siRNAs, implicating cellular RDRs
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Figura 2. Componentes basicos del silenciamiento génico antiviral en plantas. Proteinas Dicer-like (DCL) cortan ARN bicatenario
viral y forman ARNi primarios que se asocian con proteinas ARGONAUTA (AGO) y guian el silenciamiento de ARN
viral. El corte endonucleolitico de ARN viral activa la amplificacion de silenciamiento génico antiviral y resulta en la
formacion de ARN viral bicatenario por medio de polymerasas celulares dependientes de ARN (RDR) el cual es proce-
sado por DCL y resulta en la formacion de ARNi secundarios derivados del ARN viral. Amplificacion de silenciamiento
génico activa la metilacion de ADN viral, estableciendo silenciamiento génico transcripcional. Los ARNi derivados del
virus se mueven de una célula a otra y de manera sistémica, estableciendo un estado de inmunidad en toda la planta.

Figure 2. Antiviral RNA silencing pathway and basic components in plants. Dicer-like (DCL) proteins cut viral dsSRNA to form
primary virus-derived siRNAs that associate with ARGONAUTE (AGO) proteins and guide targeting of viral RNA. Sli-
cing of viral RNA triggers amplification of antiviral RNA silencing resulting in the formation of viral dsSRNA by cellular
RNA-dependent RNA polymerases (RDR) and processed by DCL to form secondary-virus-derived siRNAs. Silencing
amplification triggers methylation of viral DNA establishing transcriptional silencing. Virus-derived siRNA move cell-
to-cell and systemically to establish a state of antiviral immunity away from the initial infection site.
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sus genes via ARN mensajero. El silenciamiento
génico contra virus de ADN se activa a nivel post-
transcripcional resultando en la formacion de ARNi
que guian la deteccion del ARN viral. Ademas, los
ARNi derivados del virus en asociacion con las
proteinas AGO y RDR guian la metilacion de ADN
viral resultando en el silenciamiento génico trans-
cripcional del minicromosama viral, lo que impide
la replicacion y el movimiento del virus (Raja et
al., 2008; Buchmann et al., 2009; Ceniceros-Ojeda
et al.,2016).

POBLACIONES DE ARN
INTERFERENTES DERIVADOS DE VIRUS

En varias especies de plantas y virus, las po-
blaciones de ARNi derivados de virus han sido
caracterizadas mediante sequenciacion de nueva
generacion (Cuadro 1). Tres tipos de poblaciones
han sido descritos: Poblaciones en las que molécu-
las de cadena positiva y negativa son igualmente
abundantes, y en las que poblaciones de moléculas
de cadena positiva son mas abundantes que molé-
culas de cadena negativa y viceversa. Para algunos
virus fitopatégenos de ARN de cadena positiva,
los ARNi derivados de virus de polaridad positiva
son mas abundantes que los de polaridad negativa
y hay fragmentos del genoma viral que acumulan
mas RNAi que otros (Cuadro 1). Este patrén su-
giere que las secuencias de ARN viral de cadena
positiva, o sus estructuras, son reconocidas por las
proteinas DCL. Para la mayoria de combinaciones
de virus-plantas, las plantas infectadas acumulan
RNAI derivados de virus de la totalidad del geno-
ma viral en cantidades similares para ambas pola-
ridades (Cuadro 1). Resulta muy interesante la ob-
servacion de que las plantas mutantes que carecen
de polimerasas de amplificacion RDR1 o RDR6,
acumulan cantidades reducidas de RNAi derivados
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in their biogenesis (Garcia-Ruiz et al., 2010).

