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RESUMEN

HC-Pro es una proteina multifuncional presente en los miembros del género
Potyvirus y otros virus dentro de la familia Potyviridae. Hasta el momento, se
han identificado al menos tres funciones principales para esta proteina: i) actua
como factor de transmisién del virus por insectos; ii) suprime el silenciamiento
de ARN en la planta vy iii) participa en la maduracién de la poliproteina viral.
Existen evidencias que demuestran que podria estar involucrada en otras
funciones durante el ciclo viral., HC-Pro es utilizada en estudios biotecnolégicos
relacionados con diversos procesos celulares que se activan durante la
interaccion planta-patdgeno, asi como para la potenciacion de la expresion de
proteinas recombinantes en plantas. Este trabajo tuvo como objetivos realizar
un andlisis de la literatura relacionada con el papel de la proteina HC-Pro
aislada del Virus del grabado del tabaco (TEV) como supresor del
silenciamiento génico en plantas y su posible empleo en la biotecnologia.

Palabras clave: HC-Pro, TEV, Potyvirus, PTGS, supresores virales, proteinasa,
Nicotiana benthamiana, produccién de proteinas recombinantes

ABSTRACT

HC-Pro is a remarkable multifunctional protein of the genera Potyvirus and
other viruses within the family Potiviridae. At least three main functions have
been identified for this protein i) helper component of insect transmission; ii)
RNA silencing suppressor and iii) viral polyprotein maturation. Evidence shows
that this protein could be involved in other functions during the viral cycle. Dou
to its activity HC-Pro is widely used in biotechnological studies related to
different cellular process activated during plant-pathogen interaction. This
protein is also employed in recombinant proteins production enhancement
using plants as expression system. The aim of this work is to analyze the role
reported in literature of HC-Pro from Tobacco etch virus as gene silencing
suppressor in plants and to establish its possible applications in biotechnology.

Keywords: HC-Pro, TEV, Potyvirus, PTGS, viral suppressors, proteinase,
Nicotiana benthamiana, recombinant proteins production
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INTRODUCCION

Las plantas representan un sistema de expresion
empleado para la obtencion de proteinas
recombinantes (Fulton et al, 2015). Estas son

consideradas una alternativa atractiva de produccién
de proteinas complejas respecto a los sistemas de
cultivo de levaduras y células de mamiferos debido a la
generacion de grandes volumenes de biomasa, los
bajos costos de su escalado y lo relativamente sencillo
de la tecnologia para su produccién (Nogueira y
Fermin, 2013). En sus inicios, la produccién de
proteinas heterdlogas en sistemas vegetales se llevo a
cabo mediante el desarrollo de plantas transgénicas
(Gleba et al., 2005). Sin embargo, el tiempo requerido
para generar una planta transformada de manera
estable es relativamente largo (Cafiizares et al., 2005)
por lo que la produccion de moléculas en sistemas
expresidén transitorios se ha convertido en una
herramienta de gran impacto en la solucion de
requerimientos productivos de importancia global
(Fulton et al., 2015). La rapidez, flexibilidad y facilidad
para ser empleada en tejidos completamente
diferenciados permitieron su fdcil introduccién en las
ciencias basicas y aplicadas.

