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RESUMEN: La interferencia de ARN (RNAI por sus siglas en inglés)
es un mecanismo de regulacién de la expresion de genes que
se descubrié hace menos de 20 afios. Este proceso se encuentra
en varias especies eucariofas, con excepcion de las més primitivas
y se puede usar para mejorar plantas. Esta revisién se enfoca
sobre los usos y el mecanismo de la RNAI, y considera también
algunos retos de la aplicacién de este mecanismo.
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ABSTRACT:  RNA inferference (RNAI) is a mechanism for the
regulation of gene expression that was discovered less than 20
years ago. This process is found in most of eukaryotes species
except for the most primitive ones and can be used to improve
crop species. This review focuses on the uses and the molecular
pathway of RNAi. We also consider some challenges in the
application of RNAJ in crop species.
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Introduccion

La inferferencia de ARN fue observada accidentalmente en 1990
luego de experimentos disefiados para incrementar la produccién
de antocianina en petunias. Se esperaba que la sobreexpresion
del gen de la sintasa de calcona resultara en flores més oscuras.
Sin embargo, el fenotipo opuesto fue observado cuando la
expresion del gen se redujo. A esto se le denominé una “co-
supresion” del gen introducido arfificialmente y del gen del
hospedero.

El misterio detrds de la RNA se logré comprender luego del
trabajo de Fire et al en 1998. En dicho estudio, Caenorhabditis
elegans, un nematodo modelo, fue expuesto a ARN de una
hebra o dos hebras (ssRNA y dsRNA, por sus siglas en inglés,

respectivamente), para estudiar su efecto en la expresidn génica.
Ambas moléculas redujeron la expresién génica, pero el dsRNA
fue mds efectivo, resultando en silenciamiento completo.

Las vias de RNAi son complejas pero ofrecen gran potencial
para el control artificial de la expresién génica. El silenciamiento
génico puede ser usado en varias rutas y aplicado mediante
diferentes técnicas de transformacion. La agricultura es uno de
los campos que se ha beneficiado de la RNA de varias formas.
El cuadro uno resume el mecanismo de la RNAI.

Existen varias técnicas para transformar plantas

Las plantas pueden ser transformadas de forma estable para
presentar rasgos deseables. Una técnica comin para
transformacién estable es el uso de Agrobacterium tumefaciens
transformado con un plésmido Ti modificado, conteniendo la
secuencia de ADN de interés. (revisado por Anami et al, 2013).
Agrobacterium es una bacteria que infecta e induce tumores en
plantas. La bacteria transfiere el ADN dentro de su plésmido al
genoma de la planta para inducir la produccién de nutrientes
por la célula vegetal. Esta técnica ha sido aplicada para
transformar fomate, arroz, maiz y ofras especies como el algodén.

En la planta modelo, Arabidopsis thaliana, se ha desarrollado
la transformacion sumergiendo las flores en un cultivo de la
bacteria segin Clough and Bent en 1998. Sin embargo, la
técnica es de baja eficiencia y, a excepcién del trigo, no ha sido
aplicada en la mayoria de especies agricolas, las cuales producen
menos semillas.

Agrobacterium tumefaciens permite la transformacién de una
gran gama de especies, pero requiere de tiempo y no estd
adaptada para expresién temporal de transgenes. Para resolver
el problema, Klein y colegas exitosamente usaron bombardeo
de particulas, conocido como biolistica, para transformar maiz
(Klein et al, 1988). Esta técnica usa particulas de tungsteno u
oro recubiertas de ADN que es inserfado mecénicamente en las
células de las plantas por medio de proyeccién de particulas a
alta velocidad. Esta técnica permite la seleccion de un tejido de
plantas para su transformacién (e.g. hojas), y toma solo unos
segundos para transferir el ADN dentro de las células.
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Agrobacterium rhizogenes es otra especie que afecta las raices
y no induce tumores en los fallos. Se ha usado en la investigacién
para generar plantas compuestas que tienen tallos no
transformados pero generan algunas raices transformadas. El
amplio rango de hospederos de esta bacteria le hace un
instrumento 0til para inducir expresién génica no estable o
silenciamiento. La transformacién de raices no requiere cultivo
de tejidos previo a la infeccion.

Tenllado y colegas desarrollaron una técnica de transformacion
temporal que induce resistencia a virus en el tabaco a partir de
extractos bacterianos. Los autores usaron una cepa de Escherichia
coli con mutacién en ARNasa Ill para inducir produccién biolégica
de dsRNA contra dos virus de plantas, Pepper mild mottle virus
y Plum pox virus. Utilizando un método sencillo de aspersién de
lisados bacterianos, se indujo resistencia a los virus. Sin embargo,
esta técnica estd limitada en el tiempo, ya que la resistencia se
perdié luego de siete dias (Tenllado et al, 2003). Ver Cuadro 1.