TRIGGERS OF ANTIVIRAL
RNA SILENCING

The nature of the viral RNA that is recognized
by the cell and triggers the antiviral response has
not been determined. Based on several genetic
analyses (Table 1), sources of viral substrates for
DCL are cellular RDR-independent and cellular
RDR-dependent (Figure 2). Viral dsSRNA formed
during silencing amplification is RDR-dependent.
Self-complementary sequences in viral genomic
RNA, viral replication intermediates, and products
of overlapping or bidirectional transcription are
cellular RDR-independent (Ding and Voinnet,
2007). It is widely assumed, that these RNA
populations trigger the antiviral RNA silencing
response and DLC proteins form primary virus-
derived siRNAs (Ding and Voinnet, 2007).
Alternatively, or in addition, viral RNA could be
recognized by translational repressors arrested and
routed to DCL processing or directed to cellular
RDR-dependent dsRNA synthesis (Luo and Chen,
2007). A surveillance mechanism could also be
formed by AGO proteins loaded with endogenous
siRNAs with complementarity to viral RNA to
trigger the antiviral RNA silencing pathway as
described for artificial micro RNAs targeting viral
RNA (Niu et al., 20006).

SMALL  RNAS
IMMUNITY

DIRECT ANTIVIRAL

Virus-derived siRNAs associate with AGO
proteins and are the specificity determinant
guiding translational repression or cleavage of
viral RNA with sequence complementarity to
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de virus, implicando a las RDRs celulares en su
biogénesis (Garcia-Ruiz et al., 2010).

ACTIVACION DE SILENCIAMIENTO
GENICO ANTIVIRAL

La naturaleza del RNA viral que es reconocido
por la célula y que activa el silenciamiento génico
antiviral no se ha identificado. Con base en varios
analisis genéticos (Cuadro 1), las fuentes de subs-
tratos virales para las proteinas DCL se puede divi-
dir en dos grupos: Dependientes o independientes
de las RDR celulares (Figura 2). Los RNA bica-
tenarios virales formados durante la amplificacion
de silenciamiento génico son dependientes de RDR
celulares. Las secuencias auto-complementarias en
el ARN gendmico viral, productos intermedios de
la replicacion viral y los productos de transcripcion
bidireccional son independientes de RDR celulares
(Ding y Voinnet, 2007). En general se asume, que
estas poblaciones de ARN activan el silenciamiento
génico antiviral y las proteinas DLC forman ARNi
primarios derivados de virus (Ding y Voinnet,
2007). Alternativamente, o ademas, el ARN viral
podria ser reconocido por represores de traduccion
que envian el ARN viral para ser procesado por
proteinas DCL, o dirigidos a la sintesis de ARN bi-
catenario por RDR celulares (Luo y Chen, 2007).
Un mecanismo de vigilancia también podria estar
formado por proteinas AGO cargadas con ARNAi
celulares con complementariedad al ARN viral y
activar silenciamiento génico antiviral como suce-
de con los microARNSs artificiales dirigidos contra
ARN viral (Niu et al., 2000).

INMUNIDAD ANTIVIRAL DIRIGIDA
POR ARN INTERFERENTE

Los ARNi derivados de virus y que se asocian
con proteinas AGO determinan la especificidad
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the siRNA (Schuck et al., 2013). In a variation
of the pathway targeting DNA viruses, silencing
complexes formed by virus-derived siRNAs and
AGO4 direct methylation of viral DNA to prevent
transcription (Raja et al., 2008). The end result
is the establishment of a virus resistant state that
inhibits virus replication and movement. Several
phenomena in plant-virus interactions involve
gene silencing such as cross protection, symptom
recovery, synergism, and non-host resistance.

Cross protection occurs when infection by a
mild virus strain prevents subsequent infection
by a second virus of the same or closely related
species (Kung ef al., 2014). Although not all cross-
protection cases are explained, according to the
antiviral RNA silencing model, siRNAs-derived
from the mild virus strain directs targeting of
viruses with sequence similarity, thus creating a
state of immunity (Kung et al., 2014). Symptom
recovery has been described for several plant-
virus combinations. Infected plants accumulate
high virus titers and develop visible symptoms.
However, the upper leaves of those plants contain
low virus titters and do not develop symptoms.
Virus-derived siRNAs formed in the lower part
of the plant move systemically to the meristem
to direct viral RNA targeting and prevent virus
invasion of the meristem. Leaves formed after that
harbor virus-derived siRNAs that mediate virus
downregulation (Ma et al., 2015).