En comparacion con los sistemas estables, el sistema
transitorio ofrece mayores rendimientos de la proteina
de interés, el gen a expresar no se inserta en el
cromosoma de la planta y, por tanto, no esta sujeto al
efecto de posicién cromosomal, y es posible su
escalado en menor tiempo En este marco, surgieron
metodologias para la expresién de proteinas mediante
vectores virales y el uso de Agrobacterium
tumefaciens. Los vectores virales permiten la expresion
de genes foraneos en niveles muy superiores a los
obtenidos en una planta transformada de manera
estable (Yusibov et al, 1999). Agrobacterium
tumefaciens permite la introduccion de transgenes
mediante la infiltracidn en el tejido de las hojas. Estos
sistemas, aunque no conllevan a una expresidn
sistémica del transgen, permiten la alta acumulacién
local de proteinas recombinantes (Porta et al., 1996).
Ademas, facilitan la transformaciéon de una misma
célula con mas de un transgen, lo que posibilita la
expresién y ensamblaje de proteinas multiméricas
como los anticuerpos (Vaquero et al., 1999). A pesar
de las ventajas que presenta el uso de la expresion
transitoria mediada por A. tumefaciens, existen
diversos ejemplos donde se observo la disminucion de
la expresion del transgen entre los 3 y 4 dias
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posteriores a la infiltracion, probablemente debido al
efecto del mecanismo de silenciamiento génico
(Johansen y Carrington, 2001; Martinez, 2006; Nova-
Lépez et al., 2017). En tal sentido, los supresores de
silenciamiento se promueven como potenciadores de
la expresion en los sistemas transitorios (Huang et al.,
2018).

Los supresores virales son proteinas codificadas por
el virus que le permiten evadir el mecanismo del
silenciamiento  génico. En las plantas, el
silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) opera
como un mecanismo de defensa antiviral (Ratcliff et
al., 1999; Voinnet, 2001). Por esta razon, la mayoria
de los virus han evolucionado y codifican para
proteinas con actividad supresora (Brigneti et al.,
1998; Kasschau y Carrington, 1998; Voinnet, 2001).
Hasta el momento se han descrito mas de 20
supresores virales que abarcan casi todas las familias
de virus que infectan plantas (Anand et al., 2013;
Huang et al., 2018).

Debido a su papel inhibitorio del silenciamiento del
ARN, los supresores virales son utilizados de manera
satisfactoria para potenciar la expresiéon de
transgenes, tanto de manera estable como
transitoria, dentro de los cuales se destacan las
proteinas p19 y HC-Pro, pertenecientes a los géneros
Tombusvirus y Potyvirus, respectivamente (Anand et
al., 2013; Huang et al., 2018). Particularmente, la
proteina HC-Pro codificada por el Virus del grabado
del tabaco (TEV), ha sido ampliamente caracterizada
por lo que constituye una candidata ideal para
estudios de expresion transitoria de genes en plantas.

Este trabajo tuvo como objetivo analizar la literatura
relacionada con la proteina HC-Pro aislada del Virus
del grabado del tabaco como supresor del
silenciamiento génico en plantas y su posible empleo
en la biotecnologia.

DESARROLLO
Estructura y funciones de la proteina HC-Pro

H-CPro es una proteinasa que actla en cis y
reconoce su sitio de corte en un di- péptido de glicina
en su extremo C- terminal (Carrington et al., 19893, b)
(Guo et al, 2011). Alrededor de este sitio se
establecid la secuencia consenso YXVGG que es
reconocida por HC-Pro (Carrington y Herndon, 1992).
Mediante la técnica de mutagénesis dirigida
identificaron dos residuos en su secuencia -una
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cisteina y una histidina-, responsables de su actividad
proteolitica. Estos hallazgos permitieron ubicar a HC-
Pro en la familia de las proteasas de tipo cisteina (Oh y
Carrington, 1989).

Esta proteina se puede dividir en tres dominios (Fig.
1). Las posiciones indicadas corresponden a HC-Pro del
Virus del grabado del tabaco: una regién N-Terminal
(aminoacidos 1-100) requerida para la transmision por
afidos; una region central (aminoacidos 101-299) que
participa en la supresién del silenciamiento del ARN y
una region C-Terminal (aminoacidos 300-459) que
alberga la actividad proteolitica (Hasiow-Jaroszewska
et al., 2014). Esta descrita, ademas, la presencia de un
dominio del tipo dedos de zinc (del inglés “zinc fingers
domain”) que incluye un motivo KITC asociado a la
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transmision mediada por &fidos (Atreya y Pirone,
1993). En la regidn central se localizan dos motivos
relevantes para el movimiento viral (Cronin et al.
(1995). En esta region, también se localizan los
aminoacidos que intervienen en la amplificacion del
genoma y en el movimiento viral (Valli et al. 2014).