Usos de RNAi en agricultura

La RNAI se ha aplicado en varias especies agricolas para
investigar funciones de genes y como un instrumento para
mejorar la calidad y produccién. Se han evaluado diversos
disefios de RNAI. El silenciamiento mejoré en una gran gama
de especies al insertar un infrén en medio de secuencias sentido
y anti-sentido.

Uno de los principales usos de RNA es la introduccion de
resistencia a patégenos en especies agricolas. La RNAI se ha
utilizado para silenciar el moho polvoriento Blumeria graminis
e inducir resistencia en trigo. Se propuso que las moléculas de
dsRNA fueran tranferidas al hongo de las células vegetales para
inducir silenciamiento. Sin embargo, esta estrategia puede no
ser aplicable a todos los hongos dado que algunos no cuentan
con mecanismos de RNAI. Un estudio por Rodriguez-Negrete
y colegas en 2009 mostré que plantas infectadas con el
geminivirus de ADN, Pepper golden mosaic virus, se recuperan
usando dos mecanismos de silenciamiento de forma natural.
Este mecanismo podria ser usado en especies que muestran
alta suceptibilidad a viruses. Bucher y colegas en 2006 indujeron
silenciamiento contra cuatro Tospovirus fusionando las secuencias
homélogas de la misma regién para producir un dsRNA de 600
nucléotidos. Hasta el 81% de las plantas evaluadas resistieron
los cuatro virus de forma individual o simulténea.

La produccién de dsRNA por plantas puede ser usada para el
control de insectos. Baum y colegas han producido variedades
de maiz transgénico que expresan dsRNA contra genes de la
plaga Diabrofica virgifera. La micro-inyeccién de dsRNA produce
silenciamiento que lleva a muerte o efectos en desarrollo en
muchas especies de insectos y se puede utilizar para tamizar
posibles blancos para su control (Baum et al, 2007). Por ejemplo,
el silenciamiento del gen hemolina resulté en malformaciones
de embriones y reduccién de poblaciones de Hyalophora cecropia.

La RNAi se ha usado exitosamente para control de nematodos
que afectan raices. Al tranformar plantas para producir dsRNA
contra el gen 16D10, se inhibié la produccién de nédulos de
rafz que mantienen el crecimiento de los nematodos. Dada la
conservacion del gen, esfa estrategia permitié resistencia contra
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varias especies de nematodos en Arabidopsis thaliana (Huang
et al, 2006).

Otro uso prometedor de la RNAI en agricultura es el silenciamiento
de genes involucrados en metabolismo de antinutrientes en
especies poco cultivadas. Esta especies no son usadas porque
poseen propiedades no deseadas, como altas dosis de uno o
varios antinutrientes. Sin embargo, tienen alto potencial nutricional
y podrian representar fuentes nutricionales alternativas en pafses
en donde las especies tradicionales no son fécilmente cultivadas.
El arroz se usa no solo para humanos sino también para alimento
de animales. Sin embargo, la mayorfa de estos no pueden
absorber los nutrientes presentes en el arroz dada la alta
concentracién de dcido fitico (InsP6) presente en la semilla antes
de germinar. El dcido fitico quela los nutrientes formando fitato,
el cual atrapa los nutrientes y es degradado solo con la fitasa,
ausente en animales monogdstricos. Por ello, se ha evaluado
la reduccién de su concentracién para incrementar la
biodisponibilidad de los nutrientes a los animales.

La RNAi ha generado arroz bajo en fitato. Sin embargo, este
mostré niveles bajos de mio-inositol, resultando en una mayor
sensibilidad al 4cido abcisico y reduccién de 4cido ascorbico
(vitamina C). Sin embargo, un arroz bajo en fitatos fue producido
al silenciar el gen IPK1, involucrado en la ltima etapa de
biosintesis de dcido fitico (Al et al, 2013). En el fruto del tomate,
Davutuluri y colegas lograron incrementar los contenidos de
flavonoides y carotenoides luego de silenciar el gen DET1
(Davuluri et al, 2005). Al usar promotores que se expresan solo
en el fruto, lograron dirigir la expresién de las secuencias de
dsRNA sin afectar las plantas. En Brassica napus, una estrategia
similar se usé para incrementar el contenido carotenoide. Al
silenciar el gen €-CYC, se modificé la ruta de sintesis de
carotenoides a la ruta B-caroteno, incrementando la produccién
de B-caroteno, zeaxanting, y violaxantina (Yu et al, 2008).