Viral synergism occurs when co-infection by
two viruses results in disease with more severe
symptoms than single virus infection (Xia et al.,
2016). Most documented cases of viral synergism
involve viruses in the Potyvirus genus and depend
on silencing suppressors HC-Pro or P1 (Chavez-
Calvillo et al., 2016; Xia et al., 2016). Potyviral
HC-Pro binds both endogenous and virus-derived
siRNAs (Garcia-Ruiz et al., 2015). Based on
the silencing model (Figure 2), potyviral RNA
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del silenciamiento génico antiviral guiando repre-
sion de la traduccion o el corte endonucleolitico
de ARN viral con complementariedad a los ARNis
(Schuck et al., 2013). En una variacion del sistema,
en el caso de virus de ADN, los complejos de silen-
ciamiento formados por ARNi derivados de virus
y AGO4 guian la metilacion de ADN viral, lo cual
bloquea la transcripcion (Raja et al., 2008). El re-
sultado final es el establecimiento de un estado de
resistencia viral que inhibe la replicacion y movi-
miento virus.

En las interacciones virus-plantas, varios feno-
menos pueden ser explicados con base en silencia-
miento génico antiviral, tales como la proteccion
cruzada, recuperacion de sintomas, sinergismo y la
resistencia de no hospedantes. La proteccion cru-
zada ocurre cuando la infeccién por una cepa de
virus previene la infeccion posterior por un segun-
do virus de la misma especie o de una especie estre-
chamente relacionada (Kung et al., 2014). Aunque
no todos los casos de proteccion cruzada se han
explicado, de acuerdo con el modelo de silencia-
miento génico antiviral, los ARNAIi derivados del
virus que causa la primera infeccion dirigen el cor-
te o represion de la traduccion de virus similares al
intentar establecer una segunda infeccion, creando
asi un estado de inmunidad (Kung et al., 2014). La
recuperacion de los sintomas se ha descrito para
varias combinaciones de virus-planta. Las plan-
tas infectadas acumulan altos cantidades de virus
y desarrollan sintomas visibles. Sin embargo, las
hojas superiores de dichas plantas contienen bajas
cantidades de virus y no desarrollan sintomas. Los
ARNI derivados del virus y formados en la parte
inferior de la planta se mueven sistémicamente al
meristemo para guiar el corte o represion de la tra-
duccion de ARN viral lo cual evita la invasion del
meristemo por el virus. Las hojas formadas des-
pués de estos eventos acumulan bajas cantidades
de virus y no presentan sintomas (Ma et al., 2015).
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silencing suppressors bind siRNAs derived from
co-infecting viruses, preventing targeting of viral
RNA and resulting in severe symptoms and higher
accumulation of the non-potyvirus (Xia et al.,
2016).

Several mechanisms explain non-hostresistance,
such as antiviral RNA silencing, host genetic
determinants of viral RNA translation, replication
or movement (Ivanov et al., 2014). Viral RNA
targeting by endogenous siRNAs or virus activated
siRNAs supports non-host resistance (Ding and
Voinnet, 2007).

SUPPRESSION OF RNA SILENCING BY
VIRUSES

In order to replicate and move cell-to-cell and
systemically, plant viruses must protect themselves
from antiviral defense responses. At least two
mechanisms have been described: evasion and
suppression of RNA silencing. Positive-strand RNA
viruses replicate in membrane bound compartments
that sequester replication intermediates. Negative-
strand RNA viruses and dsRNA viruses replicate
in the nucleus or in enveloped vesicles. These
structures might prevent access to viral dsRNA
by the RNA silencing machinery (Laliberte and
Sanfacon, 2010).