Las actividades supresoras del silenciamiento y
proteolitica, funcionan de manera independiente,
aunque una mutacion en el extremo C-terminal de la
proteina afecta ambas funciones. Esto enmarca a la
region con actividad proteolitica como necesaria para
la supresién del silenciamiento, probablemente, por
estar involucrada en el plegamiento de la proteina
(Kasschau y Carrington, 2001).
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Figura 1. Representacion esquematica de HC-Pro de TEV, dividida en los dominios N terminal, regidn central y C terminal. Los
aminodcidos relevantes para una funcién dada estan marcados con tridngulos en sus posiciones correspondientes (azul para
actividad RSS, amarillo para transmisién por afidos, naranja para actividad proteolitica y violeta para potenciacion del rendi-
miento de la produccion de particulas virales). Los aminoacidos necesarios para el movimiento viral (azul claro) fueron descri-
tos antes de caracterizar la actividad supresora del silenciamiento génico. Los circulos grises representan inserciones de pen-
tapéptidos que originaron una HC-Pro de Plum pox virus (PPV) no funcional en cuanto a la actividad supresora del silencia-
miento; estan colocados en las posiciones equivalentes para TEV. Modificado de Valli et al. (2018).

Figure 1. Schematic representation of HCPro of TEV, divided into three main regions. Amino acids relevant to a given func-
tion are highlighted with triangles in their corresponding positions (blue for RSS activity, yellow for aphid transmission, orange
for proteolytic activity, and violet for enhancing the yield of viral particle production). Necessary aminoacids for viral move-
ment (light blue) were described before characterizing gene silencing suppression activity. The gray circles represent pentapep-
tide insertions that resulted in a Plum pox virus (PPV) HCPro not functional in terms of suppressing silencing activity; they are
placed in the equivalent positions for TEV. Modlified from Valli et al., 2018.
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Yap et al. (2009) realizaron un estudio en Papaya
ringspot virus (PRSV) y demostraron que la region
amino terminal también estd involucrada en Ia
infeccidn sistémica del calabazincalabacin. Mediante la
utilizaciéon de mutantes, también se informé que la
region central tiene afinidad por ARN de manera
inespecifica (Urcuqui-Inchima et al., 2000) se propuso
que esta region (central) de la proteina tiene dos
dominios (A y B) que se unen al ARN de manera
independiente. Ademas, que existe otro motivo
denominado FRNK que se sobrepone con el dominio A
que estd involucrado en la actividad supresora del
silenciamiento de ARN (Shiboleth et al., 2007; Wu et
al., 2010). Ambos dominios son ricos en hélices a y
estan separados por una constriccién flexible de
alrededor de 95 residuos aminoacidicos y un dominio
de bisagra compuesto por hojas B, fundamentalmente
(Plisson et al., 2003).

HC-Pro normalmente adopta una estructura
cuaternaria compleja (Thornbury et al., 1985). Estudios
bioquimicos que incluyeron experimentos de
transmision por afidos demostraron que esta proteina
se encuentra activa en forma de dimero o trimero
(Plisson et al., 2003; Thornbury et al.,, 1985; Wang et
al., 1999). Ademads, se confirmd la presencia de
tetrameros u oligdmeros de mayor orden en solucidn.
En HC-Pro de TEV, purificada de plantas infectadas, se
confirmaron estos estados de oligomerizacién
mediante microscopia electrdnica. Paralelamente a las
observaciones de dimeros, tetrameros y hexdmeros en
solucidn, se propuso un modelo ajustado que propone
una orientacidon antiparalela de los mondmeros en
forma de V, al menos en el caso de TEV (Ruiz-Ferrer et
al., 2005).

