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Silenciamiento génico inducido por spray (SIGS) como potencial método de control contra Fusarium
circinatum y Phytophthora cinnamomi
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Resumen

Las enfermedades forestales comprometen seriamente nuestra calidad de vida, asi como los
recursos que se obtienen de los bosques. Algunas especies forestales de gran importancia en
nuestro pais se ven amenazadas por esta razon: Fusarium circinatum causa el chancro resinoso del
pino y Phytophthora cinnamomi provoca la seca de la encina. Estas enfermedades se han tratado
durante mucho tiempo con productos quimicos que tienen un alto impacto en la naturaleza y que,
ademas, no son del todo eficaces. En consecuencia, existe una clara necesidad de encontrar una
alternativa respetuosa con el medio ambiente en el control de enfermedades forestales. Una de
estas alternativas es el silenciamiento génico inducido por spray (SIGS). SIGS es una estrategia de
proteccion vegetal basada en el silenciamiento de genes mediante la tecnologia del ARN de
interferencia (RNAI). Con el objetivo de lograr un control sostenible de F. circinatum y P. cinnamomi
se ha estudiado el potencial de SIGS para lograr una reduccion del crecimiento y la virulencia de los
patégenos mediante el silenciamiento de ciertos genes implicados en el trafico de vesiculas
celulares. Los resultados de esta investigacion ayudaran a explorar el uso de esta tecnologia en
patégenos forestales donde apenas esta desarrollada.
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1. Introduccion

Recientemente se ha producido un aumento sustancial del niimero de patégenos invasores y
de nuevas enfermedades forestales destructivas en todo el mundo. Algunas de ellas suponen una
importante amenaza para la sostenibilidad ecolégica y econémica de los ecosistemas forestales
(Santini et al., 2013). En los ecosistemas forestales espanoles destaca la importancia de los
bosques de coniferas y de frondosas, que se ven amenazados, entre otras enfermedades, por el
chancro resinoso del pino y la seca de la encina, respectivamente.

Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnell (Teleomorfo Gibberella circinata), es el agente
causal del chancro resinoso del pino (PPC por sus siglas en inglés), es uno de los patégenos mas
importantes que afectan a las especies de Pinus. Los principales sintomas en arboles adultos es la
aparicion de grandes chancros que invaden los tejidos de la planta e impiden el movimiento de agua
y nutrientes tras el colapso de los vasos. En los arboles maduros también se observa el
marchitamiento de las aciculas y la clorosis, que causan la muerte de la copa y finalmente la del
arbol (COST Action FP1406: PINESTRENGTH, 2014). Actualmente, no existen métodos adecuados
y/0 eficaces para controlar o erradicar este patégeno.

Phytophthora cinnamomi Rands (1922) es un oomiceto considerado el patégeno mas
importante que origina podredumbres radicales en especies lenosas (especialmente asociado a las
enfermedades de las raices de robles, eucaliptos, castanos, pinos y miembros de las Ericaceae)
(Robin et al., 2012). Se distribuye mundialmente, produciendo los danos mas importantes en zonas
tropicales y subtropicales, en regiones de clima templado y en el Mediterraneo, donde provoca un
nimero elevado de muertes en dehesas y montes causando la enfermedad conocida como la seca
de la encina (Burgess et al., 2017). Por ello, son preocupantes los posibles danos causados por este
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patégeno en las dehesas espanolas, asi como en otros paises como Portugal, Francia, Italia y
Turquia (Mora-Sala et al., 2019). P. cinnamomi provoca la muerte masiva de las raices absorbentes,
reduciendo la capacidad del arbol para tomar agua y nutrientes del suelo. Por lo tanto, causa
efectos similares a los de la sequia, por lo que los sintomas en la parte aérea de los arboles son muy
inespecificos: clorosis, marchitamiento, defoliacién y muerte de las ramas (Sena et al., 2018).

A pesar de la importancia de las especies a las que afectan, actualmente no existen métodos
adecuados y/o eficaces para controlar o erradicar estos patégenos. Para luchar contra ellos se
combinan estrategias de prevencion, intervenciéon y remediacion como estrictas medidas de
cuarentena y la prohibicion de la importacion o intervenciones silvicolas adecuadas (Wingfield et al.,
2008). Sin embargo, una vez la enfermedad se establece en los bosques son necesarios
tratamientos pesticidas poco respetuosos con el medio ambiente y actualmente limitados o
prohibidos por la UE, especialmente en el caso de la silvicultura (Okorski et al., 2015).

La blsqueda y el desarrollo de nuevos métodos de control de enfermedades de plantas que
sean sostenibles para la naturaleza y eficaces en la lucha contra patégeno es un tema de maxima
actualidad. La aparicién de nuevas y avanzadas tecnologias basadas en la biologia moléculas y la
biotecnologia hace que surjan nuevas alternativas en la proteccidon de plantas. Una de las
herramientas mas prometedoras que han surgido consiste en el silenciamiento de genes de los
organismos patogénicos mediado por ARN a través de un mecanismo conocido como interferencia
de ARN (RNAI por sus siglas en inglés).