Most plant and some insect viruses encode
silencing suppressors that inactivate RNA silencing
by multiple mechanisms such as inhibition of
siRNA biogenesis, sequestration of virus-derived
siRNAs, triggering degradation of AGO or DCL
proteins, and blocking RNA silencing amplification
(Table 2). Virus-encoded silencing suppressors also
bind cellular miRNAs and other siRNAs. Similarly
effects on AGO, DCL, RDR and their accessory
proteins affects biogenesis and activity of cellular
miRNAs and siRNAs (Chapman et al., 2004).
Gene silencing regulates plant development. Thus,
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El sinergismo viral se produce cuando una in-
feccion simultanea por dos virus resulta en una
enfermedad con sintomas mas severos que infec-
cién por un solo virus (Xia et al., 2016). La mayor
parte de los casos documentados de sinergismo in-
cluyen a los virus del género Potyvirus y depen-
den de los supresores de silenciamiento HC-Pro o
P1 (Chavez-Calvillo et al, 2016; Xia et al., 2016).
El supresor HC-Pro se asocia tanto con los ARNi
celulares como con los ARNi derivados de virus
(Garcia-Ruiz et al., 2015). Basado en el modelo de
silenciamiento génico (Figura 2), los supresores del
silenciamiento génico se unen a los ARNAI deriva-
dos de ambos virus presentes en la misma planta,
bloqueando tanto el silenciamiento génico antiviral
como el silenciamiento de genes celulares, lo cual
resulta en sintomas severos, asi como en mayor
acumulacion de los virus que acompaian al potyvi-
rus (Xia et al., 2016).

Varios mecanismos que explican la resistencia
de no hospedante, tales como silenciamiento géni-
co antiviral y determinantes genéticos del hospe-
dante necesarios para la replicacion o movimiento
de virus (Ivanov et al., 2014). Silenciamiento géni-
co antiviral dirigido por ARNi celulares o activa-
dos por infecciones virales pueden ser responsables
de la resistencia de no hospedante (Ding y Voinnet,
2007).

SUPRESION DE SILENCIAMIENTO
GENICO POR VIRUS

Con el fin de replicarse y moverse de célula a
célula y sistémicamente, los virus de plantas deben
protegerse de las respuestas de defensa antivirales,
incluyendo el silenciamiento génico. Se han des-
crito al menos dos mecanismos: la evasion y la
supresion de silenciamiento génico. Los virus de
ARN de cadena positiva se replican en vesiculas
membranosas que contienen ARN bicatenario que
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perturbation of silencing pathways leads to changes
in host gene expression and is, at least in part,
responsible for symptom development (Chapman
et al., 2004). Because antiviral silencing results
in methylation of DNA virus minichromosomes,
geminiviruses encode suppressor proteins that
interfere with DNA methylation (Table 2).

GENETIC ENGINEERING OF VIRUS
RESISTANCE

For some plant-virus combinations, sources of
natural genetic resistance have been identified and
introduced by breeding into commercial cultivars.
However, for most plant-virus combinations,
natural genetic resistance has not been identified
(Mehta et al., 2013; Cruz et al., 2014). Several
RNA silencing-based approaches have been used to
engineer virus resistance in plants using transgenes
that express dsRNA, single stranded sense or
antisense RNA, artificial miRNA (amiRNAs),
or tasiRNAs (Figure 3 and Table 3). Sequences
derived from the virus are integrated into DNA
cassettes under control of constitutive or tissue-
specific promoter. The transcript forms dsRNA
processed into siRNAs that program targeting of
viral RNA, creating a state of immunity.

These plants display a phenotype that varies
from immunity to tolerance. The most targeted
areas are the viral coat protein, the viral RNA-
dependent RNA polymerase, silencing suppressor,
or the geminiviral replication initiation site (Table
3).

Clustered  regularly
palindromic repeats (CRISPR) are segments
of bacterial DNA containing short repetitions
separated by a spacer sequence. CRISPR are

interspaced  short

bacteriophage virus, or plasmid DNA, integrated
into the bacterial genome, and are processed by
Cas nucleases into small RNA guides. Nuclease
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se forma durante la replicacion. Los virus de ARN
de cadena negativa y los virus de ARN bicatenario
se replican en el nucleo o en vesiculas membranosas.
Estas estructuras pueden proteger el ARN viral
del silenciamiento génico (Laliberté y Sanfacon,
2010).

