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MÉTODOS MOLECULARES Y GENÉTICOS PARA EL ESTUDIO DE Tomato 

spotted wilt virus (TSWV) EN PLANTAS 

Tania Ocampo Ocampo, DC. 

Colegio de Postgraduados, 2017 

 

 

RESUMEN 

 

El TSWV se encuentra entre los virus más importantes que infectan plantas, debido a sus 

características genéticas, biológicas y su amplia distribución. El TSWV tiene la capacidad de 

infectar a un amplio número de especies de plantas de importancia económica. Tiene la 

habilidad de formar distintos aislamientos por la recombinación de sus tres fragmentos de 

ARN y por su alta frecuencia de error de su replicasa. Asimismo, tiene la capacidad de romper 

la resistencia en diversas especies de plantas. Dichas características se deben a que el genoma 

del TSWV está compuesto por tres cadenas de ARN, los cuales son nombrados como 

segmento grande (L), mediano (M) y pequeño (S). El segmento S codifica a la proteína NSs, 

que está involucrada en suprimir el mecanismo de silenciamiento de ARN con la finalidad 

de realizar una eficaz infección en el hospedante. Sin embargo, no se conoce como interfiere 

la proteína NSs en la actividad de los componentes que conforman el mecanismo de 

silenciamiento de ARN de la planta. Por lo cual, el objetivo de la presente investigación fue 

clonar el fragmento NSs con la ayuda de técnicas moleculares y genéticas. Con base en los 

análisis moleculares y genéticos, los cuales sirvieron para identificar y monitorear el 

fragmento NSs, se demostró el comportamiento de los clones del fragmento NSs al suprimir 

el mecanismo de silenciamiento de ARN de la planta. La generación y utilización de los 

clones del fragmento NSs, ayudara a comprender y a generar bases para determinar su 

mecanismo en el proceso de silenciamiento génico de la planta cuando es infectada por el 

TSWV.  

 

 

Palabras claves: TSWV, proteína NSs, silenciamiento génico. 
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MOLECULAR AND GENETIC METHODS FOR THE STUDY OF Tomato spotted 

wilt virus (TSWV) IN PLANTS 

 

Tania Ocampo Ocampo, DC. 

Colegio de Postgraduados, 2017 

 

 

ABSTRACT 

 

TSWV has the ability to infect a wide range of plant species of economic importance. TSWV 

is among the most important viruses that infect plants, due to its genetic, biological 

characteristics and wide distribution. TSWV it has the capacity to form different isolates by 

the recombination of its three fragments of RNA and by the high frequency of replicase error. 

Furthermore, it has the ability to break resistance in several plant species. These 

characteristics are due to the fact TSWV genome is composed of three RNA strands, which 

are named as large (L), medium (M) and small (S) segments. The S segment encoded to the 

NSs protein, which is involved in suppressing the RNA silencing, with the purpose of an 

effective infection in the host. However, the role of NSs silencing suppression in virus 

infection and movement has not been determined. For this reason, the objective of the present 

investigation was to clone the NSs fragment using molecular and genetic techniques. Based 

on molecular and genetic analyzes was demonstrated the behavior of clones of the NSs 

fragment by suppressing the mechanism of RNA silencing of the host. The generation and 

utilization of clones of the NSs fragment will help us to understand and generate bases for 

determining the gene silencing process of the plant during TSWV infection. 

 

 

 

 

Key words: TSWV, NSs protein, gene silencing. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El Tomato spotted wilt virus (TSWV) tiene la capacidad de infectar más de 1 000 

especies de plantas, como monocotiledóneas o dicotiledóneas, causando grandes pérdidas 

económicas al reducir la calidad de frutas, hortalizas y ornamentales (Pappua et al., 2009).  

Algunos de los hospedantes del TSWV de importancia agrícola son: jitomate (Solanum 

lycopersicum), chile (Capsicum annuum), papa (Solanum tuberosum), lechuga (Lactuca 

sativa), chícharo (Pisum sativum), cacahuate (Arachys hypogaea), cebolla (Allium cepa), 

tabaco (Nicotiana tabacum), apio (Apium graveolens), y varias especies de plantas 

ornamentales como el crisantemo (Chrysantemun morifolium), dalia (Dahlia sp.), gerbera 

(Gerbera jamesonii), iris (Iris spp.), begonia (Begonia sp.) y zinnia (Zinnia elegans) (Best, 

1968; Morales-Díaz et al., 2008). TSWV se ha encontrado en plantas silvestres que sirven 

como reservorios y fuente de inóculo primario, el cual no es transferido a través de semilla 

(Cho et al., 1987a).  

El TSWV presenta una gran variación genética debido a las siguientes características: 

 Alta frecuencia de error de la replicasa viral (de Oliveira et al., 1992; Kaye et al., 

2011)  

 Capacidad del virus de replicarse en los trips que actúan como vectores (Margaria et 

al., 2014). 

 Recombinación molecular (Bag et al., 2012). 

 Organización tripartita de su genoma, lo que permite el reordenamiento de 

fragmentos completos para formar distintos aislados o especies (Aramburu et al., 

2007). 

El genoma del TSWV está compuesto por tres cadenas de ARN, cubiertas por la 

nucleoproteína N (de Haan et al., 1991; Heinze et al., 2001). Los tres segmentos de ARN son 

nombrados como segmento grande (L), mediano (M) y pequeño (S) (Hu et al., 2011; Law y 

Moyer, 1990).  
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En el segmento S se encuentra codificada la proteína no estructural denominada NSs, que 

está implicada en la inducción de síntomas y en la supresión del silenciamiento del ARN 

viral (Takeda et al., 2002).  

El mecanismo de silenciamiento de ARN, es el sistema de regulación de la expresión 

génica durante el desarrollo de la planta y contrarresta las enfermedades virales y de otros 

patógenos (García y Pallas, 2015). Los virus tienen proteínas que evaden de manera eficiente 

el mecanismo de silenciamiento de ARN, los cuales se denominan como supresores de 

silenciamiento de ARN (García y Pallas, 2015). En el caso de TSWV, la proteína NSs es un 

supresor de silenciamiento de ARN (Takeda et al., 2002). Hasta el momento, se tienen 

reportes que la proteína NSs tiene la capacidad de unirse al ARN de doble cadena (ARNds) 

del virus (Díaz-Pendon y Ding, 2008; Schnettler et al., 2010). También, la NSs se une al 

micro ARN precursor (pre-miARN) y al micro ARN (miARN), los cuales son los factores 

principales para activar la maquinaria de silenciamiento de ARN (Eifan et al., 2013; 

Schnettler et al., 2010). Sin embargo, no se cuenta con un amplio conocimiento sobre la 

interacción del TSWV con los genes endógenos de la planta que contrarrestan la infección 

viral. 

 

Por tal motivo, debido al poco conocimiento de la actividad del TSWV frente a la 

maquinaria de silenciamiento de ARN viral de las plantas, en este trabajo se caracterizó al 

virus con la ayuda de técnicas moleculares y genéticas. Por lo tanto, uno de los objetivos 

fueron: 1) Clonar el fragmento NSs mediante la modificación de los protocolos de 

transmisión del virus y purificación de la nucleocápside viral, 2) Observar y demostrar el 

comportamiento de los clones del fragmento NSs al suprimir el mecanismo de silenciamiento 

de ARN. Teniendo como hipótesis que la generación y utilización de los clones del fragmento 

NSs, nos ayudara a comprender y a generar bases para determinar su mecanismo ante el 

proceso de silenciamiento génico de la planta cuando es infectada por el TSWV. También 

esta investigación permitirá determinar las características genéticas de este mecanismo en 

futuras investigaciones así como para establecer el proceso de infección, movimiento del 

virus y el desarrollo de los síntomas. Asimismo, dará pauta para nuevas investigaciones sobre 

los genes de la planta involucrados en el mecanismo de silenciamiento génico.  
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CAPÍTULO 1. ASPECTOS FUNDAMENTALES Y RESEÑA DEL Tomato spotted 

wilt virus EN MÉXICO 

 

RESUMEN.  

El Tomato spotted wilt virus (TSWV) se encuentra entre los virus fitopatógenos más 

importantes a nivel mundial a las pérdidas de producción que causa en diferentes cultivos, 

por su gran variedad de hospedantes y su fácil diseminación a través de insectos (trips) y 

material vegetativo. Tales características hacen que el TSWV constituya un riesgo potencial 

en cultivos de importancia económica. El presente escrito tiene como objetivo integrar la 

información relevante de las características del virus, así como su distribución en México y 

manejo, se discute el conocimiento generado y se sugieren algunas líneas de investigación. 

En México, el virus está reportado en los estados de Baja California Norte, México, Morelos, 

Guanajuato, Hidalgo, Michoacán, Puebla, Sinaloa, Querétaro y Zacatecas, infectando 

cultivos de jitomate, chile, tomate de cáscara, lechuga, pimiento, crisantemo, alstroemeria y 

zinnia. Hasta el momento, la erradicación del virus no ha sido efectiva en invernadero y 

campo. Por tal motivo, para su manejo se recomienda no utilizar una sola medida de control 

si no integrar diversos métodos culturales, genéticos, químicos y biológicos contra el virus o 

el vector. Además, es necesario generar conocimiento de la interacción planta hospedante-

virus-vector al abarcar los aspectos moleculares para comprender dicha relación íntima, y de 

esta forma mejorar las estrategias de manejo del virus. 

Palabras claves adicionales: TSWV, trips, hospedante. 

 

ABSTRACT. 

Tomato spotted wilt virus (TSWV) is among the most important phytopathogenic viruses in 

the worldwide due to the production losses in different crops, their range of hosts and their 

easy spread through thrips and vegetative material. These characteristics make the TSWV a 

potential risk in crops of economic importance. The purpose of this paper is to integrate the 

relevant information about the characteristics of the virus, as well as its distribution in Mexico 

and management, the knowledge generated is discussed and some lines of research are 

suggested. In Mexico, the virus is reported in the states of Baja California Norte, Mexico, 

Morelos, Guanajuato, Hidalgo, Michoacán, Puebla, Sinaloa, Queretaro and Zacatecas, 

Infecting crops of tomato, chilli, green tomato, lettuce, pepper, chrysanthemum, alstroemeria 

and zinnia. So far, virus eradication has not been fully effective in greenhouse and field. 

Therefore, it is recommended to integrate diverse cultural, genetic, chemical and biological 

methods, to counteract virus or vector, and not to use a single control measure. Furthermore 

is necessary to generate research in the plant-virus-vector interaction in the molecular aspects 

to understand this intimate relation, and thus generate new management strategies for the 

efficient control of the virus. 

Key words: TSWV, thrips, host. 
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La enfermedad “marchitez manchada” del jitomate (tomato spotted wilt disease) fue descrita 

por primera vez en 1915 en el estado de Victoria, Australia, donde ocasionó pérdidas de 50 

% en el cultivo de jitomate (Brittlebank, 1919). Después, se demostró que el agente causal 

de la enfermedad era un virus transmitido por trips (Pittman, 1927) al que se llamó Tomato 

spotted wilt virus (TSWV, virus de la marchitez manchada del jitomate) (Samuel et al., 

1930). Años más tarde, el TSWV se reportó en el Reino Unido (Smith, 1931) y 

posteriormente en varios países de Europa, Asia, América y África durante la década de 1930 

(Best, 1968). De 1940 a 1980 la incidencia de la enfermedad decreció y en 1980 resurgió en 

Norte América dispersándose a los demás continentes a través de los trips y actualmente está 

presente a nivel mundial (Kirk y Terry, 2003). 

El TSWV puede infectar a 1 300 hospedantes (PLH, 2012b) pertenecientes a 15 

familias de monocotiledóneas, 69 familias de dicotiledóneas y una familia de pteridofitas 

(Parrella et al., 2003). El virus tiene gran relevancia por afectar la calidad y rendimiento de 

cultivos de importancia económica entre los que se encuentran: jitomate (Solanum 

lycopersicum), chile (Capsicum annuum), lechuga (Lactuca sativa), papa (Solanum 

tuberosum), cacahuate (Arachys hypogaea) y especies ornamentales como crisantemo 

(Chrysantemun morifolium), gerbera (Gerbera jamesonii), iris (Iris spp.), zinnia (Zinnia 

elegans), nochebuena (Euphorbia pulcherrima) y helecho (Asplenium nidus) (Sundaraj et al., 

2014; Parrella et al., 2003; Wilson, 2001). 

El TSWV se encuentra entre los virus fitopatógenos más importantes debido a las 

pérdidas económicas que ocasiona, la complejidad de la interacción virus-vector-planta, sus 

características genéticas y biológicas, y su amplia distribución (Scholthof et al., 2011; 

Rybicki, 2015). Entre las principales características genéticas del TSWV, está su gran 

variabilidad debido a la alta frecuencia de error de su replicasa (de Oliveira et al., 1992; Kaye 

et al., 2011), su capacidad de replicarse en los trips (Margaria et al., 2014) y la organización 

de su genoma en tres fragmentos de ARN que facilita su reorganización y recombinación 

para formar distintos aislados (Aramburu et al., 2007; Bag et al., 2012). También posee un 

alto grado de diversidad biológica expresada por la gran variedad de síntomas que ocasiona, 

las diferencias en patogenicidad y virulencia, su especificidad con ciertas especies de trips, 
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su amplia gama de hospedantes y su capacidad de romper la resistencia en diversas especies 

vegetales (Pappu et al., 2009).  

Debido a las características antes mencionadas, el TSWV continúa representando un 

peligro para diversos cultivos de importancia económica en el país. Por tal motivo, en el 

presente escrito se integra la información relevante de las características del virus, así como 

su distribución en México y manejo, se discute el conocimiento generado y se sugieren 

algunas líneas de investigación. 

Taxonomía.  

Hasta 1990 el Tomato spotted wilt virus se incluía dentro del “Grupo TSWV” como 

único miembro. Posteriormente, debido a las similitudes encontradas en la estructura y 

organización de su genoma, se ubicó en el actual sistema de clasificación del International 

Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) dentro de la familia Bunyaviridae y género 

Tospovirus (Francki et al., 1991; Milne y Francki, 1984). De acuerdo con el ICTV (2014), el 

TSWV se clasifica de la siguiente manera: 

Grupo: Grupo V (-ssARN) 

    Orden: No asignado 

          Familia: Bunyaviridae 

                Subfamilia: No asignado 

                      Género: Tospovirus 

                            Especie: Tomato spotted wilt virus 

 

Durante mucho tiempo, el TSWV se consideró como el único miembro del género 

Tospovirus hasta la descripción del Impatiens necrotic spot virus (INSV, virus de la mancha 

necrótica de los belenes) (Law y Moyer, 1990). Posteriormente, un creciente número de virus 

fueron descubiertos y clasificados dentro de dicho género. Actualmente, se ubican 27 

especies de virus dentro del género Tospovirus (Cuadro 1), 11 de las cuales son especies 

confirmadas por el ICTV (ICTV, 2014) y 16 son especies tentativas (PLH, 2012a). 
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Cuadro 1. Especies de virus pertenecientes al género Tospovirus. 

Especie Acrónimo Sinónimo Referencia** 

Alstroemeria necrotic streak virus ANSV * 1 

Bean necrotic mosaic virus BeNMV * 1 

Calla lily chlorotic spot virus CCSV * 1 

Capsicum chlorosis virus CaCV Tomato necrosis virus 1 

Chrysanthemum stem necrosis virus CSNV * 1 

Groundnut bud necrosis virus GBNV Peanut bud necrosis virus 2 

Groundnut chlorotic fan-spot virus GCFSV Peanut chlorotic fan-spot virus 1 

Groundnut ringspot virus GRSV * 2 

Groundnut yellow spot virus GYSV Peanut yellow spot virus 2 

Hippeastrum chlorotic ringspot virus HCRV * 3 

Impatiens necrotic spot virus INSV * 2 

Iris yellow spot virus IYSV * 2 

Melon severe mosaic virus MeSMV * 1 

Melon yellow spot virus MYSV Physalis severe mottle virus 1 

Pepper necrotic spot virus PNSV * 1 

Pepper chlorotic spot virus PCSV * 4 

Polygonum ring spot virus PolRSV * 2 

Soybean vein necrosis-associated virus SVNaV * 1 

Tomato chlorotic spot virus TCSV * 2 

Tomato necrotic ringspot virus TNRV * 1 

Tomato necrotic spot virus TNSV * 1 

Tomato spotted wilt virus TSWV Pineapple yellow spot virus 2,5 

Tomato yellow ring virus TYRV * 1 

Tomato zonate spot virus TZSV * 1 

Watermelon bud necrosis virus WBNV * 2 

Watermelon silver mottle virus WSMoV * 2 

Zucchini lethal chlorosis virus ZLCV * 2 

  *Sin sinónimo; **1) PLH, 2012a; 2) ICTV, 2014; 3) Dong et al., 2013; 4) Cheng et al., 2014; 5) EPPO, 1999 

Estructura.  

La partícula del TSWV es de forma icosaédrica cubierta por una membrana lipídica 

derivada del hospedante en la cual se encuentran incrustadas dos proteínas virales llamadas 

G1 y G2 (Daughtrey et al., 2000; Margaria et al., 2015). La partícula viral mide entre 80 y 
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120 nm de diámetro (de Haan et al., 1991; Hu et al., 2011) y está constituida de proteínas 

(65%), lípidos (20%), carbohidratos (7%) y ARN (5%) (Best, 1968).  

Genoma.  

El genoma del TSWV está compuesto por tres cadenas de ARN cubiertas por 

ribonucleoproteínas (RNPs) (Whitfield et al., 2005) (Figura 1A). Las RNPs están 

conformadas por ARN viral (ARNv) y en menor cantidad ARN viral complementario 

(ARNvc) de la proteína de la nucleocápside (N) y de la proteína ARN polimerasa-ARN 

dependiente (RdRp) (Kormelink et al., 1992; Whitfield et al., 2005). 

 Las tres cadenas de ARN del genoma viral son nombradas como fragmento grande 

(L), mediano (M) y pequeño (S) (Hu et al., 2011; Law y Moyer, 1990) (Figura 1B). La cadena 

de ARN del fragmento L es de sentido negativo, mientras que los fragmentos M y S son 

ambisentido, y miden 8.8, 4.8 y 2.9 kb, respectivamente (de Haan et al., 1991; Heinze et al., 

2001) (Figura 1B). Las secuencias terminales 5' y 3' de los tres segmentos de ARN son 

idénticas en los primeros ocho nucleótidos, característica típica de las cadenas negativas de 

los virus con genoma ARN segmentado, las cuales se piensa que tienen una función 

importante en la replicación y transcripción del genoma (de Haan et al., 1989; de Haan et al., 

1991). 

El segmento L codifica la proteína RdRp de 331.5 kDa, la cual se encarga de la 

replicación y transcripción del genoma viral (Chapman et al., 2003; de Haan et al., 1991). 

Esta RdRp tiene una alta frecuencia de errores, lo que da origen a una gran variabilidad en 

los tres fragmentos virales (Kaye et al., 2011). Recientemente, se encontraron evidencias de 

recombinación del fragmento L lo cual está asociado a la generación de nuevos aislamientos 

del TSWV (Margaria et al., 2015). 