El silenciamiento del ARN vy la actividad supresora de
HC-Pro

El silenciamiento de ARN es un mecanismo
regulatorio secuencia-especifico altamente
conservado que desaparezca la expresidon de genes en
los niveles transcripcional, post transcripcional y
traduccional  (Castel 'y  Martienssen,  2013).
Inicialmente, este mecanismo se identificé en plantas
como un sistema de defensa contra los virus y
transposones. Sin embargo, se ha demostrado que
desempefia un papel importante en el desarrollo
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animal y de las plantas por su relacidn con el control
de la expresién génica (Agrios, 2005). Toda su
maquinaria estd formada por mddulos que se
sobreponen parcialmente y se activan en presencia de
moléculas de ARN de doble cadena (ARNdc). Estos
ARNdc pueden generarse a partir de transgenes, de
genes endodgenos o por la infeccién de virus (Bologna
y Voinnet, 2014; Castel y Martienssen, 2013; Chang et
al., 2012). Este mecanismo puede guiar la
modificacion epigenética en el ADN cromosomal por
el mecanismo de metilacion del ADN (RADM, por sus
siglas en Ingles RNA-directed DNA methylation),
regulando la formacién de la heterocromatina,
fendmeno que se conoce como silenciamiento génico
transcripcional (TGS, por sus siglas en Ingles).

En el caso de las plantas, por ejemplo, estd bien
establecido que los virus generan ARNdc como
consecuencia de: (i) la replicacion viral; (ii) la
tendencia del ARN a plegarse formando estructuras
de tipo horquilla; y (iii) producto de la transcripcion
bidireccional de los ARN mensajeros. Primero estos
ARNdc son reconocidos y procesados por enzimas
RNasa tipo Il pertenecientes a la familia DICER (Figura
2), que los corta en fragmentos (ViARN) de 21-24
nucledtidos. Otra tanda de VviARNs se deriva de los
ARNdc sintetizados de novo por la accién de ARN
polimerasas  ARN-dependientes (RDRs).  Estos,
después de ser estabilizados via HUA enhancer 1
(HEN1), que metila los extremos 3’ de estos ViARNSs,
son reclutados por los complejos Argonauta (AGO),
donde solo la denominada “cadena guia” es retenida
para dirigir el complejo hacia secuencias de ARN
complementarias. Estos ARN complementarios son
degradados por el complejo proteico RISC (Complejo
inducido de silenciamiento) (Bronkhorst y van Rij,
2014; Chang et al., 2012; Szittya y Burgyan, 2013;
Zhang et al., 2015).

Durante su evolucion, los virus desarrollaron
diversas funciones para contrarrestar el
silenciamiento del ARN viral. La funcidn mds efectiva
es la de supresor del silenciamiento de ARN (RSS), con
la capacidad de bloquear o interferir con este
mecanismo. Se demostré que la actividad supresora
de algunas proteinas virales coexiste con otras
funciones que potencian la capacidad del virus de
contrarrestar el mecanismo de silenciamiento.
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Figura 2. Modelo que representa la estructura de la enzima DICER. El dominio PAZ reconoce dos nucledtidos protuberantes
en el extremo 3’ de un ARNdc. Los dominios RNAasa Ill forman un pseudodimero. Cada dominio RNAasa Il hidroliza una cade-
na del ARN. El sitio de unién de dsRBD al ARNdc no estd definido. La funcién del dominio helicasa no se conoce. Modificado de

Sawh et al., 2012.

Figure 2. DICER enzyme structure representing model. PAZ domain recognizes two protruding nucleotides at the 3 'end of a
dsRNA. The RNAase Ill domains form a pseudodimer. Each RNAase Ill domain hydrolyzes a strand of RNA. The binding site of
dsRBD to dsRNA is undefined. The function of the helicase domain is not known. Modified from Sawh et al., 2012