El genoma de la mayoria de los virus de plan-
tas y algunos virus de insectos codifica supresores
que inactivan el silenciamiento génico mediante
multiples mecanismos, tales como la inhibicion de
la biogénesis de los ARNi, asociacion con ARNi
derivados de virus, degradacion de proteinas AGO
y DCL, o bloqueando la amplificacion del silencia-
miento (Cuadro 2). Los supresores virales de silen-
ciamiento génico también se asocian con miAR-
NAs y otros ARNi celulares. Del mismo modo,
efectos sobre AGO, DCL, RDR y sus proteinas
accesorias afecta la biogénesis y la actividad de los
miARNs y ARNi celulares (Chapman ef al., 2004).
El silenciamiento génico regula el desarrollo de
plantas. Por lo tanto, la perturbacion de las rutas
de silenciamiento génico conduce a cambios en la
expresion génica del hospedante y es, al menos en
parte, responsable del desarrollo de sintomas visi-
bles en plantas infectadas por virus (Chapman et
al., 2004). Dado que el silenciamiento génico an-
tiviral resulta en la metilacion de minicromosomas
de virus de ADN, los geminivirus codifican protei-
nas supresoras que interfieren con la metilacion del
ADN (Cuadro 2).

INGENIERIA GENETICA DE
RESISTENCIA A VIRUS

Para algunas combinaciones de virus-planta,
fuentes de resistencia genética se han identificado e
introducido mediante mejoramiento en variedades
comerciales. Sin embargo, para muchas combina-
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Cas9 associates with guide RNAs and specifically
cuts DNA with sequence complementarity to
the guide RNA. Interestingly, this specific RNA-
guided DNA-nuclese provides antiviral immunity
in bacteria (Horvath and Barrangou, 2010). This
system has been adapted to design the most
powerful genome editing tool available today with
endless applications in functional genomics of
eukaryotes, including humans, insects, nematodes,
fungi, and plants (Ali et al., 2015). The CRISPER/
Cas9 system has recently been used to design
antiviral resistance against geminiviruses (Table
4) and will be part of current efforts to identify
or validate plant susceptibility genes, leading to
genetic engineering of antiviral resistance without
transgenes.

FUTURE CHALLENGES

Research efforts are currently focused on the
identification of additional genetic components,
identification and characterization of silencing
suppressor proteins, and RNAs. Basic mechanisms
expected to be elucidated in the near future
include initial sensing of viral RNA by the cell,
genetic determinants and mechanism of silencing
amplification, downregulation of viral RNA by
cleavage or translational repression, and the
roles of virus-derived siRNAs in transcriptional
reprograming of infected cells. A challenge for
plant pathologists is to translate basic knowledge
into practical applications.
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Cuadro 2. Ejemplos representativos de proteinas virales supresoras de silenciamiento génico organizados con base en su mecanis-

mo de actividad.

Tabla 2. Representative virus-encoded gene silencing suppressors.

Virus Supresor  Mecanismo

Otras funciones Referencias

Asociacion con ARNi pequeiios

Movimiento del virus, desarrollo

Potyvirus HC-Pro ARNI de cadena doble o de los sintomas, determinante de Garcia-Ruiz et al., 2015
sencilla L
patogenicidad
Movimiento del virus, desarrollo
TBSV P19 ARNI de cadena doble de los sintomas, determinante de Chapman et al., 2004
patogenicidad
BYV P21 ARNI de cadena doble Requerido para la replicacion Chapman et al., 2004
RDV PNS10  ARNI de cadena doble ND Renet al., 2010

Asociacion con ARN bicatenario largo

Formacion de viriones

TCV P38 CP  ARN bicatenario

Movimiento de virus

Degradacion o inhibiciéon de AGO

Merai et al., 2006

CMV 2b ‘:ggi Movimiento de virus Zhang et al., 2006

ToRSV CP AGO1 Formacion de viriones Karran and Sanfacon, 2014
AGO1 Formacion de viriones