El segmento M codifica en la cadena positiva a la proteína no estructural NSm de 33.6 

kDa y en la cadena negativa a los precursores de las glicoproteínas G1 y G2 de 46 y 75 kDa, 

respectivamente (Kormelink et al., 1992; Lewandowski y Adkins, 2005). La proteína NSm 

está implicada en el movimiento célula a célula del virus (Lewandowski y Adkins, 2005), 

forma una estructura tubular de 40 a 45 nm que modifica la estructura de los plasmodesmos 

para facilitar el movimiento del genoma viral en ausencia de otros componentes específicos 

del virus (Kormelink et al., 1994, Storms et al., 1995; van Lent y Schimtt-Keichinger, 2006). 
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Esta proteína también se ha encontrado en el epitelio del intestino medio del segundo instar 

larval de los trips vectores así como en las glándulas salivales y células musculares del 

intestino medio de los adultos (Storms et al., 1995; Storms et al., 1998; Storms et al., 2002).  

G1 y G2 son glicoproteínas que forman parte de la membrana viral y son las encargadas 

de ensamblar las partículas virales tanto en la planta como en el insecto vector (Kaye et al., 

2011; Kormelink et al., 1992). Asimismo, estas proteínas tienen la capacidad de interactuar 

con las células intestinales de los trips, y son esenciales en la adquisición y transmisión del 

virus (Nagata et al., 2000).  

El segmento S codifica en la cadena positiva a la proteína NSs de 52.2 kDa y en la 

cadena negativa a la proteína N de 28.8 kDa (Aramburu et al., 2007; Heinze et al., 2001). 

NSs es una proteína implicada en la inducción de síntomas, rompimiento de la resistencia y 

en la supresión del silenciamiento del ARN viral (Margaria et al., 2007; Takeda et al., 2002). 

El silenciamiento del ARN viral es un mecanismo de defensa del hospedante contra el virus 

(Aramburu et al., 2007). Durante la supresión del silenciamiento de ARN viral, la proteína 

NSs funciona como secuestrador de ciertos ARNs pequeños de interferencia (siARNs), tiene 

la habilidad de unirse a cadenas largas de ARN bicatenario, micro ARN (miARN) y micro 

ARN precursor (pre-miARN) (Eifan et al., 2013; García et al., 2006; Schnettler et al., 2010). 

La proteína NSs se une al ARN del fragmento S para impedir su reconocimiento y su 

degradación por las proteínas vegetales (Bag et al., 2012). Por otra parte, se tienen reportes 

que la acumulación de NSs en el citoplasma coincide con el aumento de síntomas y de la 

virulencia (Kormelink et al., 1992; Margaria et al., 2007). Además, está implicada en la 

regulación de la traducción, apoptosis y en la actividad de la polimerasa viral (Colón-Ramos 

et al., 2003; Weber et al., 2001). También, tiene una función importante en la transmisión 

persistente del virus por trips, ya que puede localizarse y agregarse en forma paracristalina 

en el citoplasma de células de plantas e insectos (Kormelink et al., 1992; Margaria et al., 

2014). Por otro lado, la N o proteína de la cubierta (CP), encapsida el ARN viral (Heinze et 

al., 2001) y se asocia a la RdRp para formar ribonucleoproteínas activas (RNPs) que 

participan en la transcripción y la replicación del genoma viral (Kormelink et al., 2011). 



9 
 

 

Ciclo de infección del TSWV 

La infección ocasionada por el TSWV se inicia cuando el trips virulífero introduce la 

partícula viral en la célula vegetal al insertar su estilete para alimentarse de sus nutrimentos 

(Whitfield et al., 2008).  

La membrana de glicoproteínas (G1y G2) del virus se fusiona con la membrana 

vesicular de la célula vegetal y se separa de la partícula viral, liberando la nucleocápside en 

el citoplasma, activando las unidades independientes de transcripción y replicación que 

contiene el ARN viral, así como las enzimas que intervienen en estos procesos (van 

Knippenberg et al., 2004; van Knippenberg, 2005).  

Las ribonucleoproteínas activas (RNPs) presentes dentro del virión contienen ARN 

viral (ARNv) y en menor cantidad ARN viral complementario (ARNvc), las cuales se 

transcriben para formar los ARN mensajeros (ARNm) virales que codifican para la proteína 

L, para las glicoproteínas G1 y G2, y la proteína N (Kormelink et al., 1992; van Knippenberg, 

Figura 1. A) Estructura y componentes de la partícula viral del TSWV. B) Organización genómica del TSWV. El 

tamaño del ARN y proteínas se indica en kilobases (kb) y kilo Daltons (kDa), respectivamente. 

Modificado de Eifan et al., 2013.  
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2005). Posteriormente, las glicoproteínas pasan por un proceso de envoltura y se dividen 

proteolíticamente en dos proteínas (G1 y G2) (Naidu et al., 2007; van Knippenberg, 2005).  

Los ARNs mensajeros virales se traducen y las proteínas sintetizadas se acumulan en 

el citoplasma hasta alcanzar cierta concentración para iniciar nuevamente la replicación del 

genoma viral (van Knippenberg et al., 2004; van Knippenberg, 2005). A continuación, cada 

segmento del genoma se copia por completo con la intervención de un conjunto de proteínas 

N y RdRp (Portela y Digard, 2002). En esta etapa puede activarse de manera independiente 

el cambio a la transcripción y, posteriormente, nuevamente a la replicación. En la nueva 

transcripción, se sintetizan los ARNm que codifican las proteínas NSs y NSm, completando 

la síntesis de proteínas virales (van Knippenberg et al., 2004, van Knippenberg, 2005).  

Los segmentos replicados son cubiertos por la proteína N y RdRp para formar nuevas 

RNPs, las cuales son transportadas a las células vecinas por las proteínas de movimiento 

célula-célula (NSm) (Soellick et al., 2000; van Knippenberg, 2005). De esta manera, la 

infección avanza a las células vecinas provocando el movimiento sistémico del virus, el cual 

se facilita debido a que la proteína NSs suprime la resistencia del hospedante (Bag et al., 

2012; van Knippenberg, 2005). 

La proteína estructural N, incluyendo las glicoproteínas, se acumulan en el aparato de 

Golgi para su maduración (Kuismanen et al., 1984). Después, las partículas del virus 

envueltas en la cápside se fusionan en el retículo endoplásmico para unirse a las 

glicoproteínas establecidas en la cisterna del aparato de Golgi (Kikkert et al., 1999; van 

Knippenberg, 2005).  
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Posteriormente, las partículas virales con envoltura se acumulan individualmente en 

las vesículas membranales para ser adquiridas por los trips en el momento de alimentarse y 

ser transmitidas a otras plantas (Kikkert et al., 2001) (Figura 2).  

Transmisión por vectores.  

Las partículas virales son transmitidas por trips de forma persistente y transestadial 

(Whitfield et al., 2008) a partir de plantas infectadas se replican dentro de ellos (Cho et al., 

1987). En la naturaleza, se conocen 10 especies de la familia Thripidae (Cho et al., 1987; 

Palmer et al., 1990; Ohnishi et al. 2006; Sakimura, 1963; Ullman et al., 2002; Wijkamp et 

al., 1996; Wijkamp y Peters, 1993; Yeh et al., 1992) que son vectores del TSWV:  

1.- Trips occidental de las flores, Frankliniella occidentalis, es el vector más eficiente del 

TSWV. 

Figura 2. Ciclo de infección del TSWV dentro de una célula vegetal. Modificado de van Knippenberg, 2005. 
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2.- Trips común de la flor, Frankliniella schultzei. 

3.- Trips de la cebolla, Thrips tabaci. 

4.- Trips del tabaco, Frankliniella fusca. 

5.- Trips de las flores, Frankliniella intonsa. 

6.- Frankliniella bispinosa. 

7. Frankliniella cephalica. 

8. Frankliniella gemina. 

9.- Trips del melón, Thrips palmi. 

10.- Thrips setosus. 

El virus es adquirido por los trips durante el primero y segundo instar larval cuando 

hay una asociación temporal entre el intestino medio, músculos viscerales y glándulas 

salivales permaneciendo virulífero hasta el estado adulto (Moritz et al., 2004). Sin embargo, 

cuando el TSWV es adquirido en la etapa adulta no se puede transmitir por una insuficiente 

multiplicación viral en el intestino medio, y por su poco movimiento y multiplicación a través 

de las glándulas salivales (Wijkamp et al., 1996). Además, es importante mencionar que el 

virus no es transmitido a través de los huevecillos (Moritz et al., 2004). 

La adquisición del virus por las larvas de trips dura de 50 a 100 minutos dependiendo 

de la planta hospedante (Hull, 2004) y una vez adquirido comienza su replicación en las 

células epiteliales del intestino medio de donde se mueve a las células del músculo del 

intestino. Después, el virus llega y se replica en las glándulas salivales, propagándose de esta 

manera en el cuerpo del insecto (Badillo-Vargas et al., 2012). 

Los trips virulíferos prefieren alimentarse de las plantas infectadas con TSWV que de 

las sanas, ya que el virus suprime la respuesta anti-herbívoro al tiempo que estimula la 

activación de la ruta del ácido jasmónico en el hospedante (Abe et al., 2012).  

Diseminación  

El TSWV es diseminado en la naturaleza únicamente por su insecto vector, que son las 

10 especies de trips antes indicadas (Ullman et al., 2002; Whitfield et al., 2005). Además, 

por medio del comercio internacional y nacional, el virus puede ser dispersado a partir de 

material vegetal propagativo como plántulas, bulbos, cormos, raíces, rizomas, tallos, 
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tubérculos, esquejes, estacas o varetas, yemas, acodos y cultivos in vitro (EPPO, 1999; PLH, 

2012b; Wilson 2001). A nivel nacional, se ha observado la diseminación del virus a través 

de la movilidad de plantas contaminadas con TSWV que pueden estar infestadas por el vector 

(EPPO, 1999). Hasta el momento, no se han encontrado evidencias de su trasmisión por 

semilla (Pappu et al., 2009). 

Síntomas  

Las plantas infectadas con virus muestran una variedad de síntomas cuya apariencia y 

severidad depende del genotipo, el estado de desarrollo de la planta, el aislamiento del virus 

y las condiciones ambientales (Jaramillo et al., 2012). En este último caso, la luminosidad, 

humedad y temperatura son factores importantes en la expresión de síntomas y es posible 

que haya infecciones asintomáticas, o bien, que los síntomas sean diferentes si las 

condiciones ambientales no son las adecuadas. Otro aspecto importante que afecta la 

expresión de síntomas es el estado fenológico de la planta (en etapas tempranas hay mayor 

daño y los síntomas son más severos) y el nivel de nutrición del hospedante (Matthews, 

1981). 

Los síntomas foliares ocasionados por TSWV pueden ser clorosis, mosaico, moteado, 

estriado, anillos necróticos o cloróticos, malformaciones, enrollamiento, amarillamiento y 

necrosis de las venas; mientras que en el tallo típicamente produce necrosis, y en general las 

plantas presentan achaparramiento y marchitez (Domínguez y Crespo, 2008; EPPO, 1999). 

En los frutos se observan necrosis, manchas anulares cloróticas, amarillas o de tonos verde 

más claros y anillos concéntricos (Mumford et al., 1996). El virus se puede encontrar en casi 

todos los tejidos y órganos de la planta porque ocasiona síntomas sistémicos (Agrios, 2010). 

A continuación, se describen los síntomas originados por TSWV en algunas plantas de 

importancia económica (Cuadro 2). 
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Cuadro 2. Síntomas ocasionados por TSWV en algunas especies vegetales de importancia 

agrícola. 

Hospedante 
Síntomas 

Referencias 
Hoja Tallo Fruto/flor Sistémico 

Jitomate 

(Solanum 

lycopersicum) 

Bronceado, 

enrollamiento y 

necrosis 

Necrosis 

Áreas con anillos 

concéntricos de 

color pálido 

Achaparramiento 
Martínez et 

al., 2014 

Chile (Capsicum 

annuum) 

Clorosis, mosaico 

y necrosis 

Estrías necróticas 

que se extienden 

hasta los brotes 

terminales 

Necrosis, 

manchas 

amarillas con 

anillos 

concéntricos y 

manchas anulares 

Achaparramiento y 

clorosis 

Martinez et 

al., 2014; 

Zindović et 

al., 2011 

Lechuga 

(Lactuca sativa) 

Clorosis, necrosis 

y deformación 
NA NA 

Crecimiento 

unilateral de la 

planta y marchitez 

Agenor et al., 

2008; 

Kamberoglu y 

Alan, 2011 

Tomate de 

cáscara (Physalis 

ixocarpa) 

Manchas anulares 

o necróticas y 

anillos cloróticos 

Necrosis NR Marchitez 

Adkins et al., 

2006; De la 

Torre-Almaráz 

et al., 2002 

Cebolla 

(Allium cepa) 
Manchas blancas NR NR NR 

Stanković et 

al., 2012 

Cacahuate 

(Arachis 

hypogaea) 

Manchas 

cloróticas, anulares 

y necróticas, 

anillos 

concéntricos 

Entrenudos 

acortados 
Agrietamiento 

Necrosis y 

achaparramiento de 

la planta 

Kaye et al., 

2011 

Papaya 

(Carica papaya) 

 

Clorosis y necrosis 

Lesiones acuosas 

y encorvamiento 

en los ápices 

Deformación y 

anillos verdes en 

un fondo de color 

amarillo 

Defoliación 
Gonsalves y 

Trujillo, 1986 

Crisantemo 

(Dendranthema 

grandiflorum) 

Manchas 

necróticas, 

circulares 

cloróticas, 

deformación y 

engrosamiento de 

nervaduras 

Anillos 

concéntricos 

cloróticos y 

necrosis 

Malformación y 

necrosis 

Clorosis, marchitez, 

achaparramiento y 

muerte de la planta 

Bong-Nam et 

al., 2006; 

Renukadevi et 

al., 2015 

Gerbera 

(Gerbera sp.) 

 

Necrosis, clorosis, 

anillos 

concéntricos y 

deformación 

NR Malformación NR 

Marys et al., 

2014; 

Stanković et 

al., 2011 

Zinnia 

(Zinnia elegans) 

Clorosis, anillos 

concéntricos 

necróticos y 

mosaicos 

Disminución del 

tamaño 

Pérdida del color 

de los pétalos y 

deformación 

Achaparramiento y 

marchitez 

Morales-Díaz 

et al., 2008 

NA. No aplica; NR. No hay reportes. 
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Sinergismo entre TSWV y otros virus 

El sinergismo es la interacción entre dos o más virus ocasionando síntomas más 

severos en los hospedantes en comparación con aquellos causados por un solo virus (Salazar, 

1995). El sinergismo puede ser mutuo cuando ambos virus aumentan su concentración; 

unilateral cuando solo uno de ellos presenta aumento en su concentración viral o neutral 

cuando no hay ningún cambio en la concentración viral de ambos; el aumento de dicha 

concentración en la planta se debe a que se ayudan en la replicación y al movimiento 

sistémico (Bag et al., 2012; Zhang et al., 2001). 

Es importante mencionar que el sinergismo entre tospovirus facilita la recombinación 

genética de sus tres fragmentos del genoma originando nuevas especies de virus (Bag et al., 

2012). Actualmente, se tienen reportes de interacciones entre los tospovirus GBNV y WBNV 

en sandía, TSWV e IYSV en cebolla, y TSWV e INSV en plantas ornamentales (Ghotbi et 

al., 2005; Mullis et al., 2004). 

Distribución mundial  

El TSWV es un virus cosmopolita por lo que se encuentra presente en la mayoría de 

los países debido principalmente a la fácil movilidad de los trips vectores del virus (EPPO, 

1999; Plantwise, 2016) (Figura 3). 

 

TSWV 

Frankliniella occidentalis 

 

Figura 3. Distribución mundial del TSWV y de su vector F. occidentalis (Tomado de EPPO, 1999; Plantwise, 

2016). 
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Distribución en México  

El TSWV se ha reportado en los estados de Baja California Norte, México, Morelos, 

Guanajuato, Hidalgo, Michoacán, Puebla, Sinaloa, Querétaro y Zacatecas en diversos 

cultivos de importancia agrícola (Cuadro 3) (Contreras et al., 2007; De la Torre et al., 1995; 

De la Torre et al., 2002; González, 2014; Gutiérrez et al., 1996; Holguín-Rueda y Rueda-

Puente, 2007; Morales-Diaz et al., 2008; Negrete-Fernández et al., 2007; Pérez y Rico, 2004; 

Ochoa et al., 1996; Ramírez et al., 2009; Velásquez et al, 2009; Verdugo, 1989).   

Cuadro 3. Distribución en México del TSWV en diferentes cultivos agrícolas. 

Estados  Cultivo  Referencias 

Baja California Norte Jitomate Holguín-Rueda y Rueda-Puente, 2007 

México 
Crisantemo, jitomate, tomate de 

cáscara, chile 

De la Torre et al., 1995; De la Torre et al., 

2002; Gutiérrez et al., 1996; Ochoa et al., 

1996 

Hidalgo Jitomate Negrete-Fernández et al., 2007 

Morelos 

Jitomate, tomate de cáscara, chile, 

crisantemo, zinnia 

 

De la Torre et al., 1995; ; De la Torre et al., 

2002; Morales-Diaz et al., 2008; Ramírez et 

al., 2009 

Guanajuato Jitomate, lechuga, pimiento González, 2014 

Michoacán Chile Pérez y Rico, 2004 

Puebla 
Tomate de cáscara, chile, 

crisantemo 
De la Torre et al., 2002 

Sinaloa 
Jitomate, tomate de cáscara 

 

Contreras et al., 2007; Verdugo, 1989; De la 

Torre et al., 1995 

Querétaro Jitomate, lechuga, pimiento González, 2014 

Zacatecas 
Jitomate, chile 

 

De la Torre et al., 1995; Velásquez et al, 

2009; Verdugo, 1989 

 

El jitomate es una de las principales especies de importancia económica en México y 

ocupa el segundo lugar entre los cultivos cíclicos con mayor aportación al Producto Interno 

Bruto (PIB) del sector agroalimentario (SIAP, 2015). De acuerdo al SIAP (2014), los 

principales estados productores de jitomate son Sinaloa, San Luis Potosí, Michoacán, Jalisco, 

Zacatecas, Baja California Sur y Baja California Norte, estando presente el TSWV en la 

mayoría de estas entidades ocasionando graves pérdidas económicas (Contreras et al., 2007; 

Holguín-Rueda y Rueda-Puente, 2007; Verdugo, 1989). 

Estatus normativo  

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-007-FITO-1995 establece los requisitos 

fitosanitarios y especificaciones para productos importados de material vegetal propagativo 
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libre de TSWV (Cuadro 4), entre otros virus, con finalidad de impedir el ingreso de 

patógenos. 

Cuadro 4. Material vegetativo que debe ingresar a México libre de TSWV de acuerdo a 

la NOM-007-FITO-1995. 