Los supresores del silenciamiento se describieron en
numerosos genomas virales, sin embargo, estas
proteinas son estructuralmente diversas y sin motivos
comunes, lo que podria estar relacionado con la
funcion que debe desarrollar dentro del ciclo de
replicacion viral. Este comportamiento indican que

evolucionaron de manera independiente en los
diferentes grupos virales (Voinnet, 2005).
En teoria, los virus pueden contrarrestar el

silenciamiento génico de tres maneras diferentes:
previendo la generacion de ARNi, inhibiendo Ia
incorporacion de ARNi en el complejo efector e
interactuando con uno de los componentes del
complejo efector (Agrios, 2005). Hasta el momento, se
conoce poco sobre el mecanismo de accién de los
supresores de origen viral. Uno de los supresores mas
estudiados es la proteina P19 de Tombosvirus. El
mecanismo molecular de la actividad supresora de P19
estd relacionada con la unién a los ARNi de 21
nucleétidos impidiendo la incorporacion de estos al

complejo RISC (Danielson et al., 2016). La estructura
tridimensional de este modelo fue dilucidada por
cristalografia de rayos X, demostrandose que el
complejo P19-ARNi es un dimero que actla como un
calibrador de ARNdc, uniendo los extremos del duplex
de ARNi (Jiang et al., 2012).

Otro de los supresores mejores descritos es el P21
de Beet yellow virus (BYV) que actlia de manera
similar a P19 (Sinha, 2017). Por otra parte, Po de
Poleovirus interactia con la proteina AGO1 del
complejo RISC, activando componentes celulares de la
cascada de las ubiquitinas que la marcan para la
degradacion por los proteosomas (Zhou et al., 2017).

El primer RSS que se describio fue HC-Pro
(Anandalakshmi et al., 1998; Kasschau y Carrington,
1998). Varios estudios revelan que esta proteina
puede contrarrestar la defensa de la planta basada en
el silenciamiento, actuando en multiples pasos de la
cascada de sefales. Un dato interesante es que solo
HC-Pro de Potyvirus y Rymovirus parecen tener
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actividad supresora, por lo que en miembros de los
restantes géneros esta funcidn pudiera recaer en otra
proteina (Giner et al., 2010; Mingot et al, 2016;
Tatineni et al., 2012; Untiveros et al., 2016; Young et
al., 2012). En 2006, Lakatos et al. describieron que HC-
Pro actia de manera similar a P19 de Tombusvirus,
impidiendo la carga de los VviARN en el complejo
efector del silenciamiento, ya que se une directamente
a estas moléculas de manera talla-especifica. Sin
embargo, aunque el secuestro de VviARNs parece ser
un mecanismo muy comun en las HC-Pro de diversos
potyvirus, existen otras propuestas alternativas. Por
ejemplo, se descubrié que interfiere en la metilacion
de los extremos 3’ de los ViARN, tanto inhibiendo la
produccion de grupos metilo a través de Ia
interrupcidn del ciclo de la metionina (lvanov et al.,
2016; Soitamo et al., 2011), o por interaccion directa e
inhibicion de HEN1 (Jamous et al., 2011). Se describio,
también, que HC-Pro interfiere con los complejos
efectores que contienen AGO en infecciones de TEV y
Potato virus A (PVA). En el primer caso aumenta la
expresion de miR168 que tiene dentro de sus dianas al
ARNm de AGO1 (Varallyay y Havelda, 2013). En el
segundo caso interactla directamente con AGO1 en el
complejo ribosomal (Ivanov et al., 2016). Ademas, se
describio que HC-Pro de Sugarcane mosaic virus
(SCMV) puede interferir con el paso de amplificacion
mediado por las RDR, inhibiendo la transcripcion de
los ARNm de RDR6 (Zhang et al.,, 2008). Por ultimo,
también se observé que HC-Pro bloquea una sefial de
silenciamiento a larga distancia generada por la
infeccion viral (Delgadillo et al., 2004; Hamilton et al.,
2002; Pfeffer et al., 2002) (Figura 3). Teniendo en
cuenta resultados precedentes (Lewsey et al., 2016;
Melnyk et al., 2011; Molnar et al., 2010), se podria
plantear la hipétesis que los ViARNs se mueven por
toda la planta a través del sistema vascular, y que HC-
Pro bloquea esta sefal de silenciamiento sistémico
interactuando directamente con los ViIARNs y
secuestrandolos en el tejido infectado. Sin embargo,
determinados factores del hospedante también son
relevantes para la supresion del silenciamiento
mediada por HC-Pro.