TCV P38 CP AGO2 Movimiento de virus Azevedo et al., 2010

Inhibiciéon de DCL

RYMV Pl DCL4 Patogénesis, desarrollo de sintomas Lacombe et al., 2010

TCV P38 CP DCL2 Formacién de viriones Azevedo et al., 2010

Movimiento de virus

Inhibicion de la amplificacién de silenciamiento
Reduccion de la expresion

RDV PNS10 de RDR6 ND Ren et al., 2010
Interferencia con la metilacion de ADN

TGMV AL2 Inhibicion de la quinasa de o

BCTV L2 adenosina Patogénesis Buchmann et al., 2009
ARN disfrazados

CaMV Traduccion lider Sobrecarga de DCL Traduccién y transcripcion reversa Blevins et al., 2011

de 35S ARN

Virus. Virus del rizado de la remolacha azucarera (BCTV), Virus del amarillamiento de la remolacha azucarera (BYV), Virus
del mosaico de la coliflor (CaMV), Virus del mosaico del pepino (CMV), Phytoreovirus del enanismo del arroz (RDV), Virus del
moteado amarillo del arroz (RYMV), Virus del enanismo arbustivo del tomate (TBSV), Virus mosaico dorado del tomate (TGMV),
Virus de la mancha anular del tomate (ToRSV), Virus del encrespado del nabo (TCV) / Viruses. Beet curly top virus (BCTV),
Beet yellows virus (BYV), Cauliflower mosaic virus (CaMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Rice dwarf phytoreovirus (RDV),
Rice yellow mottle virus (RYMV), Tomato bushy stunt virus (TBSV), Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato ringspot virus

(ToRSV), Turnip crinkle virus (TCV).

ciones de planta-virus, resistencia genética natural
no ha sido identificada (Mehta ef al., 2013; Cruz
et al., 2014). Varios enfoques basados en el
silenciamiento génico se han utilizado para obte-
ner resistencia a virus en plantas utilizando transge-

VOLUMEN 34, NUMERO 3, 2016

nes que expresan ARN bicatenario, ARN monoca-
tenario de cadena positiva o negativa, microARNs
artificiales, o ARN interferentes en trans artificiales
(Figura 3 y Cuadro 3). Las secuencias derivadas
del virus se integran en cassettes de ADN bajo el
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A Resistencia contra ARN viral

Disefno de transgenes ARNi

B Resistencia contra ADN viral

inmunizadores

son ) “o0) —» amr—
bicatenario

{ pcl) —» E =
ARN de : .

cadena positiva

E 009 — E —
Micro ARN artificial -

Cassette =
de ADN * ARN guia

Asociacion de
Cas9 con
ARN guia

‘ I
ARNi en trans DCU o —
artificiales . Pr—
i Identificacién
v de ADN viral
Asociacion de
proteinas AGO
con ARNi
Corte l
endonucleolitico ] Casy cor_ta
- 3 el ADN viral
.. g AGO
represion de -
la traduccion
de ARN viral l
Replicacion Replicacion
de ARN viral de ADN viral
es bloqueada es bloqueada

Figura 3. Ingenieria genética de resistencia antiviral en plantas por medio de silenciamiento génico o edicion del genoma. A.
Produccion de ARNi inmunizadores activada por transgenes de origen viral que forma ARN bicatenario y es procesado
por proteinas DCL. B. Disefio de resistencia antiviral contra virus de ADN usando el sistema CRISPR/Cas9. La proteina
Cas9 se asocia con ARN guia (20 a 24 nt) y de manera especifica corta ADN, evitando la replicacion de virus de ADN.