Producto importado País de origen 

Esquejes sin raíz de Fuchsia boliviana 
Alemania 

Esquejes de Heliochrysum apiculatum 

Bulbos de Gloxinia crassifolia Australia 

Esquejes de Chrysanthemum carinatum Brasil 

Esquejes de Chrysanthemum máximum Colombia 

Esquejes de Chrysanthemum morifoliom 
Costa Rica 

Plántulas o esquejes de Pelargonium australis 

Plántulas de Browallia americana 

E.U.A. 

Esquejes de Chrysanthemum alpinium y C. maximum 

Plántulas de Sinningia speciosa 

Plántulas de Solanum lycopersicum 

Rosetas de Ananas comosus sin raíz 

Plántulas de Begonia spp. 
Holanda 

Bulbos de Gloxinia macrophylla, G. perennis y G. speciosa 

 

De acuerdo con la lista de los productos importados y a su origen, se sugiere restringir 

otros materiales vegetales que vienen de países con presencia de TSWV y de sus vectores. 

Un ejemplo, es el caso de las plántulas de lechuga que son importadas de Estados Unidos de 

América en cuyo caso sólo se establece que deben estar libres de Pseudomonas marginalis, 

Vein lettuce virus, Lettuce mosaic virus y Bemisia argentifolii (NOM-007-FITO-1995, 

1995), y no de TSWV, el cual se ha reportado en Hawaii en cultivos de lechuga causando 

daños del 50 al 90 % (Cho et al., 1987b). 

Métodos de control  

Para un manejo adecuado de la enfermedad ocasionada por el TSWV se deben 

considerar estrategias orientadas tanto para el virus como para su vector las cuales se indican 

a continuación: 

Control cultural. Tiene la finalidad de impedir el desarrollo y establecimiento de la 

enfermedad a través de las prácticas agrícolas (Agrios, 2010). A continuación, se presentan 

algunas medidas de este tipo para el caso específico del TSWV: 

-Eliminar maleza alrededor y en el interior del cultivo que puedan ser hospedantes del 

virus. 
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-Supervisar continuamente el cultivo con la finalidad de eliminar las primeras plantas 

con síntomas del TSWV y evitar la diseminación del virus a partir de los trips. 

-No utilizar plantas con síntomas de TSWV como material vegetal propagativo. 

-Cuando se compren plántulas, éstas deben ser aisladas y supervisadas por una semana 

para verificar si están libres de trips y de TSWV. 

-En el invernadero, los cultivos deben ser separados de acuerdo a su forma de 

propagación. 

-Ingresar al invernadero con ropa limpia y sin haber tenido contacto con otras plantas. 

-Eliminación de los residuos de cosecha para evitar la generación de tejidos reservorios. 

-Limpiar y desinfectar los invernaderos y el sistema de riego antes de iniciar un nuevo 

ciclo de cultivo. 

-Producir las plántulas de jitomate para tener la certeza de que crecieron libres de plagas 

y enfermedades. Es muy importante tener cuidado con las temperaturas elevadas para 

obtener plántulas con una altura y desarrollo de raíces adecuados, dicho problema se 

puede minimizar con un apropiado manejo de riego y de nutrición (Daughtrey et al., 

1997; Daughtrey et al., 2000; EPPO, 1999; Hartman et al., 2005; Osuna y Ramírez, 

2012) 

Utilización de compuestos naturales. La aplicación de alternativas ecológicas se usa 

para evitar la contaminación ambiental y toxicidad en humanos, ocasionados por el uso 

inadecuado y excesivo de agroquímicos (Zavaleta-Mejía, 2000). Ramírez-Flores et al., 

(2006) observaron que aplicaciones de miel de abeja y melaza en plantas de jitomate 

infectadas por el TSWV disminuyen la severidad de los síntomas lo cual estuvo asociado a 

una menor movilidad y concentración del virus. 

Inductores de resistencia. El acibenzolar-S-metil (ASM) y el ácido acetil salicílico 

son compuestos que se utilizan como activadores de resistencia contra enfermedades en 

plantas, los cuales inducen la acumulación de proteínas PR a nivel local y sistémico 

(Camarena y De la Torre, 2007; Díaz, 2011; Mandal et al., 2008). Las proteínas PR activan 
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el sistema de defensa de la planta originando la resistencia al patógeno. El ASM reduce la 

replicación viral, el número de lesiones locales y el movimiento sistémico del TSWV en el 

hospedante (Mandal et al., 2008), mientras que las aplicaciones de ácido acetil salicílico en 

plantas de jitomate no afectan el movimiento sistémico de este virus aunque sí disminuye su 

concentración (Ramírez-Flores et al., 2006). Se recomienda hacer aplicaciones de los 

inductores de resistencia desde el pretrasplante para proteger a las plantas antes del 

establecimiento de la enfermedad (Csinos et al., 2001). 

Transformación genética. La ingeniería genética ha permitido la generación de 

plantas transgénicas de jitomate, cacahuate y tabaco, a las cuales se les ha incorporado 

segmentos de los genes N y NSm del TSWV (Culbreath et al., 2003; Gubba et al., 2002; 

Herrero et al., 2000). En el caso de crisantemo, la inserción del gen de la proteína N de este 

virus ocasiona el desarrollo de lesiones locales cloróticas sin que la infección se vuelva 

sistémica (Daughtrey et al., 1997). 

En la variedad de jitomate conocida como “Rey de los Tempranos”, la introducción de 

algunos alelos para contrarrestar al TSWV es conferida por una interacción semi-alélica 

dominante de 1 o 3 genes (Juliatti y Maluf, 2005), la cual ocasiona una reacción resistente 

contra TSWV (Maluf et al., 1991).  

En variedades de jitomate y pimiento, se han incorporaron genes de resistencia para 

TSWV. Las variedades comerciales de jitomate resistentes a TSWV son portadoras del gen 

Sw-5 procedente de Solanum peruvianum (Rosello et al., 1998; Spassova et al., 2001), 

mientras que en el caso del pimiento se ha utilizado el gen Tsw, procedente de Capsicum 

chinense (López et al., 2011). Los genes Sw-5 y Tsw desencadenan una reacción de 

hipersensibilidad que origina la aparición de lesiones locales necróticas, las cuales confinan 

la infección en el punto de entrada de este virus e impiden su movimiento sistémico en la 

planta (Aramburu et al., 2007; Rosello et al., 1998). Sin embargo, la resistencia conferida 

por los genes Sw-5 y Tsw no tiene una buena estabilidad y ha sido superada por diversas 

variantes del virus (Aramburu y Martí, 2003). 

Hasta el momento, no se ha tenido éxito al introducir genes de resistencia a TSWV en 

los diferentes cultivares comerciales por la supresión del sistema de silenciamiento del ARN 
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viral por parte de la planta debido a la proteína NSs (De Ronde et al., 2013; Margaria et al., 

2007), así como a la reorganización y recombinación del genoma del virus para formar 

diferentes aislados (Aramburu et al., 2007; Bag et al., 2012) que de manera individual o 

combinada rompen la resistencia en la planta. 

Por otro lado, una estrategia a implementar para el control del TSWV es utilizar las 

nuevas herramientas biotecnológicas, al identificar los genes del hospedante que interactúan 

con el TSWV, los cuales ayudan a realizar una eficiente multiplicación y replicación del 

patógeno. Como lo menciona Kushner et al. (2013), el cual detectó los genes de 

Saccharomyces cerevisiae que están involucrados en la inhibición o multiplicación del virus 

Brome mosaic virus (BMV), utilizando el ARN y la proteína de la replicasa viral. La 

investigación identificó con que genes del hospedante tiene el virus una estrecha relación 

para replicarse de forma exitosa o impedir su establecimiento. Por lo tanto, para esta 

estrategia es necesario conocer todos los genes del hospedante que son responsables de la 

replicación del genoma viral, síntesis de ARN mensajero, entre otros pasos. Una vez, 

conocidos los genes involucrados en dicha interacción, se editarían a partir de la técnica 

CRISPR/Cas, para la inactivación de sus funciones durante la infección por TSWV. 

Asimismo, la replicación y multiplicación del virus seria suprimida por la ausencia de las 

actividades regulares de los genes del hospedante, ocasionando la desaparición de la reacción 

de compatibilidad y reconocimiento entre el hospedante y el virus. De esta forma, se 

obtendrían plantas modificadas en las actividades de los genes que interactúan con el virus 

durante la infección sin la necesidad de introducir agentes extraños como en las plantas 

transgénicas. 

Otra alternativa, es utilizar la metagénomica para revelar las especulaciones sobre la 

evolución del virus al adaptarse a sus hospedantes y su interacción con otros organismos. 

Tales deducciones, se podrían aclarar al secuenciar el genoma completo de cada una de las 

variantes y aislamientos del TSWV, y complementar los estudios de variabilidad genética 

con los análisis de recombinación para determinar el posible origen de dichos cambios en sus 

proteínas y como están relacionados con el genoma del hospedante. Posteriormente, con la 

ayuda de los datos generados comprenderemos las estrategias de cada una de sus proteínas 

virales para adaptarse a su vector y a sus hospedantes; así como la biodiversidad genética del 
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patógeno. Además, entenderemos como afecta las condiciones ambientales ocasionadas por 

el cambio climático en la interacción virus-hospedante-vector. Asimismo, la sobrevivencia, 

movimiento, distribución, epidemias, emergencia en nuevas zonas geográficas o cultivos y 

el impacto que genera en el ecosistema.  

Control del vector 

El manejo del insecto vector es de gran importancia para impedir la rápida 

diseminación del virus. Por tal motivo, para un control eficiente de la enfermedad ocasionada 

por el TSWV, se recomienda implementar estrategias de manejo integrado contra los trips 

vectores del virus mediante la combinación de estrategias de control biológico, cultural y 

químico (Momol et al., 2004).  

Control cultural 

Se emplea de forma preventiva para evitar la introducción, desarrollo y propagación 

del insecto plaga (Santamaría, 2004). Algunas medidas de prevención recomendadas en el 

caso del TSWV, tanto en invernadero como a cielo abierto, son las siguientes  

-Eliminación de maleza. 

-Mantener una zona libre de vegetación de 3 a 10 m alrededor del cultivo. 

-Eliminación de los residuos de cosecha. 

-Colocación de mallas antitrips en los invernaderos para evitar su entrada. 

- Reparación constante de las roturas en los plásticos del invernadero. 

-Inspección continúa de las plantas para eliminar aquellas que muestren síntomas. 

-Colocación de trampas adhesivas amarillas y azules a la altura de la planta para 

conocer la fluctuación poblacional de los trips y decidir el momento adecuado de 

aplicación de algún insecticida. Se recomienda utilizar un control químico contra el 

vector cuando se tenga la presencia de 2 a 5 trips por trampa. 

-Siembra intercalada de plantas repelentes a trips (como el ajo) dentro y alrededor del 

cultivo.  
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-Utilizar barreras físicas como invernaderos, los cuales deben tener mallas anti trips 

para evitar la entrada del vector. 

-Los invernaderos deberán presentar en la entrada cortinas dobles de malla anti trips, y 

colocar un tapete sanitario para desinfectar los zapatos. 

-Reparación constante de las roturas en los plásticos del invernadero para evitar la 

entrada del vector. 

-Reducir el número de ingresos a los invernaderos para evitar la entrada del vector. 

-Desinfectar el sustrato debido a que una etapa larvaria de los trips se encuentra en el 

suelo. 

-Evitar una alta densidad de plantas por metro cuadrado para facilitar la aplicación de 

insecticidas y disminuir una alta humedad en el ambiente. Osuna y Ramírez (2012), 

recomiendan 3 plantas por metro cuadrado. 

(CAB International, 2015; Daughtrey et al., 1997; Gill et al., 2012; Greenough et al., 

1990; Greer y Diver, 2000; Lacasa et al., 1994; Osuna y Ramírez, 2012; Salas, 2004). 

Control biológico. En el caso de Frankliniella occidentalis se han utilizado enemigos 

naturales como parásitos, depredadores o entomopatógenos (Cuadro 5) (Gill et al., 2012; 

Greer y Diver, 2000). Las estrategias de control biológico, tanto en invernadero como en 

campo abierto, se emplean antes de la aplicación de insecticidas, ya que pueden disminuir la 

población de los organismos biológicos (Greer y Diver, 2000; Rueda y Shelton, 1996). La 

liberación de los agentes de control biológico se efectúa cuando se detectan los primeros trips 

en las trampas adhesivas o inclusive antes de la aparición de los mismos para evitar el 

aumento de su población (Greer y Diver, 2000). 
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Cuadro 5. Agentes de control biológico utilizados contra Frankliniella occidentalis. 

Enemigos naturales Especies Referencias 

Depredadores 

-Amblyseius barkeri, A. cucumeris, A. degenerans, A. 

intermedius, A. limonicus, A. swirskii 

-Dicyphus tamaninii 

-Geocoris pallens, G. punctipes 

-Hypoaspis aculeifer, H. miles 

-Macrolophus caliginosus, M. rubi 

-Neoseiulus cucumeris 

-Orius albidipenni, O. insidiosus, O. laevigatus, O. majusculu. 

O. niger, O. tristicolor 

-Typhlodromips lailae, T. montdorensis 

CAB 

International, 

2015; Gill et 

al., 2012; 

Greer y 

Diver, 2000 
Entomopatógenos 

-Beauveria bassiana 

-Lecanicillium lecanii 

-Neozygites parvispora 

Parásito 

-Ceranisus americensis, C. lepidotus, C. menes 

-Grandjeanella multisetosa 

-Steinernema feltiae 

-Thripinema nicklewoodii 

 

Control químico 

Los trips pueden desarrollar resistencia a los insecticidas sobre todo si éstos se aplican 

frecuentemente (CAB International, 2015). Para prolongar su efecto insecticida, se 

recomienda rotar en cada generación de trips (aproximadamente cada dos o tres semanas), la 

aplicación de determinado producto considerando su ingrediente activo (Cuadro 6) (Cloyd, 

2011; EPPO, 1999).  
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Cuadro 6. Insecticidas recomendados por SENASICA y DGIAAP (2011) para el control 

de F. occidentalis. 

Ingrediente activo Dosis 
Días a 

cosechar 

Acefate 0.8 kg/ha 7 

Acetamiprid 150-350 g/ha 7 

Azinfos metílico 1.0-2.5 L/ha o 1100-1400 g/ha 28 

Bifentrina 400-600 g/ha 3 

Clorhidrato de formetanato 0.5-1.0 kg/ha 57 

Clorpirifos etil 0.7-1.0 L/ha o 20-25 kg/ha 21 

Clorpirifos etil + Gamma cyhalotrina 0.75-1.25 L/ha * 

Diazinon 0.5-1.0 L/ha 14 

Dinotefuran 1.0-1.5 kg/ha Sin límite 

Dimetoato 0.75-8.0 L/ha 14 

Disulfoton 10 kg/ha Sin límite 

Endosulfan 1.0-3.0 L/ha 10 

Fenpropatrin 0.3-0.5 L/ha 21 

Flonicamid 75-150 g/ha Sin límite 

Gamma cyhalotrina 150-200 mL/ha 7 

Imidacloprid + Cyflutrin 0.25-0.3 L/ha 14 

Malation 0.7-2.0 L/ha o 25 kg/ha 3 

Metamidofos 1.0-1.5 L/ha 14 

Metomilo 1.0-2.0 L/ha o 300-1600 g/ha 7 

Ometoato 0.4-0.6 L/ha * 
Oxidemeton metil 1.0-2.0 L/ha * 
Paration metílico 0.75-1.5 L/ha 15 

Spinetoram 333.3-500 mL/ha 1 

Tau-Fluvalinato 300 mL/ha Sin límite 

Thiametoxam 300-400 g/ha 3 

Triclorfon + Paration metílico 20-25 g/kg 28 

Imidacloprid 0.3-0.45 mL/100 L 14 

Lambdacyhalotrina (Cyhalotrina) 300-500 mL/ha 14 

Spinosad 10-20 mL/100 L o 60-120 g/ha 1 

Thiametoxam + Lambdacyhalotrina 200-400 mL/ha 14 

Zeta-cipermetrina 40-45 mL/100 L o 450-650 mL/ha 1 

* No determinado 

Se recomienda iniciar las aplicaciones de los insecticidas en el cultivo cuando se tienen 

de 10 a 20 trips por trampa adhesiva (Daughtrey et al., 2001), utilizar un equipo de aplicación 

que produzca gotas menores de 100 µm con la finalidad de obtener una mayor cobertura entre 

las partes más difíciles de penetración de la planta y añadir un producto químico que tenga 

como ingrediente activo una piretrina para provocar la movilidad de los trips y facilitar que 

entre en contacto con el insecticida (Hoddle y Van Driesche, 2013). 
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CONCLUSIONES 

La enfermedad ocasionada por el Tomato spotted wilt virus en diferentes cultivos de 

importancia agrícola se ha caracterizado por provocar graves daños y por su rápida dispersión 

a nivel mundial. Lo anterior se debe a las características biológicas y genéticas del virus, así 

como a su diseminación a través del insecto vector y del material vegetal propagativo 

asintomático. A nivel mundial, se ha publicado información relacionada con el genoma del 

virus, la función de las diferentes proteínas que codifica y que están relacionadas con su 

replicación, movimiento célula-célula, síntomas y supresión del silenciamiento del ARN 

viral por parte de la planta; también se han abordado los mecanismos de adquisición, 

replicación, movimiento y transmisión por trips; genes relacionados con resistencia, 

sintomatología, manejo y epidemiología en algunos cultivos, principalmente. En México, las 

investigaciones publicadas en revistas con arbitraje tratan de la detección del virus en 

diferentes especies vegetales y su descripción de síntomas; la variabilidad biológica de 

aislamientos de TSWV; identificación de trips como vectores y maleza hospedante del virus; 

severidad en diferentes hospedantes y temperaturas para el desarrollo del patógeno; 

epidemiología en crisantemo; efecto de miel y melaza en la concentración relativa y 

movimiento del virus. Por tal motivo en México, es necesario generar más investigaciones 

sobre los aspectos involucrados a nivel molecular, en la interacción planta hospedante-virus-

vector para que de esta manera se logre discernir la forma de adaptación y evolución del virus 

en su nicho ecológico para encontrar un control adecuado durante la infección por TSWV. 

Así, como generar más conocimiento sobre la resistencia o tolerancia genética de las plantas 

ante la presencia del TSWV. 
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CAPÍTULO 2. ASPECTOS FUNDAMENTALES DEL SILENCIAMIENTO 

GÉNICO EN PLANTAS CONTRA VIRUS FITOPATÓGENOS 

 

RESUMEN.  