Por ejemplo: rgs-CaM de tabaco, una proteina
relacionada con la calmodulina, interactia directamente
con HC-Pro de TEV y funciona como un RSS enddgeno
(eRSS) (Anandalakshmi et al., 2000). Ademas, se descubrio
que el factor de la transcripcion relacionado con ABI3/VP1
2 (RAV2) etileno-inducido de Arabidopsis thaliana es

LAZARO JAVIER DE LEON-BATISTA ET AL.

requerido para la actividad RSS de HC-Pro de Turnip
mosaic virus (TuMV); ambas proteinas interactian e
inducen la transcripcion de ciertos eRSS, incluyendo
CML38, que parece ser el homodlogo de rgs-CaM en A.
thaliana (Endres et al., 2010).

Otras funciones de HC-Pro

Ademas de sus actividades proteoliticas y RSS, y de
constituir un factor de transmisién por afidos, HC-Pro
cumple otras funciones durante el ciclo de replicacién
de los potyvirus. Por ejemplo, se demostré que HC-
Pro de muchos potyvirus inhibe la actividad del
proteosoma 20S (Ballut et al., 2005). Ademas, esta
proteina altera la morfologia y el numero de
cloroplastos, lo que conlleva a una disminucién en los
niveles de la fotosintesis en los tejidos infectados (Tu
et al., 2015). En el caso de Papaya ring spot virus
(PRSV), HC-Pro interactua con la calreticulina de
papaya (PaCTR) disminuyendo la capacidad de unirse
al calcio, interrumpiendo asi numerosas vias de
defensa de la planta que dependen de este ion como
segundo mensajero (Shen et al, 2010). Existe
evidencia de que HC-Pro de diferentes potyvirus
como PVA, PVY y TEV posee un dominio en la region C
terminal que interactua con los factores de iniciacidon
de la traduccion elF(iso)4E y elF4E de papa y tabaco
por lo que podria estar involucrada en la formacién
del complejo de iniciacion de la traduccién (Ala-
Poikela et al., 2011). La induccién de mutaciones en
esta region produce una disminucion de la actividad
supresora del silenciamiento de ARN (Hafren et al.,
2015).

Aplicaciones de HC-Pro en la Biotecnologia

El silenciamiento de ARN tiene un alto impacto en la
expresion de transgenes y hace mas complejo el
andlisis de los fenotipos. Diversos estudios han
planteado la ocurrencia de silenciamiento de
transgenes en la etapa de desarrollo y en las
generaciones subsecuentes (Butaye et al., 2004;
Birch, 1997; Bhat, 2002). Muchas lineas transgénicas
seleccionadas a menudo producen poca o ninguna
proteina recombinante, a pesar de ser positivas en las
técnicas de blotting (Scholthof et al., 2007). Una de las
estrategias que buscan solucionar este problema es la
co-expresion de supresores virales para prevenir esta
respuesta adversa e incrementar los niveles de
expresion de transgenes (Huang et al., 2018).
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Figure 3. Simplified schematic representation of gene silencing and the cascade steps in which HCPro acts to

block the defense response of the plant. AGO: argonaut protein;

DCL: DICER-like proteins: DRB: dsRNA binding

proteins; HEN1: HUA enhancer; RDR: RNA dependent RNA polymerase; RISC: induced RNA silencing complex;

SGS3: gene silencing suppressor 3. From Valli et al., 2018.
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Por ejemplo, en 2002, Mallory et al. cruzaron plantas
transgénicas que expresaban HC-Pro de TEV con lineas
que contenian el amplién de PVX, un vector de
replicacion independiente que portaba el gen
reportero uidA. Para las lineas del amplicon se
esperaba que acumularan altos niveles de la proteina
reportera debido a la replicacién viral, sin embargo,
esto no ocurria asi debido al PTGS. Contrastando con
este resultado, las plantas resultantes del cruce
mostraron un drastico aumento en la replicacién viral
y, por tanto, en la expresién de uidA, que llego a
constituir hasta un 3% de la proteina total soluble.