Figure 3. Genetic engineering of antiviral immunity in plants by RNA silencing or DNA editing. A. Production of immunizing
antiviral siRNAs is triggered by transgenes of viral origin forming dsSRNA processed by Dicer-like proteins (DCL). B.
Design of antiviral resistance against DNA viruses using the CRISPR/Cas9 system. Cas9 protein associates with the
guide RNA (20 to 24 nt) to specifically cut DNA targets, preventing DNA replication.

control de un promotor constitutivo o especifico
de algtn tejido. El transcrito forma ARN bicatena-
rio que es procesado por proteinas DCL formando
ARNi que programan el corte o represion de tra-
duccion de RNA viral. Estas plantas muestran un

VOLUMEN 34, NUMERO 3, 2016

fenotipo que varia de inmunidad a tolerancia. Las
fragmentos virales mas usados son la proteina de
la capside viral, la replicasa, los supresores de
silenciamiento, o el sitio de iniciacion de la repli-
cacion en geminivirus (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Ejemplos representativos de plantas resistentes a virus desarrolladas mediante silenciamiento génico o edicion del
genoma. Los ejemplos estan agrupados con base en el disefio del transgen.
Table 3. Representative virus resistant plants developed by RNA silencing or genome editing approaches.

Especies Resistencia a Silenciamiento de Fase Referencias

ARN de cadena positiva

Tomate ™V Proteina de la capside Experimental Abel et al., 1986

Papaya PRSV Proteina de la capside Comercial Fitch et al., 1993

Tabaco TEV Proteina de la capside Experimental Lindbo et al., 1993

Calabacita ZYMV y WMV Proteina de la capside Comercial Fuchs and Gonsalves, 1995

ARN de cadena positiva y negativa

Tomato ToRV Proteina de la capside Experimental Yepes et al., 1996

ARN bicatenario

Frijol comun BGMV AC1 Experimental Bonfim et al., 2007

Arroz RGSV Nucle'ocap31de - Experimental Shimizu ef al., 2013
Proteina de movimiento

Ciruela PPV clFiso4E * Experimental Wang et al., 2013

ARN que forma una horquilla

Ciruela PPV 5’ UTR-P1 Experimental Di Nicola-Negri et al., 2010

Trigo WSMV Proteina de la capside Experimental Cruzetal., 2014

miARN artificiales

Arabidopsis iﬁﬁ%v P69, HC-PRO Experimental Niu et al., 2006

Yuca africana CBSV P,l ’ Nlb’ y proteina de la Experimental Wagaba et al., 2016
capside

ARNtasi

Tomate ToLCNDV AC2 and AC4 Experimental Singh et al., 2015

Tabaco ToLCNDV AC2 and ACS Experimental Singh et al., 2015

CRISR/Cas9

Arabidopsis TuMV eiFiso4E* Experimental Pyott et al., 2016

Complejo de Sitio de inicio de la
Algodon enfermedades del replicacion, replicasa, proteina Experimental Igbal et al., 2016

enrollamiento de la hoja de la cubierta

Virus. Virus del mosaico dorado del frijol (BGMV), Virus del rayado marrén de la yuca africana (CBSV), Virus del mosaico del pepino (CMV),
Virus de la mancha anular de la papaya (PRSV), Virus de la sharka de la ciruela (PPV), Virus del enanismo del arroz (RGSV), Virus del grabado
del tabaco (TEV), Virus del mosaico del tabaco (TMV), Virus de Nueva Delhi del rizado de la hoja del tomate (TOLCNDV), Virus de la mancha
anular del tomate (ToRV), Virus del mosaico del nabo (TuMV), Virus del mosaico amarillo del nabo (TuYMV), Virus del mosaico de la sandia
(WMV), Virus del mosaico estriado del trigo (WSMV), Virus del mosaico amarillo de la calabaza (ZYMV).

Complejo de enfermedades del enrollamiento de la hoja del algodon: Virus del enrollamiento de la hoja de algodon de Alabad (CLCuAlV), Vi-
rus del enrollamiento de la hoja de algodon de Bangalore (CLCuBaV), Virus del enrollamiento de la hoja de algodon de Kokhran (CLCuKoV),
CLCuKoV-Bu(cepa de Burewala), Virus del enrollamiento de la hoja del algodon de Multan (CLCuMuV) y Virus del enrollamiento de la hoja

del algodén (CLCuRaV) / Viruses. Bean golden mosaic virus (BGMV), Cassava brown streak virus (CBSV), Cucumber mosaic vi-
rus (CMV), Papaya ring spot virus (PRSV), Plum pox virus (PPV), Rice grassy stunt Virus (RGSV), Tobacco etch virus (TEV),
Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV), Tomato ringspot virus (ToRV), Turnip mosaic virus
(TuMV), Turnip yellow mosaic virus (TuYMV), Watermelon mosaic virus (WMV), Wheat streak mosaic virus (WSMV), Zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV).