Efectos indeseables y problemas del uso de RNAi

Las aplicaciones de RNAI muestran eficiencia variable y no
siempre producen el resultado deseado. Varios puntos son
criticos para obtener un silenciamiento eficiente en el compo.
Notablemente, la similaridad de la secuencia de dsRNA al
blanco es crucial para el silenciamiento eficiente. Por ejemplo,
varios fratamientos no han logrado producir letalidad en plagas,
como el caso de la plaga del arroz, Nilaparvata lugens (Mao
and Zeng, 2012). La resistencia a virus basada en micro ARN
no ha sido duradera dada la alta fasa de mutacién de los virus.
Para resolver el problema, dos estrategias se han desarrollado.
Se puede inducir miRNA contra dos loci virales diferentes en la
misma planta, o se puede silenciar un locus altamente conservado
por la seleccién purificadora en poblaciones de virus (Lafforgue
et al, 2013). Por Gltimo, la insercién de la secuencia de ADN
codificando el dsRNA puede ser localizada en varias regiones
del genoma de la planta. Regulacién al nivel epigenético puede
prevenir la expresidn de la secuencia insertada y resultar en la
ausencia de silenciamiento. Este aspecto de la transformacién
de plantas no puede ser controlada, lo cual explica la necesidad
de regenerar varias lineas de plantas transformadas y medir la
expresion génica en cada una.




Conclusion

La posibilidad de inducir silenciamiento génico estable es una
propiedad atractiva de las aplicaciones basadas en RNAj, tanto
para investigaciéon como para mejora de cultivos. Sin embargo,
los riesgos de contaminacién ambiental afectan el interés en el
uso de estas tecnologias. El desarrollo de técnicas de RNA no-
transmisibles representarfa una solucién ecoldgica y econémica
que seria de gran aporte en el futuro. La RNAI representa un
instrumento interesante para el desarrollo de nuevos y mejores
productos agricolas.
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Cuadro 1. El tridngulo de los Bermudas y el ARNm.

La RNAI necesita la presencia de moléculas de ARN de doble hebras (dsRNA por su sigla en inglés) de 21, 22 o 24 nucleétidos
(Hamilton and Baulcombe, 1999; Bernstein et al, 2001; Matzke and Matzke in 2004).

El complejo proteico DICER produce esas dsRNAs desde moléculas dsRNAs mds largas (Parent et al, 2012). Después, la
proteina ENHANCER 1 metila la molécula dsRNA para protegerla de la degradacién por enzimas del nicleo. Finalmente, la
dsRNA se traslada al citoplasma.

En el citoplasma, una proteina de tipo ARGONAUT se une a la dsRNA para formar el complejo de silenciamiento inducido
por ARN (RISC por su siglo en inglés, Hammond et al, 2000). La proteina ARGONAUT separa las dos hebras de la dsARN y

usa una hebra para reconocer un ARN maduro y degradar lo, o impedir la traduccién. La ofra hebra esta degradada por
enzimas de la célula. El RISC también puede inducir metilacién del ADN o de histonas para impedir la transcripcién.

=, ~—)

1 l
siRNAs —  miRNA

\./

‘RISC’
genome onaTIL_III L 5' —1III I 3 mRNA
Metilacion de ADN/histona degradacion de ARNm  bloqueo de traduccion

Figura 1. Mecanismo de interferencia por ARN. Acdido nucleico blanco en azul, ARN cortos en rojo, compleos profeicos en ovalo. (Adaptado de Matzke and Matkze, 2004).

Genes de la célula pueden producir ARN con estructura en U, o de horquilla que sirven de base a la produccién de dsRNA
de tipo micro RNA (miRNA). Esos miRNA tienen usualmente papeles de regulacion de genes de la planta en contextos varios
como el desarrollo de la planta, la maduracién de la fruta, ciclos metabélicos o de la semilla, y la regulacion de la respuesta
a patégenos y estreses abidticos (Schaver et al, 2002; Vaucheret et al, 2004; Matiolli et al, 2011; Duarte et al, 2013;
Covarrubias and Reyes, 2010; Khraiwesh et al, 2012; Liu et al, 2008; Zhou et al, 2010; Navarro et al, 2006; Zhou et al,
2007; Sunkar and Zhu, 2004; Katiyar-Agarwal and Jin, 2010; Yamasaki et al, 2007)

Polimerasas de ARN a partir de ARN (RDR por su siglo en inglés) pueden también sintetizar una hebra complementaria para
producir una dsRNA perfectamente complementaria que sirve de base a la produccion de dsRNA de fipo ARN corto inferferente
(siRNA por su siglo en inglés). Los siRNAs sirven usualmente para degradar el ARN de patégenos, como via de defensa contra
virus y bacterias (Bouché et al, 2006; Blevins et al, 2006; Akbergenov et al, 2006). Los siRNAs pueden viajar para inducir
resitencia en la majoridad de los érganos de la planta (Dunnoyer et al, 2005)
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