El silenciamiento génico es un mecanismo celular que controla e inhibe la expresión de 

genes. Tiene la capacidad de regular a nivel transcripcional o post-transcripcional. En plantas, 

participa en el desarrollo y diferenciación celular, regulación de genes, y defensa contra 

transposones y organismos patógenos, especialmente para combatir a los virus. En el 

silenciamiento génico están involucradas ciertas proteínas endógenas de la planta, las cuales 

son conocidas con el nombre de Dicers, Argonautas y ARNs polimerasas dependientes de 

ARN, que sin ellas no se podrían realizar las actividades de este proceso natural. Tal conjunto 

de proteínas, realiza funciones específicas para contrarrestar las infecciones virales. Sin 

embargo, los virus poseen estrategias moleculares para inactivar y suprimir el mecanismo 

del silenciamiento génico al propagarse e infectar a su hospedante. Siendo un reto el estudiar 

y comprender la naturaleza de estas interacciones con el propósito de desarrollar nuevas 

estrategias que contribuyan efectivamente a subyugar las pérdidas ocasionadas por virus en 

cultivos agrícolas con importancia económica. Por tal motivo, este escrito tiene como 

propósito presentar de manera clara y concisa el mecanismo del sistema de silenciamiento 

genético en plantas para su entendimiento a nivel molecular y su uso en el diseño de 

estrategias contra los virus. 

Palabras claves: ARN pequeños, argonauta, dicer, RDR, virus, hospedante 

ABSTRACT.  

Gene silencing is a cellular mechanism that controls and inhibits gene expression. It has the 

ability to regulate transcriptional or post-transcriptional level. In plants, it is involved in the 

development, cellular differentiation, gene regulation, and defense against transposons and 

pathogens, especially to counteract viruses. Gene silencing involves certain endogenous 

protein of the plant, which are known as Dicers, Argonauts and RNA-dependent RNA 

polymerases, without them cannot develop the activities of this natural process. These 

proteins perform specific functions to counteract viral infections. However, viruses have 

molecular strategies to inactivate and suppress the mechanism of gene silencing to spread 

and infect the plant. Therefore, it is a challenge to study and understand the nature of these 

interactions to define and develop new strategies that effectively contribute to suppress the 

losses caused by the virus in crops of economic importance. For this reason, the purpose of 

this brief is to present in a clear and concise way, the mechanism of genetic silencing in plants 

for their understanding at the molecular level and their possible intervention in the design of 

strategies against viruses. 

Key words: small RNA, argonaute, dicer, RDR, viruses, host 
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INTRODUCCIÓN 

El silenciamiento génico es un mecanismo altamente conservado en organismos 

eucariontes, el cual degrada o suprime un gen en particular. Tal mecanismo regula la 

expresión de genes endógenos y exógenos para el desarrollo y mantenimiento de la integridad 

del genoma de las plantas (Zhang et al., 2016a; Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009). Existen dos 

rutas de activación del silenciamiento génico: a nivel transcripcional (TGS) y a nivel post-

transcripcional (PTGS) (Rajeevkumar et al., 2015). El silenciamiento génico transcripcional 

se lleva a cabo a través de metilación del promotor, bloqueando de esta manera la síntesis de 

ARNs mensajeros (ARNm). En el PTGS se degrada el ARNm de genes endógenos o 

exógenos provocando que no se realice la síntesis de proteínas (Rajeevkumar et al., 2015).  

La maquinaria del silenciamiento génico en plantas está compuesto por las proteínas: 

Dicer (DCL), Argonautas (AGO), ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp o RDR), las 

cuales actúan en diferentes etapas del mecanismo celular para generar ARNs pequeños y 

subsecuentemente degradarlos (Zhang et al., 2015). En plantas, este mecanismo es conocido 

como silenciamiento génico inducido por ARN (Zhang et al., 2015), que tiene la función de 

estabilidad y disponibilidad del ARNm en el proceso de la traducción, formación de la 

heterocromatina, metilación de ADN, control de los transposones para brindar estabilidad al 

genoma, en el crecimiento y desarrollo, y principalmente, en la defensa contra los virus, ya 

que estos patógenos tiene la capacidad de inducir el silenciamiento génico (Baulcombe, 2004; 

Rajeevkumar et al., 2015; Zhang et al., 2015). Por tal motivo, los virus para contrarrestar el 

sistema de defensa de la planta producen proteínas capaces de suprimir el silenciamiento 

génico con la finalidad de infectar y replicarse en el hospedante, con lo cual se corrobora la 

función de este fenómeno como mecanismo de defensa antiviral (Wieczorek y Obrępalska-

Stęplowska, 2015). Debido a lo anterior, el silenciamiento génico ha tenido un auge como 

una herramienta biotecnológica para generar resistencia a virus en plantas, al introducir 

construcciones de genes que activan el mecanismo del silenciamiento génico contra los virus 

fitopatógenos (de Souza et al., 2007; Zhang et al., 2015). 

Por tal motivo, el propósito de este escrito es presentar de manera clara y concisa el 

mecanismo del sistema de silenciamiento genético en plantas para su entendimiento a nivel 

molecular y su posible intervención en el diseño de estrategias contra los virus fitopatógenos. 
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Historia del silenciamiento génico 

A finales de los años 80 y principios de los 90, un grupo de investigadores en 

biotecnología de plantas modificaron genéticamente el color de las flores de petunia (Petunia 

hybrida), al tratar de incrementar el color purpura de la planta (Lindbo, 2012). Ellos 

diseñaron un clon con el promotor p35S y el gen de la chalcona sintasa-A (CHS-A). La 

enzima chalcona sintasa es un elemento importante en la biosíntesis de flavonoides, que es 

uno de los componentes principales de las antocianinas (Napoli et al., 1990). Posteriormente, 

insertaron el clon diseñado en el genoma de la petunia, utilizando la bacteria Agrobacterium 

tumefaciens, ya que tenían planeado que con el promotor p35S se incrementaría la función 

del gen CHS-A para dar origen a flores de color purpura más intenso (Lindbo, 2012; Napoli 

et al., 1990). Sin embargo, inesperadamente, más del 40% de las plantas transgénicas tenían 

una apariencia de color blanco o variegado (Napoli et al., 1990). Los investigadores se 

percataron que tanto el gen endógeno como el gen introducido habían disminuido su 

expresión, desconociendo la naturaleza del fenómeno, al cual nombraron como mecanismo 

de “cosupresión” (Napoli et al., 1990).  

Un fenómeno similar, fue descrito en 1992 con el hongo Neurospora crassa (N. 

crassa). Romano y Macino (1992), insertaron al genoma de N. crassa dos secuencias de 

genes involucrados en la producción de carotenos, el cual brinda el color naranja al hongo, 

con la finalidad de generar más pigmento. Los investigadores obtuvieron como resultado que 

los hongos transgénicos perdían el color naranja, siendo el 36% de color blanco, debido a la 

sobreexpresión de los genes insertados, llamando a este fenómeno “apagamiento” (Romano 

y Macino, 1992). 

Un año después, un grupo de investigadores en virus en plantas, observaron un 

mecanismo parecido al de cosupresión y al de apagamiento. El equipo de investigación 

utilizó plantas transgénicas de tabaco que expresaban el gen de la cápside del Virus del 

grabado de tabaco (TEV) de forma completa e incompleta, originando una reducción en la 

multiplicación y propagación viral en la planta (Lindbo et al., 1993). Los investigadores 

propusieron que tal mecanismo se debía por la degradación del ARN del transgen en el 

citoplasma, a nivel post-transcripcional, ocasionando la resistencia a la planta (Lindbo et al., 

1993).  
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Posteriormente, en otra investigación construyeron un vector de clonación que contenía 

el genoma parcial de la proteína de la cápside del Virus del mosaico del tomate (ToMV) y 

del Virus mosaico del tabaco (TMV), y una secuencia corta del gen fitoena desaturasa. El 

gen fitoena desaturasa es endógeno de las plantas y está involucrada en la síntesis de 

carotenoides. El vector fue insertado en la planta Nicotiana benthamiana. Después, los 

investigadores observaron que las plantas presentaban hojas de color blanco, concluyendo 

que el transcripto viral desactivaba la expresión del gen endógeno de fitoena desaturasa 

(Kumagai et al., 1995).  

Con los resultados de anteriores investigaciones, se propuso el término “Silenciamiento 

Génico Inducido por Virus” (VIGS) para describir el fenómeno de la recuperación de la 

planta a partir de la infección por un virus (van Kammen, 1997). Sin embargo, ahora es 

ampliamente utilizado para la aplicación de un vector viral para silenciar un gen de la planta 

(Hull, 2014), dichos fenómenos son explicados por el mecanismo de silenciamiento génico 

post-transcripcional. 

En 1998, Andrew Fire y Craig Mello, encontraron una forma eficiente de silenciar 

genes como estrategia para estudiar su función en el desarrollo del nematodo Caenorhabditis 

elegans (C. elegans). Demostraron que al insertar ARN de doble cadena (ARNdc) en C. 

elegans se lograba inactivar el gen de la misma secuencia del ARNdc, originando en los 

nematodos defectos estructurales y espasmos por la señal sistémica entre los tejidos (Fire et 

al., 1998). A tal acontecimiento lo nombraron ARN interferente, sugiriendo que es un 

mecanismo endógeno, que degrada el ARNm y es usado por la célula para controlar la 

expresión génica.  Asimismo, los autores indicaban que dicho fenómeno explicaba el 

mecanismo de cosupresión, apagamiento y post-transcripcional (Fire et al., 1998; Lindbo, 

2012). 

Mecanismo del silenciamiento génico en plantas inducido por virus 

La utilización de la técnica de silenciamiento génico inducido por virus (VIGS), 

consiste en usar vectores virales modificados con fragmentos de un gen de interés que se 

quiere silenciar en el hospedante (Cuin y Wang, 2016; Purkayastha y Dasgupta, 2009). Tal 

fenómeno se basa en silenciar el gen como parte del mecanismo de sistema de defensa de la 

planta contra la infección viral (Hull, 2014). 



39 
 

El mecanismo de silenciamiento génico inducido por virus a nivel post-transcripcional, 

actúa ante la presencia de ARNdc, el cual se deriva en la replicación por la intervención de 

la enzima ARN polimerasa ARN dependiente (RDR) (Lange et al., 2013). Al generarse el 

ARNdc, es reconocido por una maquinaria celular y cortada en fragmentos de 21 a 24 

nucleótidos, denominados ARN pequeños interferentes (siARN) (Lacomme, 2015; 

Purkayastha y Dasgupta, 2009). Esta reacción es catalizada por la enzima ribonucleasa 

ARNasa III conocida como DCL (Lacomme, 2015; Unver y Budak, 2009). Los ARN 

pequeños producidos por la enzima DCL, son reconocidos por las proteínas de la familia 

argonautas (AGO), quienes los incorporan dentro de un complejo ribonucleoprotéico 

nombrado como complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) (Lacomme, 2015). 

Las proteínas argonautas son el componente principal del complejo RISC y tienen la función 

de mediar la interacción DCL-RISC (Salomon et al., 2010). A continuación, por la acción de 

una enzima helicasa se rompen los puentes de hidrógeno y se separan los ARNdc, y RISC se 

queda con la cadena antisentido para degradarla a partir de la actividad endonucleasa de su 

sistema (Dykxhoorn y Lieberman, 2005). Adicionalmente, la cadena sencilla de los ARNs 

pequeños sirven para sintetizar su cadena complementaria de ARN por la intervención de la 

enzima RDR (Willmann et al., 2011)). Una vez generadas varias copias de ARNdc de los 

siARNs, se desencadena una amplificación de la respuesta del silenciamiento génico a nivel 

local y sistémico (Lange et al., 2013; Willmann et al., 2011). 

Características de las proteínas implicadas en el mecanismo de silenciamiento génico: 

DCL, AGO y RDR 

El silenciamiento génico en plantas se lleva a cabo por la participación de las proteínas 

DCL, AGO y RDR para contrarrestar organismos patógenos, principalmente, virus. 

DCL. Es una ribonucleasa de la familia ARNsa III, la cual es la encargada de cortar a 

los ARNdc en fragmentos de 21 a 24 nucleótidos durante la intervención en el mecanismo 

del silenciamiento génico (Hammond, 2005). La proteína DCL contiene seis dominios 

conocidos como: ATPasa/ARN helicasa, DUF283, PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille), ARNasa 

IIIa (RIIIa), ARNasa IIIb (RIIIb) y unión a ARNdc (dsRBD) (Macrae et al., 2006a; Macrae 

et al., 2006b). El dominio ATPasa/ARN helicasa es indispensable en el corte de ARNs 

pequeños, está involucrado en el reconocimiento y procesamiento de las horquillas de ARN 

para procesar miARNs y siARNs (Soifer et al., 2008). La función del dominio DUF283 está 
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implicado en la selección de siARNs y miARNs a través del reconocimiento del ARNdc 

(Dlakic, 2006). El dominio PAZ posee una región amino-terminal, la cual tiene la función de 

reconocer y unir a los nucleótidos localizados en el extremo 3´; mientras que los dominios 

RIIIa y RIIIb son el centro activo de DCL cortando a los ARNdc para dar origen a ARNs 

pequeños de 21 a 24 nucleótidos debido a la distancia entre PAZ y los dominios RIII 

(Kurzynska-Kokorniak et al., 2015). La hélice entre el dominio PAZ y los dominios RIII 

mide 65 Angstroms, lo cual corresponde a 2 vueltas de la hélice de ARNdc que es alrededor 

de 21 a 24 nucleótidos (Ma et al., 2012; Macrae et al., 2006a). El dominio dsRBD contiene 

una región carboxilo-terminal, y ayuda en la unión del sustrato y corte de los ARNdc (Ma et 

al., 2012). 

En la planta Arabidopsis thaliana (A. thaliana) se codifica cuatro enzimas DCL 

nombradas: DCL1, DCL2, DCL3 y DCL4, cada una con distintas funciones en la ruta del 

silenciamiento génico (Agius et al., 2012) (Cuadro 7). DCL1 en la ruta de microARNs, está 

unido a la proteína HLY1 y SE para escindir a los pri-micro ARNs y generar a los pre-

microARNs, y posteriormente cortarlos para producir miARNs maduros de doble cadena con 

un tamaño de 21 nucleótidos (Xie et al., 2015; Lindbo, 2012). En la ruta de nat-siARNs, 

DCL1 está involucrado en generar nat-siARNs secundarios de doble cadena con una longitud 

de 21 nucleótidos que después van a ser transportados por la proteína AGO para su 

degradación (Borsani et al., 2005; Lindbo, 2012). Además, DCL1 corta en bloques de 21 

nucleótidos a los ARNdc de los transcriptos del gen TAS, originando fragmentos de tas-

siARNs de doble cadena (Wu et al., 2012). DCL2 corta en tamaños de 24 nucleótidos los 

transcriptos primarios de nat-siARN, generados por la enzima ARN polimerasa dependiente 

de ADN III y está involucrado en el silenciamiento de los transgenes (Borsani et al., 2005; 

Paren et al., 2015). DCL3 corta los transcriptos generados por la enzima RDR2 para formar 

ra-siARNs de doble cadena y está involucrada en la generación de nat-siARNs de 24 

nucleótidos cuando la planta está bajo condiciones de estrés (Guleria et al., 2011; Yuan et 

al., 2015). La enzima DCL4 unida a la proteína DRB4, corta los ARNdc transcriptos por la 

proteína RDR6, en bloques de 21 nucleótidos, originando fragmentos de tas-siARNs de doble 

cadena y está involucrado en el silenciamiento de los transgenes (Eamens et al., 2008; 

Guleria et al., 2011; Paren et al., 2015). 
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Ante infecciones virales en A. thaliana, DCL4 es esencial para inhibir la multiplicación 

viral a nivel local y DCL2 actúa para contrarresta la infección sistémica del virus Potato virus 

X (PVX), generando siARNs virales de 22 y 21 nucleótidos, respectivamente (Andika et al., 

2015). Sin embargo, con el virus Turnip mosaic virus (TuMV), DCL2 y DCL4 actúan en 

conjunto para silenciar sistémicamente la infección viral, y además la actividad de DCL4 es 

suficiente para suprimir la propagación del virus en las hojas inoculadas (Garcia-Ruiz et al., 

2010). DCL3 junto con la proteína DRB3 intervienen para contrarrestar las infecciones 

virales por Cabbage leaf curl virus (CaLCuV) y Beet curly top virus (BCTV), generando 

siARNs con una longitud de 24 nucleótidos (Raja et al., 2014).  

Cuadro 7. Proteínas DCL involucradas en la ruta de silenciamiento génico en A. thaliana. 

Proteína 

DCL 

Tamaño de 

fragmentos 

generados 

(Nucleótidos) por 

DCL 

Función Referencia 

DCL1 21 

Generación de miARNs, nat-

siARNs secundarios y ta-

siARNs 

Borsani et al., 2005; 

Wu et al., 2012; Xie 

et al., 2015 

DCL2 22 o 24 
Generación de nat-siARNS 

primarios y en la defensa viral 

Borsani et al., 2005; 

Andika et al., 2015 

DCL3 24 
Generación de nat-siARNs, ra-

siARNs y en la defensa viral 

Guleria et al., 2011; 

Raja et al., 2014; 

Yuan et al., 2015 

DCL4 21 
Generación de ta-siARNS y en 

la defensa viral  

Andika et al., 2015; 

Guleria et al., 2011 

 

AGO. La proteína AGO es uno de los componentes esenciales del mecanismo de 

silenciamiento génico, tiene la función de unirse a los fragmentos cortados por las enzimas 

DCLs y llevarlos a RISC para su corte o inhibición (Baumberger y Baulcombe, 2005; 

Carbonell y Carrington, 2015). AGO presenta cuatro dominios en su estructura molecular, 
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los cuales son: PAZ, MID, PIWI y N-terminal (Hutvagner y Simard, 2008). El dominio PAZ 

reconoce el extremo 3´ de los ARNs pequeños para dirigir el ARN a su degradación (Mallory 

y Vaucheret, 2010). Entre el dominio MID y PIWI, está el sitio que reconoce al extremo 5´ 

de los ARNs pequeños, originando la unión de los ARNs pequeños a la proteína, siendo esta 

región altamente conservada (Parker y Barford, 2006). En el centro catalítico de RISC se 

localiza el dominio PIWI, el cual funciona como una ARNsa H para cortar a los ARNs 

pequeños. El motivo QF-V de PIWI está relacionado en el reconocimiento de las bases 

apareadas en el nucleótido 15 de los ARNs pequeños de doble cadena (Zhang et al., 2014). 

El dominio N-terminal facilita la separación de los ARNs pequeños de doble cadena por su 

región amino-terminal (Mallory y Vaucheret, 2010). 

A partir de estudios genéticos en la planta A. thaliana, se descubrió que codifica para 

diez genes de AGO conocidos como: AGO1, AGO2, AGO3, AGO4, AGO5, AGO6, AGO7, 

AGO8, AGO9 y AGO10 (Agius et al., 2012). Estas proteínas se clasifican en tres grupos: 

AGO1/5/10, AGO2/3/7 y AGO4/6/9, en función a las similitudes en sus secuencias, a su 

redundancia funcional, y a sus características de unión con el ARN. Sin embargo, se encontró 

que AGO3 tiene mayor afinidad y redundancia con AGO4 (Zhang et al., 2016b).  

En la ruta de generación de ARNs pequeños para regular la expresión de genes en la 

planta, AGO1 es la principal proteína que se une y transporta a los miARNs (Xie et al., 2015). 