Cotton leaf curl disease complex. Cotton leaf curl Alabad virus (CLCuAlV), Cotton leaf curl Bangalore virus (CLCuBaV), Cotton
leaf curl Kokhran virus (CLCuKoV), CLCuKoV-Bu(Burewala strain), Cotton leaf curl Multan virus (CLCuMuV) and Cotton leaf

curl Rajasthan virus (CLCuRaV).
Hospederos. Arabidopsis (4rabidopsis thaliana), Yuca africana (Manihot esculenta), Frijol comun (Phaseolus vulgaris), Algodon (Gossypium
hirsutum), Papaya (Carica papaya), Ciruela (Prunus spp), Arroz (Oryza sativa), Calabacita (Cucurbita pepo), Tabaco (Nicotiana tabacum), Tomate

(Solanum lycopersicum), Trigo (Triticum aestivum L.) / Hosts. Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), Cassava (Manihot esculenta), com-
mon bean (Phaseolus vulgaris), Cotton (Gossypium hirsutum), Papaya (Carica papaya), Plum (Prunus spp), Rice (Oryza sativa),
Squash (Cucurbita pepo), Tobacco (Nicotiana tabacum), Tomato (Solanum lycopersicum), Wheat (Triticum aestivum L.).

Gene silenciado. Nombre de los genes virales o de la planta (*) sometidos a silenciamiento génico o edicion del genoma / Target gene. Name of
the viral or host genes (*) targeted for silencing or genome editing.
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Las repeticiones palindromicas cortas agrupa-
das y regularmente interespaciadas (CRISPR) son
segmentos de ADN bacteriano que contienen
repeticiones cortas separadas por una secuencia
espaciadora. Los CRISPR se derivan de virus bac-
teriofagos, o plasmido de ADN, integrado en el ge-
noma bacteriano, y son procesados por nucleasas
Cas para formar guias de ARN pequeiio. La nu-
cleasa Cas9 se asocia con RNAs guia y especifi-
camente corta ADN con secuencia complementaria
al ARN guia. Este sistema proporciona inmunidad
antiviral en bacterias (Horvath y Barrangou, 2010)
y ha sido adaptado para disefar la herramienta de
edicion de genomas mas poderosa y disponible en
la actualidad con un sin fin de aplicaciones en la
genomica funcional de eucariotas, incluyendo hu-
manos, insectos, nematodos, hongos y plantas (Ali
et al., 2015). El sistema CRISPR/Cas9 se ha utili-
zado recientemente para disefiar resistencia antivi-
ral contra geminivirus (Cuadro 3) y sera parte de
los esfuerzos actuales para identificar o validar los
genes de susceptibilidad en plantas, dirigiendo la
ingenieria genética de resistencia antiviral sin ne-
cesidad de hacer plantas transgénicas.

RETOS FUTUROS

Los esfuerzos de investigacion se centran ac-
tualmente en la identificacién de los componentes
genéticos del sistema de silenciamiento génico,
asi como en la identificacion y caracterizacion
de ARNs y proteinas virales supresoras de silen-
ciamiento. Se espera que en un futuro cercano se
definan los mecanismos basicos responsables de
la deteccion inicial de ARN viral por la célula, los
determinantes genéticos y el mecanismo de ampli-
ficacidn del silenciamiento génico, corte y degrada-
cion o represion de traduccion de ARN viral, y los
roles de los ARNi derivados de virus en la repro-
gramacion transcripcional de las células infectadas.

VOLUMEN 34, NUMERO 3, 2016

Un reto especial para los fitopatologos es traducir
el conocimiento basico en aplicaciones practicas.
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