Estrategias similares a la anterior fueron utilizadas
para aumentar el rendimiento en la expresidn
transitoria de transgenes en plantas, mediada por
Agrobacterium. Este método constituye un enfoque
rapido, flexible y reproducible para expresar proteinas
biolégicamente activas. Para ello se realiza la
infiltracion en las hojas de la planta de una cepa
recombinante de Agrobacterium tumefaciens, que
porta en la region T-DNA del plasmidio Ti el transgen
de interés (McCullen y Binns, 2006).

Una de las ventajas de este sistema es su capacidad
de transferir muchos transgenes a una misma célula,
lo cual permite que proteinas éultiméricas como
anticuerpos puedan ser expresados y ensamblados
(Vaquero et al., 1999). En principio, este sistema debe
permitir altos niveles de expresién, sin embargo, su
utilidad se encuentra limitada, y generalmente la
expresion de las proteinas de interés cesa a los dos o
tres dias debido a la activacién del silenciamiento de
ARN. Por tanto, la co-infiltracion con un supresor de
origen viral aumenta considerablemente los niveles de
expresion (Johansen y Carrington, 2001; Voinnet et al.,
2000).

Desventajas de la utilizacion de HC-Pro

Debido a que los diferentes moddulos del
silenciamiento de ARN en plantas se sobreponen
parcialmente, a menudo los RSS interfieren no solo
con la parte antiviral del proceso, sino también con los
moddulos que controlan el desarrollo de la planta. Esta
idea esta sustentada en el hecho de que las plantas
que expresan HC-Pro de manera constitutiva
usualmente presentan defectos pleiotropicos del
desarrollo asociados con problemas en la funcion de
los miARN (Chapman et al., 2004; Kasschau et al.,
2003; Mallory et al., 2002).
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En 2005, Mlotshwa et al. observaron que la
sobreexpresidon de la proteina Dicer 1, encargada de
la sintesis de los miARNSs, disminuia las anormalidades
en el desarrollo causadas por HC-Pro, pero no
corregia los efectos de los miARNs. Esto sugiere que el
papel de HC-Pro en la interrupcién del desarrollo
normal de la planta recae en uno o unos pocos
factores controlados por miARNs. En concordancia
con esto se concluyé que la interrupcion del Factor de
Respuesta por Auxina 8, regulado por miR167 es la
principal causa de las anormalidades en el desarrollo
de las plantas transgenicas (Jay et al., 2011).

No se puede asegurar todavia si la interferencia de
HC-Pro con los distintos mdédulos del silenciamiento
de ARN es un efecto colateral de la supresion del
silenciamiento o una estrategia viral para favorecer el
proceso infeccioso. Para analizar estas opciones se
disefiaron experimentos que intentaron aclarar este
tema. Por ejemplo, se introducen numerosas
mutaciones en HC-Pro de TEV y se evaluaron no solo
los efectos de estos cambios en Ila actividad
supresora, (Torres- Barceld et al., 2008) sino, también,
en la capacidad infectiva en plantas de tabaco, el
hospedante natural de TEV. Esta investigacion
demostrd que las variantes hipersupresoras de HC-
Pro rapidamente evolucionaron hacia unas variantes
con actividad moderada, tipo salvaje, lo que sugiere
que la actividad de HC-Pro se ajusta durante la
infeccion por TEV para minimizar los efectos
colaterales del bloqueo de las vias del silenciamiento
(Torres-Barceld et al., 2010).

Consideraciones generales

El silenciamiento génico constituye un mecanismo
modulador de la expresién génica. Su efecto es
relevante en los estudios relacionados con la
introduccién de genes foraneos en plantas. El andlisis
de la actividad de supresores de origen viral pudiera
contribuir a disefiar nuevas estrategias para la
produccion de proteinas recombinantes en plantas.
Por otra parte, el uso de estas proteinas como
herramienta de regulacion pudiera aportar al estudio
de la interaccién virus-planta.
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