No obstante, AGO7 y AGO10 se unen a los miR390 y miR165/166, respectivamente 

(Montgomery et al., 2008; Zhou et al., 2015). En la ruta de siARNs, AGO7 se une al miR390 

y AGO1 a miR173 o miR828 para iniciar la biogénesis de ta-siARNs después de la 

transcripción de los genes TAS3, y TAS1/2 o TAS4, respectivamente (Allen y Howell, 2015; 

Montgomery et al., 2008; Yu et al., 2015). En la ruta de nat-siARNs, AGO2 transporta los 

nat-ARN de sentido positivo para iniciar su degradación (Oliver et al., 2014). AGO4, se une 

a los ra-siARNs para desencadenar la metilación del ADN (Xie y Yu, 2015; Wierzbicki et 

al., 2009). 

Hasta el momento, en A. thaliana se ha demostrado que las proteínas AGO1, AGO2, 

AGO4, AGO5, AGO7 y AGO10 tienen actividad antiviral contra virus de ARN (Carbonell 

y Carrington, 2015; Garcia-Ruiz et al., 2015; Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009). Ante la infección 

por PVX, se induce la expresión de AGO5, y se restringen la infección sistémica por la acción 
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de AGO2 y AGO5 (Brosseau y Moffet, 2015). Mientras, el mecanismo de silenciamiento 

génico ante TuMV, activa AGO2 para limitar la infección viral en las hojas. Sin embargo, 

AGO1, AGO2 y AGO10 fomentan la actividad antiviral contra TuMV en varios órganos de 

la planta a nivel sistémico (Garcia-Ruiz et al., 2015). En otra investigación, se identificó que 

AGO1 y AGO7 transportan los siARNs virales de Turnip crinckle virus (TCV) al complejo 

RISC para su corte o inhibición (Qu et al., 2008). Además, cuando Tobacco rattle virus 

(TRV) infecta a A. thaliana, las proteínas AGO2 y AGO4 tienen un papel importante en la 

restricción del virus al inicio de la enfermedad (Ma et al., 2015). 

No obstante, AGO4 también está involucrada en el silenciamiento génico de virus de 

ADN pertenecientes a la familia Geminivirus a través de la metilación del ADN viral (Raja 

et al., 2014). 

RDR. Es un componente esencial en el mecanismo del silenciamiento génico al usar 

el ARN de cadena sencilla para sintetizar ARNdc, el cual sirve para iniciar o amplificar la 

señal de silenciamiento génico (Willmann et al., 2011). La estructura de la proteína RDR 

contiene tres subdominios, conocidos como: dedos (fingers), palma (palm) y pulgar (thumb) 

(Hansen et al., 1997). El subdominio de palma es el más conservado y se caracteriza por 

tener los motivos A, B y C, los cuales son esenciales en la actividad de la RDR. El motivo A 

(DxDGD) y el motivo C (GDD) están implicados en la unión de Mg2 + y/o Mn2 + (Gohara et 

al., 2000; Makeyev y Bamford, 2002). El motivo B está involucrado en la selección de los 

ribonucleótidos trifosfatos para llevar a cabo la síntesis de ARN, ya que se libera dos fosfatos 

y se produce la energía necesaria para la adhesión de los nucleótidos (Gohara et al., 2000).  

En la planta de A. thaliana, se tiene conocimiento que codifica seis proteínas RDRs, 

nombradas: RDR1, RDR2, RDR3, RDR4, RDR5 y RDR6, las cuales algunas de ellas tienen 

diferentes funciones en la ruta del silenciamiento génico (Agius et al., 2012) (Cuadro 8). 

RDR2, interviene en la biogénesis de ra-siARNs y nat-siARNs al generar cadenas de ARNdc, 

las cuales serán posteriormente cortadas por la enzima DCL (Guleria et al., 2011; Yuan et 

al., 2015). RDR6, es requerido en la ruta de nat-siARNs y ta-siARNs para sintetizar ARNdc, 

el cual se une a la proteína SGS3 para estabilizarlos (Howell et al., 2007; Yuan et al., 2015). 

En la defensa contra virus fitopatógenos, RDR1 y RDR6 son requeridos en A. thaliana para 

amplificar los siARNs virales de Cucumber mosaic virus (Wang et al., 2010). En estudios 
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recientes, se ha encontrado que la interacción del supresor de silenciamiento génico de CMV, 

conocido como 2b, unido a la proteína AGO, interfiere con la actividad de RDR1 y RDR6 

(Fang et al., 2016). Además, se demostró que RDR1 y RDR6 actúan de forma conjunta para 

restringir la infección sistémica por TuMV (Garcia-Ruiz et al., 2010). Asimismo, se ha 

identificado que la actividad redundante de RDR1, RDR2 y RDR6 es importante para el 

silenciamiento antiviral y la biogenesis de siARNs provenientes del virus Tobacco rattle 

virus (TRV), debido a que el ARNdc viral sirve como sustrato para la producción de siARNs 

(Donaire et al., 2008). 

Cuadro 8. Proteínas RDRs que intervienen en el mecanismo de silenciamiento génico en 

plantas. 

Proteína 

RDR 

Función Referencia 

RDR1 En la defensa antiviral 

Garcia-Ruiz et al., 

2010; Wang et al., 

2010 

RDR2 

En la biogénesis de las rutas 

de ra-siARNs, nat-siARNs y 

en la defensa antiviral 

Donaire et al., 

2008; Yuan et al., 

2015 

RDR3 No se conoce su función 
Willmann et al., 

2011 
RDR4 No se conoce su función 

RDR5 No se conoce su función 

RDR6 

En la biogénesis de la ruta de 

nat-siARNs y ta-siARNs, y en 

la defensa antiviral 

Garcia-Ruiz et al., 

2010; Howell et 

al., 2007; Yuan et 

al., 2015; Wang et 

al., 2010 

 

Formación de ARN pequeños involucrados en el mecanismo de silenciamiento génico 

en plantas: miARN y siARN 

Hasta el momento, se conoce dos rutas de origen de ARN pequeños, ya sea a partir 

de miARNs o siARNs (Zhang et al., 2015). El silenciamiento génico es parte de un sistema 
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complejo que utiliza a los microARNs y siARNs como molde y patrón de reconocimiento, 

para iniciar la degradación de la secuencia de ácidos nucleicos (Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009). 

miARN. Es un regulador de genes endógenos de la planta durante el desarrollo y 

diferenciación celular, en la regulación de los procesos de desarrollo y respuestas de estrés 

abiótico y biótico (Xie et al., 2015). Los miARN son el 10% de los ARN pequeños presentes 

en la planta modelo de A. thaliana, mientras que los siARN son el 90% (Meyers et al., 2008). 

En los últimos años, se han identificado 872 miARNs en 71 especies de plantas (Zhang et 

al., 2006). 

Los precursores de miARNs son transcritos que se originan a partir de genes celulares 

por la intervención de la ARN polimerasa II o III (Bartel, 2004; Guleria et al., 2011). A esta 

primera molécula de ARN se le denomina microARN primario (pri-microARN), la cual está 

conformada por una longitud de varias kilobases, y contienen estructuras en forma de 

horquilla compuesta de un tallo y un bucle (Bartel, 2004). Posteriormente, es procesada en 

el núcleo por la enzima DCL1 en asociación con la proteína nuclear con dominio de unión a 

RNAdc conocida como HYL1 y la proteína Serrate (SE) (Kurihara et al., 2006; Xie et al., 

2015), para formar al precursor del microARN (pre-microARN) con forma de horquilla de 

una longitud de entre 70 y 100 nucleótidos que, además, posee dos nucleótidos colgantes en 

su extremo 3´y un grupo fosfato en el extremo 5´ (Guleria et al., 2011). Los pre-microARN 

son procesados por la enzima DCL1 para formar miARNs maduros de doble cadena, los 

cuales son de un tamaño de 21 nucleótidos (Lindbo, 2012). Los miARNs maduros son 

metilados en sus extremos por la enzima metiltransferasa HEN1, se metila el grupo hidroxilo 

2' de la pentosa que se encuentra en el extremo 3' de los miARNs maduros, para estabilizar 

la secuencia de ARN y evitar su degradación (Yu et al., 2005). Posteriormente, los miARNs 

de doble cadena son exportados al citoplasma celular por una proteína de membrana conocida 

como HASTY (HST) (Park et al., 2005). Los miARNs se separan en dos hebras por la acción 

de la enzima helicasa debido a que rompe los puentes de hidrogeno (Guleria et al., 2011). 

Los miARNs de cadena sencilla que son menos estables en la región 5’, se unen a las 

proteínas AGO1, AGO7 o AGO10, dirigiéndose al complejo RISC para interactuar con su 

ARN mensajero complementario y desencadenar la escisión o supresión de la traducción 

(Eamens et al., 2009; Xie et al., 2015). 
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siARN. Son los defensores de la integridad del genoma de la planta ante la presencia 

de ácidos nucleicos extraños o invasivos, tales como los virus, transposones, transgenes y a 

la adaptación al estrés (YingBo et al., 2009). Los siARNs son de un tamaño de 21 a 24 

nucleótidos y se originan a partir de precursores de doble y larga cadena de ARN (Guleria et 

al., 2011). Existen varios tipos de siARNs, entre los que destacan son: siARNs asociados a 

la cromatina (ra-siARN), ARN naturales antisentido de tamaño pequeño (nat-siARN) y 

ARNs trans-activador de tamaño pequeño (ta-siARN) (YingBo et al., 2009; Guleria et al., 

2011).  

El proceso de formación de ra-siARNs se lleva a partir de regiones de la 

heterocromatina que son procesadas por la enzima ARN polimerasa dependiente de ADN IV 

(ARN Pol IV) y posteriormente la enzima RDR2 usa los transcriptos para generar cadenas 

de ARNdc (Herr et al., 2005; Xie y Yu, 2015). Los ARNdc son procesados por la enzima 

DCL3 para formar ra-siARNs de doble cadena con un tamaño de 24 nucleótidos (Lindbo, 

2012; Xie et al., 2004). Los ra-siARNs son metilados por la enzima HEN1 y son separados 

por la intervención de la enzima helicasa (Guleria et al., 2011; Martinez de Alba et al., 2013). 

Los ra-siARNs se unen a AGO4, y tal interacción recluta a los transcriptos de la ARN 

polimerasa dependiente de ADN V para catalizar la metilación del ADN (Xie y Yu, 2015; 

Wierzbicki et al., 2009). 

Los nat-siARN se originan a partir de genes naturales antisentido (nat), es decir de 

cadenas opuestas de genes de una misma región genómica, quienes con la ayuda de la ARN 

polimerasa dependiente de ADN III (ARN Pol III) forman los nat-ARNdc, los cuales tienen 

complementariedad en sus extremos 3´ (Martinez de Alba et al., 2013). Los nat-ARNdc son 

procesados por DCL2 o DCL3 (Borsani et al., 2005; Yuan et al., 2015), para formar nat-

siARNs de doble cadena con un tamaño de 24 nucleótidos, los cuales posteriormente son 

metilados por la enzima HEN1 y son separados por la intervención de la enzima helicasa 

(Borsani et al., 2005; Guleria et al., 2011; Martinez de Alba et al., 2013). Después, la hebra 

de sentido negativo de nat-siARN se une a la proteína AGO2 para reconocer y cortar la hebra 

de sentido positivo del nat-ARNdc original que la complementa (Martinez de Alba et al., 

2013; Oliver et al., 2014). El ARN procesado se convierte en ARNdc por la actividad de la 

enzima RDR6 o RDR2 (Borsani et al., 2005; Yuan et al., 2015), y por la proteína supresora 
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de silenciamiento génico 3 (SGS3) que está involucrada en estabilizar el ARN generado 

(Borsani et al., 2005; Martinez de Alba et al., 2013). El ARNdc formado es cortado por la 

enzima DCL1 o DCL3 para generar nat-siARNs de doble cadena con una longitud de 21 o 

24 nucleótidos, respectivamente (Yuan et al., 2015), los cuales son metilados por la enzima 

HEN1 y son separados por la intervención de la enzima helicasa (Guleria et al., 2011; 

Martinez de Alba et al., 2013). Los nat-siARNs de se unen a la proteína AGO2 para ser 

transportadas a su secuencia complementaria del nat-ARN mensajero de sentido positivo 

para desencadenar su degradación (Martinez de Alba et al., 2013; Oliver et al., 2014). 

Los ta-siARNs se originan a través de genes específicos conocidos como TAS que 

contienen sitios específicos de unión a miARN (Martinez de Alba et al., 2013). Los ARNm 

del gen TAS se generan por la intervención de la enzima ARN Pol III (Martinez de Alba et 

al., 2013). Posteriormente, la cadena negativa del miARN, el cual es específica a una región 

de TAS, se unen a la proteína AGO1 o AGO7, las cuales son requeridas en la regulación de 

la ruta de TAS1/2/4 o TAS3, respectivamente (Allen y Howell, 2010; Montgomery et al., 

2008). Después, la cadena negativa del miARN es transportado por AGO a su secuencia 

complementaria del ARNm de TAS para desencadenar la producción de ta-siARNs (Allen y 

Howell, 2010; Martinez de Alba et al., 2013). Subsecuentemente, la proteína RDR6 sintetiza 

los ARNdc (Howell et al., 2007). En seguida, la proteína SGS3 estabiliza los productos 

generados para evitar la degradación de los ta-siARNs (Martinez de Alba et al., 2013). Más 

tarde, la enzima DCL4 o DCL1 junto con la proteína de unión de ARNdc 4 (DRB4), cortan 

los ARNdc en bloques de 21 nucleótidos, originando fragmentos de tas-siARNs de doble 

cadena (Eamens et al., 2008; Howell et al., 2007; Wu et al., 2012). Los ta-siARNs de doble 

cadena son metilados por la enzima HEN1 y son separados por la intervención de la enzima 

helicasa (Li et al., 2005b). Las cadenas de ta-siARNs de sentido negativo se unen a AGO1 o 

AGO4 para ser transportadas a su secuencia complementaria de ARNm de TAS para 

desencadenar su degradación o iniciar el proceso de metilación del ADN (Wu et al., 2012; 

Yu et al., 2015). 

Supresores virales del silenciamiento génico en plantas 

El silenciamiento génico en plantas es un sistema de defensa que impide la 

multiplicación y propagación de los virus (Garcia y Pallas, 2015). Sin embargo, los virus, 

tanto de genoma de ARN o ADN, han desarrollado estrategias para contrarrestar el sistema 
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de defensa de la planta, al codificar proteínas capaces de evadir o suprimir en diferentes fases 

al mecanismo del silenciamiento génico de la planta (Cuadro 9) (Pumplin y Voinnet, 2013; 

Voinett et al., 1999). Las proteínas supresoras de silenciamiento actúan de diferente forma 

con respecto al componente de la maquinaria del silenciamiento génico que se quiere afectar 

(Voinett et al., 1999). Algunos modos de acción de las proteínas supresoras conocidos son: 

1) inhibición de la producción de ARN pequeños, interfiriendo con el mecanismo de la 

biogénesis de ARN pequeños o con la unión a ARNdc virales, (2) unión y secuestro de ARN 

pequeños, previniendo de esta forma su incorporación al RISC, e (3) inactivación del RISC 

mediante la degradación de la proteína AGO o la inhibición de su actividad de escisión 

(Agius et al., 2012). Debido a los diferentes modos de acción y a la naturaleza de los 

supresores de silenciamiento, estos han evolucionado por separado para adaptarse a la 

interacción virus-planta (Voinett et al., 1999). En algunas investigaciones se ha demostrado 

que los virus están involucrados en la regulación de miARNs. Por ejemplo, el supresor de 

silenciamiento génico HC-Pro de Turnip mosaic virus (TuMV) reduce los niveles de 

miARNs al interferir con el miR171, ocasionando de esta manera que se no desencadene la 

señal del silenciamiento génico (Kasschau et al., 2003). En el caso del virus Tomato spotted 

wilt virus, su supresor de silenciamiento génico, conocido como NSs, se une a la cadena larga 

de ARNdc, al pre-miARN, al miARN y siARN de doble cadena para evitar el corte de ARN 

viral por la enzima DCL y su degradación por RISC, logrando interferir en la actividad del 

mecanismo de silenciamiento génico de la planta (Schnettler et al., 2010; Hedil et al., 2015). 

Por otra parte, la primera observación de que los virus codifican proteínas supresoras 

de silenciamiento, se debió a partir de los estudios con infecciones sinérgicas virales, ya que 

los síntomas eran más severos por la coinfección de un segundo virus y de esta forma se tuvo 

como evidencia la existencia de un mecanismo que contrarresta el sistema de defensa de la 

planta (González-Jara, 2004). 
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Cuadro 9. Proteínas supresoras de virus en plantas y sus funciones en el mecanismo de 

silenciamiento génico*. 

Género de virus Especie  

Proteína 

supresora de 

silenciamiento 

Función Referencia 

Virus de ARN de cadena positiva en plantas 

Ampelovirus 

Grapevine 

leafroll-

associated virus 

3 (GLRaV-3) 

P19.7 
Interfiere en la ruta de 

siARN y miARN 

Gouveia y 

Nolasco, 2012; 

Gouveia et al., 

2012 

Aureusvirus 
Pothos latent 

virus (PoLV) 
P14 Unión a ARNdc y siARNdc 

Merai et al., 

2005 

Benyvirus 

Beet necrotic 

yellow vein 

virus (BNYVV) 

P14 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 

Chiba et al., 

2013 

Carlavirus 
Potato virus M 

(PVM) 
TGBp1 

Movimiento célula-célula - 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 

Senshu et al., 

2011 

Carmovirus 
Turnip Crinkle 

virus (TCV) 
P38 

Proteína de la cápside - 

Unión a la proteína AGO1 y 

AGO2, unión a ARNdc, 

bloqueo de siARN, 

regulación de DCL1 para 

antagonizar a DCL3 y DCL4, 

regulación del AGO1 a 

través de mir168. 

Azevedo et al., 

2010; Jin y Zhu, 

2010; Várallyay 

y Havelda, 2013, 

Zhang et al., 

2012, Merai et 

al., 2006 

 

Cucumovirus 

Cucumber 

mosaic virus 

(CMV) 

2b 

Movimiento célula-célula en 

el hospedante – unión al 

ARN de cadena sencilla, 

Fang et al., 

2016; Nemes et 

al., 2014; Diaz-



50 
 

secuestra siARN y ARNdc, 

unión a AGO4, regulación de 

RDR6, regulación de AGO1 

a través de mir168, unión a 

AGO para interferir la 

actividad de RDR1/6 

Pendon et al., 

2007; Duan et 

al-. 2012; Feng 

et al., 2013; 

Gonzalez et al., 

2012; Hamera et 

al., 2012; 

Varallyay y 

Havelda, 2013; 

Zhang et al., 

2006 

Closterovirus 
Beet yellows 

virus (BYV) 
P21 

Polimerasa – unión a 

ARNdc, secuestra siARN de 

cadena doble y bloqueo de la 

metiltransferasa HEN1. 

Merai et al., 

2006, Yu et al., 

2006, Reed et 

al., 2003; 

Chapman et al., 

2004 

Comovirus 
Cowpea mosaic 

virus (CPMV) 
CP (S) 

Proteína de la cápside – Aún 

no se conoce la función del 

supresor de silenciamiento 

Canizares et al., 

2004 

Crinivirus 

Cucurbit yellow 

stunting 

disorder virus 

(CYSDV) 

P25 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 

Kataya et al., 

2009 

Citrivirus 

Citrus leaf 

blotch virus 

(CLBV) 

MP 

Movimiento célula-célula – 

probablemente interfiere en 

la vía de silenciamiento de 

ARNdc y en la generación de 

ARN pequeños. 

Renovell et al., 

2012 
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Dianthovirus 

Red clover 

necrotic mosaic 

virus (RCNMV) 

Proteínas de 

replicación 

(p27 y p88) 

Interfiere en la ruta de 

miARN y siARN 

Takeda et al., 

2005 

Enamovirus 

Pea enation 

mosaic virus-1 

(PEMV-1) 

P0 
Desestabiliza la proteína 

AGO1 

Fusaro et al., 

2012 

Furovirus 

Soil-borne 

wheat mosaic 

virus 

(SBWMV) 

19K 

Determinante de 

patogenicidad - Aún no se 

conoce la función del 

supresor de silenciamiento 

Te et al., 2005 

Hordeivirus 

Barley stripe 

mosaic virus 

(BSMV) 

ɣB 

Polimerasa, movimiento 

célula-célula, transmisión por 

semilla, determinante de 

patogenicidad – unión a 

ARNdc 

Merai et al., 

2006; Yelina et 

al., 2002 

Ilarvirus 
Asparagus virus 

2 (AV-2) 
2b 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 

Shimura et al., 

2013 

Ipomovirus 

Sweet potato 

mild mottle 

virus (SPMMV) 

P1 Unión a la proteína AGO Szabo et al., 

2012 

Karran y 

Sanfacon, 2014 Nepovirus 

Tomato 

ringspot virus 

(ToMV) 

CP 

Proteína de la cápside – 

interviene en la degradación 

de AGO1 

Poacevirus 
Triticum mosaic 

virus (TriMV) 
P1 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 

Tatineni et al., 

2012 

Pecluvirus 
Peanut clump 

virus (PCV) 
P15 

Movimiento célula-célula – 

unión al siARN, interferencia 

en miARNs 

Merai et al., 

2006; Dunoyer 

et al., 2002 
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Polerovirus 

Beet western 

yellows virus 

(BWYV) 

P0 

Determinante de 

patogenicidad – 

Desestabiliza las proteínas 

AGOs 

Hendelman et 

al., 2013 

Potexvirus 
Potato virus X 

(PVX) 
P25 

Movimiento célula-célula – 

degradación del AGO1, 

agregación con RDR6 

Chiu et al., 

2010; Okano et 

al., 2014 

Potyvirus 
Turnip mosaic 

virus (TuMV) 
Hc-Pro 

Movimiento célula-célula, 

determinante de 

patogenicidad, transmisión 

por áfidos – unión a siARNs, 

bloqueo del siARN primario 

por la interacción con el 

factor RAV2, interferencia 

con la ruta miARN 

Sahana et al., 

2014; Endres et 

al., 2010; 

Garcia-Ruiz et 

al., 2010; 

Garcia-Ruiz et 

al., 2015; Yu et 

al., 2006; 

Rymovirus 

Agropyron 

mosaic virus 

(AgMV) 

Hc-Pro 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 

Young et al., 

2012 

Sobemovirus 

Rice yellow 

mottle virus 

(RYMV) 

P1 

Movimiento célula-célula, 

determinante de 

patogenicidad – reducción en 

la acumulación de 21 y 24 nt 

de siARNs, deslocalización 

de 21 nt siARN 

Lacombe et al., 

2010; Gillet et 

al., 2013; 

Weinheimer et 

al., 2010 

Tobravirus 
Tobacco rattle 

virus (TRV) 

 

16K 

 

 

 

29K 

Movimiento célula-célula – 

interfiere en la ruta de 

formación de ARNdc  

 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 29K. 

Martinez-Priego 

et al., 2008 

 

 

 

 

Deng et al., 2013 



53 
 

Tombusvirus 

Tomato bushy 

stunt virus 

(TBSV) 

P19 

Movimiento célula-célula, 

determinante de 

patogenicidad – unión a 

ARNdc, interfiere con la 

metilación 3´de ARN, 

regulación de mir168 

mediada por la regulación de 

AGO1 

Koukiekoloa et 

al., 2007; 

Lakatos et al., 

2006; Omarov et 

al., 2006;  

Havelda et al., 

2005; Lozsa et 

al., 2008 

Tobamovirus 
Tobacco mosaic 

virus (TMV) 
P122 

Polimerasa – unión a siARN 

y miARN, regulación de 

AGO1 a través de miR168 

Csorba et al., 

2007 y 

Várallyay y 

Havelda, 2013 

Trichovirus 

Apple chlorotic 

leaf spot virus 

(ACLSV) 

P50 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 

Yaegashi et al., 

2007; Yaegashi 

et al., 2008 

Tritimovirus 

Wheat streak 

mosaic virus 

(WSMV) 

P1 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 

Young et al., 

2012 

Tymovirus 

Turnip yellow 

mosaic virus 

(TYMV) 

P69 

Movimiento célula-célula, 

determinante de 

patogenicidad – inhibición de 

la metilación de ADN, 

regulación de miARN y 

DCL1 

Chen et al., 2004 

Vitivirus 
Grapevine virus 

A (GVA) 
P10 Unión a siARN y miARN Zhou et al., 2006 

Virus de ARN de cadena negativa en plantas 

Tospovirus 

Tomato spotted 

wilt virus 

(TSWV) 

NSs 

Determinante de 

patogenicidad – unión a 

siARN, miARNdc, ARNdc y 

secuestrador de siARN 

García et al., 

2006; Schnettler 

et al., 2010; 

Eifan et al., 



54 
 

2013;Hedil et 

al., 2015 

Tenuivirus 

Rice hoja 

blanca virus 

(RHBV) 

NS3 

Determinante de 

patogenicidad - unión a 

siARN, miARN y ARNdc 

Hemmes et al., 

2007; Shen et 

al., 2010 

Nucleorhabdovirus 

Rice yellow 

stunt 

rhabdovirus 

(RYSV) 

P6 

Bloquea RDR6 a través de la 

síntesis de siARN 

secundarios 

Guo et al., 2013 

Virus de ARN de doble cadena en plantas 

Phytoreovirus 
Rice dwarf 

virus (RDV) 
PNS10 

Transmisión por vector – 

unión a siARNs y regulación 

de RDR6 

Ren et al., 2010 

Oryzavirus 

Rice ragged 

stunt virus 

(RRSV) 

PNS6 

Movimiento célula-célula - 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento 

Wu et al., 2010 

Virus de ADN de cadena positiva en plantas 

Begomovirus 

African cassava 

mosaic virus 

(ACMV) 

AC4 Unión a miARN 
Chellappan et 

al., 2005 

Curtovirus 
Beet curly top 

virus (BCTV) 
L2 

Interfiere en la metilación de 

la cromatina por la inhibición 

de la Adenosina kinasa 

(ADK) 

Raja et al., 2008 

Mastrevirus 
Wheat dwarf 

virus (WDV) 

Rep 

 

RepA 

Unión a siARN 

 

Aún no se conoce la función 

del supresor de 

silenciamiento RepA 

 

Wang et al., 

2014 y Liu et al., 

2014 
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Virus de ADN de doble cadena en plantas 

Caulimovirus 

Cauliflower 

mosaic virus 

(CaMV) 

P6 (TAV) 

Forma cuerpos de 

inclusiones – suprime la ruta 

siARN 

Rodriguez et al., 

2014; 

Shivaprasad et 

al., 2008 

*Tomado de Csorba et al., 2015 y Voinnet, 2005. 

Aplicaciones del silenciamiento génico 

El silenciamiento génico ha tenido un crecimiento exponencial en la innovación de 

métodos biotecnológicos para ser aplicados en animales, plantas y en el campo de la medicina 

humana. En plantas, el mecanismo de silenciamiento génico, ha sido utilizado como 

herramienta para el estudio de un gen en particular, al eliminar o sobre expresar una función 

específica (de Souza et al., 2007; Wang y Waterhouse, 2001). Tal mecanismo se ha usado 

para modificar cultivos, al hacerlos resistentes a virus o a otros patógenos, al mejorar su 

calidad y componentes nutricionales (Shah et al., 2012). Algunas de estas modificaciones en 

plantas se han llevado a cabo al usar virus modificados que contienen secuencias de un gen 

de interés (Cuadro 10), a través de la aplicación del mecanismo VIGS (Shimura y Pantaleo, 

2011; Waterhouse y Helliwell, 2003). Una de las desventajas de la utilización de este 

procedimiento es la posibilidad de que los síntomas causados por la infección viral 

enmascaren las características deseadas para la planta y confieran resistencia sólo para el 

virus de interés siendo ineficaz cuando hay sinergismo con otros virus (de Souza et al., 2007; 

Purkayastha y Dasgupta, 2009). 
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Cuadro 10. Virus usados en el silenciamiento génico para inducir el mecanismo VIGS. 

Virus Hospedante silenciado Gen silenciado Referencias 

African cassava 

mosaic virus(ACMV) 

Nicotiana benthamiana 

y Manihot esculenta 
pds, su, cyp79d2 

Purkayastha y 

Dasgupta, 2009; 

Unver y Budak, 

2009 

Brome mosaic virus 

(BMV) 

Hordeum vulgare, Oryza 

sativa y Zea mays 

pds, actina 1, 

rubisco activasa 

Cucumber mosaic 

virus (CMV) 
Glycine max chs, sf30h1 

Potato virus X 

(PVX) 

N. benthamiana y A. 

thaliana 
pds 

Tobacco mosaic virus 

(TMV) 

N. benthamiana y N. 

tabacum 
Pds 

Tobacco rattle virus 

(TRV) 

A. thaliana, N. 

benthamiana, Solanum 

lycopersicum, Capsicum 

annuum, Aquilegia 

vulgaris 

Rar1, EDS1, 

NPR1/NIM1 

pds, rbcS 

Turnip yellow mosaic 

virus (TYMV) 
A. thaliana pds, lfy 

 

El objetivo al usar el silenciamiento génico contra los virus de plantas es generar 

cultivos transgénicos con construcciones que expresen ARNdc de la secuencia del virus de 

interés, tal es el caso de plantas resistentes al Citrus tristeza virus (CTV) que expresan la 

proteína de la cubierta, también se ha utilizado con genes de la proteína de la cubierta del 

Plum pox virus (PPV) en árboles de ciruelos que les confiere resistencia al virus (Domínguez 

et al., 2000; Scorza et al., 2001).  

Para contrarrestar las infecciones causadas por hongos fitopatógenos, como es el caso 

de Blumeria graminis, se han generado construcciones de ARNdc y siARN del gen Avr10, 

el cual está implicado en la patogenicidad del hongo, y se administra a plantas de cebada y 

trigo, originando una supresión en el crecimiento del patógeno. Esto ocurre porque hay una 
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transferencia de ARNdc o siRNA a partir de las células del hospedante hacia el patógeno 

cuando interactúa el haustorio del hongo con la planta para llevar a cabo el intercambio de 

señales, absorción de nutrientes y el intercambio de proteínas (Nowara et al., 2010). 

En años recientes, se han generado investigaciones para el control de plagas donde se 

introducen ARNdc en Bombyx mori (Lepidóptera), Drosophila melanogaster (Díptera), 

Diabrotica virgifera virgifera LeConte (Coleóptera) y en nematodos como C. elegans, para 

suprimir la expresión de ciertos genes de interés que son esenciales para su desarrollo y 

crecimiento (Duan et al., 2012a). La absorción de ARNdc o siARN se inicia al ingerir el 

material vegetal, seguido por la reabsorción en el sistema digestivo. Dichos organismos 

adquieren estos ARNdc o siARN mediante la alimentación a partir de cultivos transgénicos, 

los cuales portan las construcciones para generar el silenciamiento génico contra los genes 

de estas plagas (Duan et al., 2012a). 

En el área de medicina, el mecanismo de silenciamiento génico tiene un gran potencial 

para desarrollar estrategias terapéuticas contra infecciones causadas por virus, algunos 

ejemplos son la supresión de genes de la hepatitis A, hepatitis B, HIV-1, virus de la Polio, 

virus de la Influenza y virus del Papiloma Humano estudiados en células humanas y en 

ratones al insertar siARNs (Li et al., 2005a; Milhavet et al., 2003). Además, el silenciamiento 

génico ha sido utilizado para desarrollar tratamientos contra el cáncer de páncreas y leucemia, 

al suprimir la expresión de un gen en particular cuando se insertan siARNs o ARNdc para 

detener el crecimiento del tumor y células cancerígenas de forma in vitro (Milhavet et al., 

2003). Por otro lado, las investigaciones en los trastornos neurodegenerativos con la 

tecnología del silenciamiento génico se han aplicado en cultivos celulares, ratones 

transgénicos y ratas, los cuales están dirigidas en la utilización de miARNs o siARNs para 

suprimir la actividad de las proteínas sinápticas que están implicadas en el desarrollo de 

enfermedades como el Huntington, esclerosis múltiple, Parkinson y Alzheimer (Nielsen y 

Nielsen, 2013). Asimismo, el silenciamiento génico se ha usado en cultivos celulares para 

investigar la reducción de la aterosclerosis y el daño al corazón mediante la inhibición de la 

enzima cdk2, la cual desempeñan un papel importante en la síntesis de colesterol (Ukomadu 

y Dutta, 2003). 
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Recientemente, se han generado programas computacionales para identificar la 

relación y tipos de asociación de miARNs con las enfermedades humanas, el cual consiste 

en integrar un conjunto de datos biológicos y en predecir interacciones de miARNs con 

alguna enfermedad en particular, todo esto con la finalidad de entender las bases moleculares 

a nivel de miARN y detectar los biomarcadores de las enfermedades humanas (Chen et al., 

2015). Algunos de estos métodos computacionales son los modelos de RBMMMDA y 

WBSMDA, los cuales proporciona resultados en un corto periodo de tiempo y con bajo costo, 

con un gran valor en el diagnóstico, tratamiento y prevención de las enfermedades humanas 

(Chen et al., 2015; Chen et al., 2016) . Sin embargo, tienen algunos sesgos cuando se 

relacionan los miARNs con enfermedades conocidas y la predicción aún no es muy 

satisfactoria (Chen et al., 2016).  

Por el momento, aún no se ha desarrollado un método eficaz de administración de las 

moléculas que van a originar el silenciamiento génico en el lugar de acción. Sin embargo, 

utilizando nanopartículas, se liberaron ARNs pequeños de forma in vitro en células humanas 

e in vivo en animales, dando resultados esperanzadores con la aplicación de la nanotecnología 

(Howard et al., 2006). 
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CONCLUSIONES 

El silenciamiento génico se aplica en el área de la biotecnología, y con su empleo se 

han obtenido resultados contra determinadas enfermedades pero existe la incertidumbre de 

ponerla en práctica. La aplicación del mecanismo de silenciamiento génico aún no está 

optimizada por completo y existen limitaciones técnicas. Es necesario realizar más 

investigaciones para resolver los problemas de estabilidad, especificidad e interferencia en 

otros procesos celulares de los ARNs pequeños.  

Además, es indispensable que a través del marco jurídico se regule el manejo de la 

técnica de silenciamiento génico para establecer sus límites éticos, establecer estrategias para 

analizar los riesgos de su aplicación y evitar su uso indebido. 

Asimismo, el mecanismo de silenciamiento génico podría ser optimizado, tener un 

mayor alcance y potencial, resolver sus limitaciones técnicas, y dar mejores resultados si se 

complementa con las nuevas herramientas biotecnológicas que están teniendo un gran auge 

en los recientes años, tal como el CRISPR/Cas. De esta forma se podría ampliar los 

conocimientos sobre las interacciones implicadas en tal mecanismo, y desarrollar nuevas 

alternativas en el manejo de las enfermedades en plantas, animales y humanos. 
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ABSTRACT.  

In addition to regulating gene expression, RNA silencing is an essential antiviral defense 

system in plants. Triggered by double-stranded RNA, silencing results in degradation or 

translational repression of target transcripts. Viruses are inducers and targets of RNA 

silencing. To condition susceptibility, most plant viruses encode silencing suppressors 

that interfere with this process, such as the Tomato spotted wilt virus (TSWV) NSs protein. 

The mechanism by which NSs suppresses RNA silencing and its role in viral infection 

and movement remain to be determined. We cloned NSs from the Hawaii isolate of TSWV 

and using two independent assays show for the first time that this protein restored 

pathogenicity and supported the formation of local infection foci by suppressor-deficient 

Turnip mosaic virus and Turnip crinkle virus. Demonstrating the suppression of RNA 

silencing directed against heterologous viruses establishes the foundation to determine 

the means used by NSs to block this antiviral process. 

 
Key words: TSWV; NSs protein; Antiviral RNA silencing 

 

INTRODUCTION 

Tomato spotted wilt virus (TSWV) has a worldwide distribution and a host range 

that includes more than 1300 plant species (Parrella et al., 2003). In 2011, TSWV was 

ranked the second most important virus in molecular plant pathology (Scholthof et al., 

2011). TSWV infection in plants causes a reduction in both yield and quality of fruit 

and vegetables, and induces developmental defects in ornamental species (Pappu et al., 

mailto:hgarciaruiz2@unl.edu
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2009). Among the most economically important plants susceptible to this virus are tomato 

(Solanum lycopersicum), lettuce (Lactuca  sativa), pepper (Capsicum  annuum), potato 

(S. tuberosum), onion (Allium cepa), peanut (Arachis hypogaea), tomatillo (Physalis 

ixocarpa Brot.), and chrysanthemum (Chrysanthemum  morifolium) ( de la Torre-Almaráz 

et al., 2002; Parrella et al., 2003; Scholthof et al., 2011). 

TSWV belongs to the genus Tospovirus in the family Bunyaviridae (Parrella et 

al., 2003). TSWV virions are 80-120 nm in diameter, contain several copies of RNA-

dependent RNA polymerase, and are surrounded by an envelope formed of host-derived 

lipids and viral glycoproteins (Parrella et al., 2003). The TSWV genome consists of three 

negative-sense, single-strand RNAs designated large (L), medium (M), and small (S); 

Figure 1A; ( Parrella et al., 2003; Margaria and Rosa, 2015). RNA L (8.8 kb) encodes the 

RNA-dependent RNA polymerase (331.5 kDa) responsible for TSWV RNA replication 

and transcription (Margaria and Rosa, 2015). RNA M (4.8 kb) harbors the open reading 

frame of membrane glycoprotein Gc/Gn (127.4 kDa), which is cleaved by a host protease 

to form the Gc and Gn proteins that make up part of the virion envelope (Parrella et 

al., 2003). In addition, RNA M is the template for a sub-genomic RNA encoding protein 

NSm (33.6 kDa), involved in virus cell- to-cell movement (Parrella et al., 2003). RNA S 

(2.9 kb) encodes the nucleocapsid protein N (29 kDa), which associates with genomic 

RNAs to form ribonucleoprotein complexes that are packaged into virions (Parrella et al., 

2003). RNA S also serves as a template for a further sub- genomic RNA responsible for 

the production of the multifunctional protein NSs (52.4 kDa) (Parrella et al., 2003). 

RNA silencing regulates gene expression in eukaryotes, including plants and 

insects (Ding and Voinnet, 2007), in which also functions as an inducible, potent, highly 

specific, and adaptable antiviral defense system (Ding and Voinnet, 2007; García and Pallás, 

2015). Most plant and insect viruses encode silencing suppressor proteins that inactivate 

RNA silencing to condition susceptibility and favor virus replication and spread (Powers et 

al., 2008; Qu et al.,2008; Garcia-Ruiz et al., 2010; Wang et al., 2010). In tospoviruses, 

protein NSs is an RNA silencing suppressor (Takeda et al., 2002; Bucher et al., 2003; Hedil 

et al., 2015) necessary for the establishment and maintenance of systemic infection in plants 

(Margaria et al., 2014) and for persistent infection and transmission by flower thrips 
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(Frankliniella occidentalis) (Whitfield et al., 2005; Margaria et al., 2014). TSWV NSs is also 

an avirulence determinant that triggers a hypersensitive response in resistant plants (de 

Ronde et al., 2013; de Ronde et al., 2014). 

Variation in pathogenicity of this virus has been observed in pepper, tomatillo, and 

chrysanthemum (de la Torre-Almaráz et al., 2002), and in the former, such differences have 

been found to be due to NSs mutations (de Ronde et al., 2013). The mechanism by which 

tospoviral NSs inhibits RNA silencing, and its role in virus infection remain to be 

determined. In this paper, we show for the first time that TSWV NSs suppresses antiviral 

RNA silencing and restores the pathogenicity of two heterologous viruses: suppressor-

deficient Turnip mosaic virus (TuMV) and Turnip crinkle virus (TCV). 

 

Figure 1. Tomato spotted wilt virus (TSWV) genome organization and systemic symptoms. 

A. Schematic representation of the TSWV genome. Colored cylinders indicate open reading 

frames. Lines indicate 3' and 5' untranslated regions and intergenic regions. Black squares 

indicate transcription termination hairpins. Black arrows indicate directions of translation. 
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Sub-genomic transcripts are transcribed from M and S RNAs. B. Representative TSWV-

induced systemic symptoms in selected hosts at 21 days post inoculation. 

 

MATERIAL AND METHODS  

TSWV mechanical inoculation 

The Hawaii isolate of TSWV was transmitted by thrips (F. occidentalis) to Emilia 

fosbergii for maintenance and mechanically to other hosts for experiments. Using a mortar 

and pestle, inoculum was prepared by grinding 1 g systemically infected fresh leaves in 10 mL 

TSWV inoculation  buffer (0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.0) (Mandal et al., 

2008), into which 10 mM sodium sulfite, 10 mM β-mercaptoethanol, and 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) had been added before use. The extract was 

centrifuged at 4000 rpm for 10 min at 4°C, and the supernatant transferred to a new tube 

and kept on ice. Datura stramonium, Nicotiana benthamiana, and S. lycopersicum leaves 

were dusted with carborundum and rub- inoculated with 50 µL inoculum per leaf. Eighteen 

plants of each species were inoculated when they were 25-30 days old. In parallel, control 

plants were mock-inoculated with buffer. Plants were kept in a growth chamber at 22°C 

under a 16:8 h light: dark cycle. Systemically infected N. benthamiana, D. stramonium, 

and S. lycopersicum leaves (Figure 1B) were collected at 15, 20, and 25 days post 

inoculation (dpi), respectively.  Leaf samples were then frozen in liquid nitrogen and stored 

at -80°C. 

TSWV virion purification and RNA extraction 

Two protocols (Lane, 1986; de Avila et al., 1990) were combined to purify TSWV 

virions. Frozen leaves (20 g) were ground with an electric blender in 100 mL cold TSWV 

inoculation buffer containing 10 mM sodium sulfite, 10 mM β-mercaptoethanol, and 1 

mM PMSF.  Extracts  were  filtered through  four layers of cheese cloth and debris removed 

by spinning at 7700 g for 10 min. Aliquots of 50 and 800 µL were collected for total protein 

and total RNA extraction, respectively. The solution obtained was centrifuged at 50,000 

g for 30 min and the supernatant discarded.  The resulting pellet was re-suspended in 22.5 

mL cold 0.1 M sodium citrate buffer, pH 5.5, before adding Triton X-100 to a final 

concentration of 2%, and mixing with a stir bar for 10 min at 4°C. After low-speed 
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centrifugation (7700 g for 10 min), the supernatant was transferred to a new tube. Virions 

were then concentrated by centrifugation (35,000 rpm for 2 h in an L7-55 ultracentrifuge 

with a 50.2 Ti rotor, Beckman Coulter, Brea, CA, USA) through a 5-mL cushion of 20% 

sucrose in 0.1 M sodium citrate buffer, pH 5.5. The supernatant was discarded and virions 

were recovered by re-suspending the pellet in 800 µL suspension buffer (10 mM Tris-Cl, 

pH 8.0, 1 mM ethylene diamine tetra acetic acid, and 100 mM NaCl). Fifty microliters 

were taken for protein extraction, while the rest was used for virion RNA isolation. Total 

and virion protein samples were mixed with 50 µL 2X protein dissociation buffer 

containing bromophenol blue, and incubated  at 100°C for 3 min, before being stored at -

80°C until used for immunoblotting. Virion purification efficiency was determined by a 

dilution curve of total and virion proteins, and protein N abundance was estimated with 

respect to a two-fold dilution of the total protein sample. 

Total and virion RNA was extracted using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), and concentration was measured with a NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA). Samples containing 1 mg RNA were run on a 1% agarose gel. 

Western blotting 

Protein samples were analyzed by western blotting. A Bradford assay revealed protein 

concentrations of 0.1-0.8 and 1.5-2 µg/µL for the total and virion extracts, respectively. 

Equal sample volumes (5 µL) were loaded on a 12% polyacrylamide gel and proteins were 

separated by electrophoresis at 150 V for 60 min. After being transferred to a membrane, 

proteins were stained with Ponceau S solution (Sigma, St. Louis, MO, USA). Protein N was 

detected using a primary antibody (1:64,000; Law and Moyer, 1990), and a goat anti-rabbit 

immunoglobulin G secondary antibody (1:10,000; NA934-1; GE Healthcare, Little Chalfont, 

UK). Chemiluminescence was detected with Clarity Western ECL Substrate and a 

ChemiDoc MP Imaging system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

TSWV NSs cloning 

Virion RNA from N. benthamiana was used to clone two versions of NSs, containing or 

lacking the 5' untranslated region (UTR). Using Geneious 8.1.5 (Biomatters Ltd., 

Auckland, New Zealand), oligonucleotides were designed based on the consensus sequence 
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of all S segments available on GenBank. First-strand complementary DNA (cDNA) was 

generated with SuperScript III reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific). Virion 

RNA (4 µg) was treated  with 2 U DNase (Ambion TURBO DNA-free; AM1907; Thermo 

Fisher Scientific), and reverse transcription (RT) was carried out at 50°C for 50 min  using  

tospovirus universal primer TOS-R15 (5'-GGGAGAGCAATYGWGKYR-3') (Uga and 

Tsuda, 2005). Polymerase chain reaction (PCR) using TSWV-S14 (5’-

CACCATGGAGAGCAATTGTGTC-3’ or TSWV_NSs (5’-

CACCATGGATGTCTTCAAGTGTTTATG-3’ amplified first-strand cDNA as the forward 

primer and Stop_TSWV_ NSs (5'-ggccgctctAGATCATTTTGATCCTG-3') as the reverse 

primer. TSWV-S14 and TSWV_NSs, which add a topoisomerase recognition site, were used 

to generate a NSs clone that included or lacked the 5' UTR, respectively. For cloning 

purposes, an NcoI site was formed by adding four base pairs (ATGG). Primer 

Stop_TSWV_NSs adds an XbaI site (lower case) after the stop codon in the NSs sequence. 

The 50-µL PCR mix contained 2 µL cDNA, 1.5 mM MgCl, 0.2 mM 

deoxynucleotides, 0.5 µM primers, 1X reaction buffer, and 1 µL PfuUltra II Fusion HS DNA 

polymerase (600672; Agilent  Technologies,  Santa  Clara, CA, USA). Thermocycler 

conditions were as follows: initial denaturing at 95°C for 2 min, followed by 32 

amplification cycles of denaturing at 95°C for 20 s, annealing at 53°C for 20 s, and 

extension at 72°C for 2 min, before a final extension at 72°C for 5 min. 

Using a TOPO cloning kit (45-0218; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), RT- 

PCR products were inserted into pENTR plasmids, and clones were identified by EcoRI/ 

PvuI double digestion. One pENTR-NSs clone and one pENTR-5' UTR-NSs clone were 

then transferred to pMDC32 vectors using Gateway LR Clonase II Enzyme Mix (11791-

020; Life Technologies). pMDC32 clones were identified by EcoRI digestion. For each of 

the two NSs constructs, four independent clones were sequenced and their consensus 

sequence aligned to that of all 61 TSWV segment S sequences available on GenBank. 

Agrobacterium transformation and agroinfiltration 

By electroporation, Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 was transformed 

with plasmids encoding NSs (pMDC32-5' UTR-NSs or pMDC32-NSs), tombusviral P19 
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(pCB302-P19), beta-glucuronidase (pMDC32-GUS) (Johansen and Carrington, 2001; 

Garcia-Ruiz et al., 2010), or a single-stranded green fluorescent protein (ssGFP) reporter 

(pPZP-35S-GFP; Tatineni et al., 2012). Cells were cultured on Luria broth (LB) plates 

containing rifampicin and kanamycin (for pCB and pMDC32 plasmids) or spectinomycin (for 

the pPZP plasmid) at 28°C for 48 h. Cells from a single colony were used to inoculate 1 mL 

LB medium containing the corresponding antibiotic(s), which was then incubated for 20 

h at 28°C with shaking. 

Using 10 or 20 mL vir induction medium, consisting of 1X LB, 100 mg/mL 

rifampicin, 125 mg/mL kanamycin or spectinomycin, 10 mM 2-(N-morpholino) 

ethanesulfonic acid hydrate (MES), pH 5.2, and 100 µM acetosyringone, cultures were 

diluted to an optical density at 600nm (OD600) of 0.0025 and incubated for 16 h at 28°C 

with shaking. Cells were pelleted by centrifugation at 6000 rpm for 10 min, re-suspended 

in an equal volume of infiltration solution, comprising 10 mM MgCl, 10 mM MES, pH 

5.2, and 150 µM acetosyringone, and incubated in the dark at room temperature for 2 h 

before being used to infiltrate N. benthamiana leaves. Plants were at the five-to-six-leaf 

stage, and leaves three and four were infiltrated. Plants were kept in a growth chamber at 

27°C under a 16:8-h light: dark cycle. Experiments were repeated two or three times. 

Using the same protocol, Agrobacterium tumefaciens cells were transformed with 

infectious clones of suppressor-deficient Turnip mosaic virus tagged with GFP (TuMV-AS9-

GFP) (Garcia-Ruiz et al., 2010) or GFP-labeled Turnip crinkle virus (TCV-GFP) ( Powers et 

al., 2008). 

TuMV-AS9-GFP virion enrichment 

TuMV-AS9-GFP was propagated by co-infiltrating N. benthamiana leaves with 

plasmids carrying TuMV-AS9-GFP (OD600= 0.25) and P19 (OD600= 0.5), as previously 

described (Garcia-Ruiz et al., 2010). Five days later, virions were enriched from 200 g 

infiltrated leaves by polyethylene glycol precipitation (Garcia-Ruiz et al., 2010). Enriched 

virions were stored at -20°C in 40% glycerol and titrated in Arabidopsis thaliana dcl2-1 

dcl3-1 dcl4-2 triple-mutant plants (Garcia-Ruiz et al., 2010). 
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Transgene silencing 

A standard assay based on the N. benthamiana 16c line, which expresses a GFP 

transgene (Johansen and Carrington, 2001), was used to measure transgene silencing 

suppression by NSs. Virus-induced gene silencing (Benedito et al., 2004) results when a 

fragment of viral RNA, in this case a GFP tag, exhibits sequence homology with a host 

gene, such as that encoding GFP in N. benthamiana 16c plants. Agrobacterium 

tumefaciens cells carrying an ssGFP construct (OD600= 0.125) were infiltrated alone or in 

combination with NSs (OD600= 0.5), while GUS and P19 were used as negative and 

positive controls, respectively. Eight plants were infiltrated per treatment, and the 

experiment was repeated twice. Induction of local and systemic transgene silencing was 

measured using photographs of infiltrated and non-infiltrated leaves taken under ultraviolet 

(UV) light. 

GFP fluorescence and silencing index 

GFP fluorescence intensity was determined from photographs taken under UV light 

using the green channel in ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of health, USA). 

Systemic silencing in transgenic N. benthamiana 16c plants was measured as the ratio of red to 

green light using the corresponding ImageJ channels. Green and red background levels were 

estimated using leaves from wild-type plants and those of untreated 16c plants, respectively. 

The former leaves were also used to estimate a wild-type red intensity value. The green signal 

from wild-type plants was divided by that from 16c plants, and the resulting value subtracted 

from 1. To estimate the change from GFP to red fluorescence (silenced) in 16c plants, a 

silencing index was estimated by subtracting the green from the red value dividing the 

result by the wild-type red intensity. 

Antiviral RNA silencing assays 

Suppressor-deficient TCV-GFP (Powers et al., 2008) and TuMV-AS9-GFP (Garcia- 

Ruiz et al., 2010) do not infect N. benthamiana and were used to measure antiviral RNA 

silencing by two complementary approaches: co-infiltration and infiltration followed by 

mechanical inoculation (Powers et al., 2008). TCV-GFP lacks the coat protein, which is 

a silencing suppressor (Powers et al., 2008; Qu et al., 2008), while TuMV-AS9-GFP harbors 
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an inactivating mutation in the silencing suppressor HC-Pro (Garcia-Ruiz et al., 2010). Six 

plants were infiltrated per treatment, and experiments were repeated twice. 

In co-infiltration assays, TCV-GFP or TuMV-AS9-GFP was infiltrated (OD=0.0005) 

alone or in combination with NSs (OD600= 0.5). GUS and P19 were used as negative and 

positive controls, respectively. Six days after infiltration, suppression of antiviral RNA 

silencing was measured by counting the number of local infection foci per leaf under UV 

light. TuMV-AS9-GFP coat protein levels in infiltrated leaves were measured by 

immunoblotting. To assess the accumulation of TuMV-derived small RNAs (sRNAs), the 

OD600 of the TuMV-AS9-GFP-carrying Agrobacterium suspension was increased to 0.125 

and infiltrated leaves were collected for protein and RNA extraction. In a complementary 

assay, NSs and controls were infiltrated at an OD600 of 1.0.Twenty-four hours later, 

infiltrated leaves were mechanically inoculated with TuMV-AS9-GFP virions. Six days 

after infiltration, suppression of antiviral RNA silencing was scored by counting the number 

of local infection foci per leaf. 

To measure virus-induced RNA silencing, transgenic N. benthamiana 16c leaves 

were mechanically inoculated with TuMV-AS9-GFP virions 1 day after infiltration of NSs 

or controls. Silencing of the GFP transgene in non-inoculated leaves was measured at 10, 

15, and 20 days after infiltration. 

High molecular weight RNA and sRNA northern blotting 

Small RNA accumulation was measured as previously described (Garcia-Ruiz et 

al., 2010). Using duplicate gels, TuMV-AS9-GFP-derived sRNAs were detected using 

probes to target the GFP tag or the cylindrical inclusion helicase (CI). Probes against GFP 

or CI consisted of PRC products labeled with digoxigenin (DIG)-labeled (11 175 033 910; 

Roche). Blots were hybridized for 16 h at 38°C and washed at 42°C. Chemiluminescence was 

detected using CDP-Star (12 041 677 001; Roche, Basel, Switzerland). 

NSs transcript was detected by high molecular weight RNA northern blotting using 4 

µg total RNA, a 1% agarose gel containing 1.1% formaldehyde, and 1X 4-(2-hydroxyethyl)-

1- piperazineethanesulfonic acid running buffer. After capillary transfer to a nylon membrane 

(11417 240 001; Roche), NSs RNA and ribosomal 18S RNA were detected with DIG-labeled 
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PCR products amplified from pENTR-NSs and Arabidopsis thaliana genomic DNA, 

respectively. For the latter, the oligonucleotides 18S_rRNA_F (5'-

CACCTCCCTTAACGAGGATCCATTGG-3') and 18S_rRNA_R (5'-

AGAGCGTAGGCTTGCTTTGAGCACTC-3') were used and the PCR product was cloned 

into pENTR (pENTR-18SAtrDNA). Blots were hybridized for 16 h at 55°C and washed 

at 60°C. 

RESULTS 

 

TSWV virion purification 

TSWV virions were purified from three plant species with similar results. Compared 

to the initial extracts, staining and immunoblots showed protein N enrichment and depletion 

of the large subunit of rubisco in samples purified for virions (Figure 2A). A dilution curve 

revealed a 16-fold enrichment of protein N after virion purification from N. benthamiana 

(Figure 2B). Using D. stramonium and S. lycopersicum, this protein was enriched by 8 and 

2-fold, respectively (S1 Figure), suggesting that enrichment efficiency relates to TSWV 

abundance. 

 



82 
 

 

Figure 2. Tomato spotted wilt virus (TSWV) virion purification and genomic RNA 

extraction. Total and virion protein and RNA extracted from 20 g mock-inoculated (-) or 

TSWV-infected (+) Nicotiana benthamiana plants at 21 days post inoculation. A. Virion 

purification. Left panel: representative blot stained with Ponceau S solution and an 

immunoblot showing nucleocapsid protein (N). Precision Plus Dual Color (161-0374; 

Bio-Rad) was used as a size marker. Right panel: 1% agarose gel electrophoresis analysis 

of total and virion RNA. GeneRuler 1-kb Plus DNA ladder (SM1333; Thermo Fisher 

Scientific) was used as a marker. Positions of the large (L), medium (M), and small (S) 

TSWV genomic RNAs and ribosomal RNA (rRNA) are indicated. B. Virion purification 

efficiency evaluated by a dilution curve. The chart shows signal intensities of the N 

protein bands measured with ImageJ. Values are reported as averages ± standard errors of 

four biological replicates expressed relative to the two-fold dilution of the total protein 

sample. 
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In N. benthamiana, total RNA samples contained ribosomal RNA but TSWV 

genomic RNAs were not detected (Figure 2A). In contrast, a marked reduction in 

ribosomal RNA and an increase in TSWV genomic RNA was observed after virion 

purification (Figure 2A). Similar results were obtained for D. stramonium and S. 

lycopersicum (S1 Figure). In infected plants, RNA L is generally less abundant than the M 

and S transcripts (Hedil et al., 2014), as obtained in the virion RNA isolated from D. 

stramonium and S. lycopersicum (S1 Figure). However, in N. benthamiana samples, RNA 

L was as abundant as RNA S (Figure 2A). RNA-dependent RNA polymerase (RDR1) is a 

critical component of antiviral RNA silencing in plants (Garcia-Ruiz et al., 2010; Wang 

et al., 2010), and N. benthamiana harbors a mutation in the gene by which it is encoded 

(NbRdRP1m) ( Yang et al., 2004). Thus, the higher levels of RNA L observed in N. 

benthamiana suggest that this RNA is preferentially targeted by RDR1-dependent  silencing, 

as shown by sRNA sequencing in the absence of functional NSs (Margaria et al., 2015b). 

NSs clones 

Two NSs clones including or lacking the 5' UTR were generated (Figure 3A). NSs 

cDNA was cloned into pENTR and inserted into pMDC32 for functional analysis (S2 

Figure) (Curtis and Grossniklaus, 2003). Nucleotide sequences of the NSs open reading 

frame were used to predict the corresponding amino acid sequence. The consensus 

sequence for all 61 TSWV segment S records available in GenBank was used as a 

reference. Compared to this reference sequence, the NSs clones described here exhibited 

10 amino acid changes (Figure 3B) outside of conserved motifs, and hence not within the 

predicted essential RNA binding domains (de Ronde et al., 2014; Zhai et al., 2014; Hedil 

et al., 2015). 
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Figure 3. NSs clones and amino acid sequence. A. Representation of NSs clones in 

pMDC32, one containing and one lacking the 5' untranslated region (UTR), placed 

between the 35S promoter and the nopaline synthase (NOS) terminator. B. Amino acid 

sequence of the NSs clone aligned to the consensus NSs sequence derived from all 61 

Tomato spotted wilt virus segment S records in GenBank (Reference). Conserved WG, 

GKV, and YL motifs are indicated in blue. Three predicted RNA binding domains are 

indicated in red. 

Local transgene silencing suppression 

ssGFP was expressed alone or in the presence of NSs in N. benthamiana 16c plants. 

NSs prevented GFP silencing in the infiltrated zones (Figure 4). GFP fluorescence was 44 

and 34% of that observed for P19 using the 5' UTR-NSs and NSs clones, respectively. 

This level of local transgene silencing suppression agrees with previous results (Takeda et 

al., 2002). 
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Figure 4. Suppression of transgene silencing by NSs. Single-stranded green fluorescent 

protein (ssGFP) was infiltrated alone or in combination with NSs in Nicotiana 

benthamiana 16c leaves. Beta-glucuronidase (GUS) and P19 were used as negative and 

positive controls, respectively. Five days after infiltration, GFP fluorescence was 

visualized under ultraviolet light. The histogram shows average GFP fluorescence ± 

standard error relative to leaves infiltrated with P19, based on 16 leaves from two 

independent experiments. Bars with the same letter do not significantly differ (Tukey’s 

test with α = 0.05). UTR = untranslated region. 

Antiviral RNA silencing suppression 

Tospoviral NSs clones have been characterized previously using transgene silencing 

and in vitro assays (Takeda et al., 2002; Bucher et al., 2003; Schnettler et al., 2010; de Ronde 

et al., 2013; de Ronde et al., 2014; Hedil et al., 2015). However, transgene silencing and 

antiviral RNA silencing differ in key genetic requirements (Ding and Voinnet, 2007). 

Moreover, the effect of NSs clones on the latter has not been demonstrated experimentally. 

We tested NSs antiviral RNA silencing activity using two complementary approaches and 

two silencing suppressor-deficient viruses unable to infect N. benthamiana. In co-infiltration 

assays, both 5' UTR-NSs and NSs complemented suppressor-deficient TCV-GFP and 

TuMV-AS9-GFP, resulting in the formation of visible local infection foci (Figure 5). The 

number of infection foci per leaf for both viruses in the presence of NSs was between 40 and 

60% of that observed using P19. Interestingly, the TCV-GFP infection foci formed after 

infiltration of the two NSs constructs were smaller (0.3 ± 0.1 mm in diameter) and dimmer 
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than those seen following P19 treatment (1.0 ± 0.07 mm in diameter; Figure 5A). TuMV-

AS9-GFP NSs and 5' UTR-NSs infection foci were similar in size to those observed with 

P19, but of lower intensity (Figure 5B). Virus accumulation was measured by 

immunoblotting. With NSs, TuMV-AS9-GFP coat protein expression was 20% of the level 

observed using P19 (Figure 5B). 

 
 

Figure 5. Complementation of suppressor-deficient Turnip crinkle virus-green fluorescent 

protein (TCV-GFP) and Turnip mosaic virus (TuMV)-AS9-GFP by NSs in Nicotiana 

benthamiana. Twelve leaves were infiltrated per treatment and visualized under 

ultraviolet light 6 days later. Green spots are local infection foci. Average numbers of 

visible local infection foci per leaf are given below pictures. The histogram shows average 
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number of local infection foci ± standard error, relative to that observed on leaves 

infiltrated with P19. Bars with the same letter are not statistically different (Tukey’s test 

with α = 0.05). GUS = beta-glucuronidase; UTR = untranslated region. A. Co-infiltration 

of TCV-GFP with NSs or controls. B. Co-infiltration of TuMV-AS9-GFP with NSs or 

controls. The blot shows TuMV coat protein accumulation in the same leaves. The 

histogram shows average (± standard error) coat protein accumulation (four biological 

replicates) and local infection (12 leaves) foci number relative to that observed in leaves 

infiltrated with P19. C. Complementation of TuMV-AS9-GFP by NSs after mechanical 

inoculation. Leaves (12 per treatment) were infiltrated with NSs (at an optical density at 

600 nm of 1.0) or controls, and mechanically inoculated with virions 1 day later. Data 

were collected and processed as in B. 

Initiation of virus infection by agroinfiltration of binary vectors is sensitive to both 

transgene and antiviral RNA silencing (Powers et al., 2008). To exclude the possible 

effects of the former, we measured antiviral RNA silencing by first infiltrating NSs into 

N. benthamiana leaves and 1 day later, mechanically inoculating them with TuMV-AS9-

GFP virions. Formation of local infection foci by TuMV-AS9-GFP confirmed NSs 

suppression of antiviral RNA silencing. The number of infection foci per leaf in the 

presence of NSs was 70% of that observed using P19 (Figure 5C). 

Together, these results show that NSs is a suppressor of antiviral RNA silencing 

directed against two heterologous viruses: TCV-GFP and TuMV-AS9-GFP. However, NSs 

is less suppressive than P19. Inclusion of the 5' UTR did not significantly affect NSs activity 

(Figures 4 and 5). In infiltrated leaves, RNA of both NSs clones accumulated to similar levels 

(Figure 6B), showing that the 5' UTR did not significantly alter transcription or downstream 

events. 
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Figure 6. Virus and virus-derived small RNA (sRNA) accumulation. Turnip mosaic virus 

(TuMV)-AS9-greenfluorescent protein (GFP) was co-infiltrated at an optical density at 600 

nm (OD600) of 0.125 with NSs (OD600= 0.5) or controls in Nicotiana benthamiana. Four days 

after infiltration, photographs were taken and samples collected for protein and RNA extraction. 

Accumulation of TuMV-AS9-GFP coat protein (CP), NSs transcript, and TuMV-AS9-GFP-

derived small interfering RNA (siRNA) was determined in four biological replicates. GUS = 

beta-glucuronidase; UTR = untranslated region. A. Representative leaves showing local 

infection, and TuMV- AS9-GFP CP accumulation determined by immunoblotting. B. 

Accumulation of TuMV-AS9-GFP-derived sRNAs detected with probes against cylindrical 

inclusion helicase (CI) or GFP. U6 was used as a loading control. C. NSs transcript accumulation; 

18S ribosomal RNA (rRNA) was used as a loading control. 
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Virus-derived sRNA accumulation 

Viruses are inducers, targets, and suppressors of RNA silencing (Ding and Voinnet, 

2007). Induction results in the formation of sRNAs of 21 to 24 nucleotides (nt) derived 

from viral RNA by Dicer-like proteins. Targeting is mediated by Argonaute proteins 

associated with virus-derived small interfering RNAs (sRNAs) and causes the degradation 

of viral RNA after slicing or translational repression (Ding and Voinnet, 2007; Carbonell 

et al., 2012; Carbonell and Carrington, 2015; Garcia-Ruiz et al., 2015). To gain insight 

into the mechanistic activity of NSs, we co-infiltrated it with TuMV-AS9-GFP and 

measured the accumulation of virus-derived sRNAs (Figure 6). sRNAs derived from the 

two areas of the TuMV-AS9-GFP genome examined (CI and GFP) were predominantly 

21-nt long (Figure 6C). Despite greater viral presence (Figure 6A), and as observed for P19, 

NSs caused a reduction in the levels of virus-derived sRNA with respect to GUS treatment 

or leaves infiltrated with virus alone (Figure 6C). 

Virus-induced GFP silencing 

Accumulation of GFP-derived sRNAs in the presence of NSs (Figure 6C) offered 

an opportunity to measure the effect of this suppressor on the activity and movement of 

the silencing signal. Even in the presence of NSs, mechanical inoculation with TuMV-AS9-

GFP induced systemic silencing of the N. benthamiana 16c GFP transgene (Figure 7), 

suggesting movement of the antiviral RNA silencing signal, TuMV-AS9-GFP, or both. 

Despite clear differences in local infection (Figure 7A), plants infiltrated with TuMV-

AS9-GFP alone or with GUS displayed systemic GFP silencing at the same time point as 

those treated with NSs (Figure 7B). TuMV-AS9-GFP does not form local infection foci in 

the absence of a silencing suppressor (Figures 7A and 5C). Thus, induction of GFP 

silencing in non-inoculated leaves suggests systemic movement of the silencing signal. 
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Figure 7. Virus-induced green fluorescent protein (GFP) silencing after mechanical 

inoculation of Turnip mosaic virus (TuMV)-AS9-GFP 1 day after infiltration of NSs or 

controls in Nicotiana benthamiana 16c plants. Photographs were taken and infection 

efficiency is expressed as in Figure 5. GUS = beta-glucuronidase; UTR = untranslated region. 

A. Local infection. Green spots are TuMV-AS9-GFP local infection foci. The histogram 

shows average number of local infection foci per leaf ± standard error, relative to P19 (14 ± 

3.5). B. Virus-induced silencing of the GFP transgene in 16c plants. Photographs were taken 

under ultraviolet light at 10, 15, and 20 days post inoculation (dpi). Red areas indicate silencing 

of the GFP transgene. The histogram shows average GFP silencing index values ± standard 

error from eight plants. 

 

Plants infiltrated with P19 showed a delay in the onset of systemic GFP silencing, 

which correlated with a reduction in the accumulation of GFP-derived sRNAs (Figure 6C). 

P19 is a strong silencing suppressor that binds sRNAs (Omarov et al., 2007). The delay 

observed suggests systemic movement of TuMV-AS9-GFP, followed by silencing of both 

viral RNA and the GFP transgene. 
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DISCUSSION 

In plant-virus interactions, silencing suppressors are pathogenicity determinants 

involved in symptom development (Ding and Voinnet, 2007; Garcia-Ruiz et al., 2010; 

García and Pallás, 2015), while avirulence factors trigger a hypersensitive response (de 

Ronde et al., 2014). TSWV NSs is both a silencing suppressor and an avirulence factor (de 

Ronde et al., 2014). Consistent with these models, variations in symptom development, 

differences in virus accumulation and clearance, and the emergence of TSWV isolates 

capable of overcoming resistance in pepper plants have been attributed to NSs mutations 

(de Ronde et al., 2013; de Ronde et al., 2014). Furthermore, NSs silencing suppression 

is necessary for persistent infection and transmission of TSWV by F. occidentalis 

(Whitfield et al., 2005; Margaria et al., 2014). Collectively, these observations imply that 

pathogenic differences in TSWV isolates, and possibly other tospoviruses, are likely caused 

by NSs genetic variation. The assays described here constitute valuable experimental tools 

for the characterization of NSs variants. 

Consistent with previous descriptions of this protein from several tospoviruses 

(Takeda et al., 2002; Bucher et al., 2003; de Ronde et al., 2014; Margaria et al., 2014; 

Zhai et al., 2014; Hedil et al., 2015), NSs prevented local transgene silencing in the present 

study (Figure 4). However, the suppression of antiviral RNA silencing by NSs had not 

been demonstrated before. Using two independent assays, we showed that NSs rescued 

the pathogenicity of suppressor-deficient TCV-GFP and TuMV-AS9-GFP, resulting in the 

establishment of local infection (Figure 5). Accordingly, NSs suppresses antiviral RNA 

silencing directed against these viruses. 

Transgene and antiviral silencing suppression assays showed NSs activity to be 30 

to 70% of that of P19 (Figures 4 and 5). TCV-GFP and TuMV-AS9-GFP local infection 

foci were less abundant with NSs than P19 (Figure 5). In addition, TCV-GFP infection foci 

were smaller following co-infiltration with NSs than those formed in the presence of P19 

(Figure 5A), and lower levels of TuMV-AS9-GFP accumulated in plants treated with NSs 

constructs than in those in which P19 was expressed (Figure 5B). Several models might 

explain this difference in the magnitude of silencing suppression. For instance, NSs may be 

less stable and accumulate to lower levels than P19, or could require viral or cellular co-
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factors not present in transient expression assays. A combination of such factors could also be 

responsible. An epitope-tagged NSs is currently being used to test these possibilities. 

Antiviral RNA silencing is characterized by the production of virus-derived sRNAs 

that mediate targeting of viral transcripts (Ding and Voinnet, 2007; Carbonell et al., 2012; 

Carbonell and Carrington, 2015; Garcia-Ruiz et al., 2015). Leaves co-infiltrated with TuMV- 

AS9-GFP and NSs accumulated virus-derived sRNAs (Figure 6C), showing that this silencing 

suppressor does not prevent their formation. However, relative to the amount of virus present, 

NSs caused a reduction in the accumulation of TuMV-derived sRNAs. These observations 

suggest that NSs interferes with the amplification of the antiviral silencing response TuMV-

AS9-GFP did not form local infection foci in the absence of a silencing suppressor (Figure 

7A), but did induce systemic GFP transgene silencing in N. benthamiana 16c plants at 

the same rate in the presence or absence of NSs (Figure 7B). This suggests that NSs did 

not interfere with the systemic movement of the virus-induced GFP silencing signal. 

However, we cannot exclude the possibility that TuMV-AS9-GFP moved out of inoculated 

leaves in the presence of NSs or P19. 

Several models have been proposed to explain RNA silencing suppression based 

on biochemical analyses and domain predictions of tospoviral NSs proteins. The presence 

of a WG motif (Figure 3B) (de Ronde et al., 2014) suggests that NSs interacts with 

Argonaute proteins to trigger  their degradation or inhibit their activity (Schnettler et al., 

2010; Eifan et al., 2013; de Ronde et al., 2014). The Tomato ringspot virus coat protein 

contains a GW/ WG motif that mediates interaction with and triggers degradation of 

ARGONAUTE1 (AGO1) (Karran and Sanfaçon, 2014). TCV capsid protein P38 also harbors 

two GW/WG motifs that facilitate association with AGO1, preventing loading of 

endogenous and virus-derived sRNAs (Azevedo et al., 2010). The existence of three RNA 

binding domains (Figure 3B) (de Ronde et al., 2014) and the results of in vitro assays 

suggest that NSs binds long cellular and viral double-stranded RNAs (dsRNAs), such as 

microRNA (miRNA) precursors and viral replication intermediates (Schnettler  et al., 2010; 

Eifan et al., 2013; de Ronde et al., 2014). These same domains may be involved in binding 

cellular miRNAs and virus-derived sRNAs (Schnettler et al., 2010; Eifan et al., 2013; de 

Ronde et al., 2014). Experimental evidence to support NSs-mediated degradation or 
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inhibition of Argonaute proteins, binding of virus-derived sRNAs, association with 

miRNAs or their precursors, or interaction with viral dsRNA in vivo has not yet been 

produced. Similarly, the role of NSs silencing suppression in virus infection and movement 

has not been determined. An infectious TSWV clone is not available, limiting the 

experimental approaches by which these processes might be examined. 

The NSs clones and assays described here establish a foundation to determine the 

mechanistic activity of NSs. TCV (Qu et al., 2008) and TuMV (Garcia-Ruiz  et al., 2010) 

replicate in Arabidopsis  thaliana, mutants of which lacking key RNA silencing 

components have been characterized (Qu et al., 2008; Garcia-Ruiz et al., 2010; Wang et 

al., 2010; Garcia- Ruiz et al., 2015). A genetically tractable system based on chimeric 

TuMV and Arabidopsis thaliana is being developed by our group to determine the 

mechanism by which NSs suppresses antiviral RNA silencing. The genetic features of this 

system will allow us to ascertain the contribution of NSs antiviral silencing suppression 

to the establishment of virus infection and movement and the development of symptoms. 

Similarly, it will be possible to identify plant genes that repress TSWV infection. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

S1 Figure 1. Tomato spotted wilt virus (TSWV) virion purification. A. Datura stramonium. 

B. Solanum lycopersicum. The top panel shows a representative protein N immunoblot 

from total (T) and virion (V) protein samples, as in Figure 2. The bottom panel shows total 

and virion RNA, as in Figure 2. L, M, and S = large, medium, and small TSWV RNA, 
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respectively; rRNA = ribosomal RNA. C. Efficiency of virion purification from D. 

stramonium. D. Efficiency of virion purification from S. lycopersicum. 

 

S2 Figure 1. NSs cloning strategy. Two versions were cloned, one containing and one lacking the 

5' untranslated region (UTR). Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) products 

were ligated into pENTR and subsequently inserted in pMDC32. A. Diagram representing Tomato 

spotted wilt virus (TSWV) genomic RNA S and the NSs cloning strategy. Coordinates indicate 3' 

and 5' UTRs and open reading frames. Horizontal arrows represent primers used for RT-PCR. cDNA 

= complementary DNA. B. Representation of the NSs clones in pENTR and pMDC32. 35S = 35S 

promoter; NOS = nopaline synthase terminator. C. Agarose (1%) gel showing the RT-PCR products 

obtained from virion RNA extracted from mock-inoculated or TSWV-infected Nicotiana 

benthamiana. GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder was used as a marker. D. Identification of NSs clones 
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in pENTR by EcoRI/PvuI double digestion of plasmid DNA minipreparations. E. Identification of 

NSs clones in pMDC32 by EcoRI digestion of plasmid DNA minipreparations. 

 

NOTA. El presente artículo científico estuvo bajo la dirección y guía del Dr. Hernan Garcia-

Ruiz. Asimismo, los experimentos para dicho artículo fueron realizados y apoyados por la 

University of Nebraska-Lincoln Office of Research and Economic Development, the 

Institute for Agriculture and Natural Resources, y por Nebraska-EPSCoR. 
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