El RNAi es un mecanismo conservado que se produce de manera natural en las células
eucariotas. Se inicia mediante ARN de doble cadena (dsRNA por sus siglas en inglés), que puede
regular la expresion génica mediante la degradacion dirigida de los ARN mensajeros homélogos
(mRNA por sus siglas en inglés) (Fire et al., 1998). Este mecanismo ha sido identificado en multitud
de organismos (Eamens et al., 2008; Gheysen & Vanholme, 2007; Nunes & Dean, 2012; Price &
Gatehouse, 2008; Shi, 2003) y ha sido intensamente estudiado desde su descubrimiento debido a
su potencial en el control de enfermedades. Una de las tecnologias basadas en el silenciamiento de
genes mediante RNAi se conoce como SIGS (silenciamiento génico inducido por spray) y consiste en
la pulverizacion de moléculas de dsRNA sintetizadas artificialmente en las superficies de las plantas
(Niu et al., 2021). Los dsRNAs sintetizados poseen secuencias homologas a determinados genes del
patégeno y debido a esta homologia impediran su expresion a causa del mecanismo de RNAI, para
de esta manera reducir la enfermedad que provocan (Cai et al., 2019; Koch et al., 2016; Qiao et al.,
2021; Song et al., 2018; Wang & Jin, 2017). Las estrategias SIGS presentan un gran potencial en la
proteccion de cultivos, asi como en especies forestales debido a su sostenibilidad, su facilidad de
aplicacion y a la especificidad del mecanismo de RNAI. Debido a esto hemos disehado y sintetizado
distintas moléculas de dsRNA que sean eficaces en el silenciamiento de genes de F. circinatum y P.
cinnamomi como potencial método para su control en especies forestales. La sintesis de estas
moléculas se ha realizado utilizando una bacteria genéticamente modificada que es capaz de
producir dsRNAs, evitando el uso de kits comerciales de produccién in vitro que encarecen y limitan
el proceso. Actualmente se esta trabajando en el posterior proceso de purificacion del dsRNA
producido para obtener el dsRNA limpio y listo para su utilizaciébn en ensayos de una manera mas
econdmica.

2. Objetivos

El objetivo principal del trabajo de investigacion es desarrollar nuevas soluciones sostenibles y
respetuosas con el medio ambiente para el control y manejo de las enfermedades provocadas por F.
circinatum y P. cinnamomi, empleando para ello métodos avanzados de biologia molecular, en
particular la tecnologia SIGS basada en el silenciamiento de genes mediante RNAI. Los objetivos
especificos han consistido en: i) disefar in silico moléculas de dsRNA con potencial para silenciar
genes importantes de los patdégenos de interés; ii) sintetizar el dsRNA utilizando para ello un método
de produccién basado en bacterias genéticamente modificadas.

-
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3. Metodologia

i) Disefo in silico moléculas de dsRNA

Para el diseno de las moléculas de silenciamiento se ha revisado la literatura en busca de
genes cuya eficiencia de silenciamiento fuera buena en otros patégenos vegetales y cuyo
silenciamiento sea eficaz en el control de los agentes patdégenos (Cai et al., 2018; Qiao et al., 2021).
También se selecciond un gen ausente en el genoma de los organismos de estudio para su uso
como control negativo: el gen que codifica para la proteina YFP (yellow fluorescent protein) en la
medusa Aequorea victoria.

La basqueda de genes homdlogos a los genes de interés en nuestros organismos de estudio
realiz6 utilizando la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y la herramienta BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para realizar alineamientos contra genomas de referencia.
La herramienta web Prosite (https://prosite.expasy.org/) se ha utilizado para identificar los dominios
conservados en las proteinas codificadas por los genes elegidos para el estudio. De los genes
seleccionados tras la blsqueda bibliografica se seleccion6 un fragmento de entre 160-250 pares de
bases (pb) para la sintesis de las moléculas de dsRNA. Esta seleccion se ha realizado evitando las
regiones que codificaban para dominios conservados de las proteinas y zonas que alinearan contra
otros organismos diferentes a los de estudio, para evitar los efectos off-target.

Finalmente se ha realizado un diseno de las moléculas de dsRNA in silico utilizando para ello
los fragmentos seleccionados de tres genes, unidos en la misma molécula (500 pb
aproximadamente). Se sintetizaron dsRNAs homoélogos a regiones de tres genes distintos con el
objetivo de aumentar la inhibicion del patégeno.

Sobre las moléculas construidas in silico se disenaron los cebadores de PCR para la sintesis
de las moléculas molde que finalmente se emplean para producir los dsRNAs. Estos cebadores
incluyeron secuencias de corte de dos enzimas de restriccion (en el cebador forward y el cebador
reverse del primer y del Gltimo fragmento respectivamente) y 20 nucleétidos de los fragmentos
adyacentes en la molécula de dsRNA correspondientes.

Se disenaron un total de seis cebadores, dos para amplificar cada fragmento de gen, con una
temperatura de fusion (Tm, por sus siglas en inglés) de aproximadamente 60°C y un contenido en GC
(guanina y citosina) del entre el 50% y 60%. Para el calculo de estas propiedades se empleé el
software Oligocalc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) y los cebadores fueron
sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT, lowa, EE. UU.).

i) Sintesis y purificacion de las moléculas de dsRNA

A partir de las moléculas de dsRNA disenadas in silico se construyeron los moldes de ADN de
las mismas que sirvieron posteriormente para producir las moléculas de dsRNA.

Para la produccion de estas cadenas molde de ADN primero se extrajo el ADN de F. circinatum
y P. cinnamomi, empleando el kit de extraccion de ADN comercial E.Z.N.A.® Fungal DNA Mini Kit
(Omega Bio-tek, Georgia, EE. UU.). Se amplificé cada fragmento de gen por separado, realizando una
PCR convencional con los cebadores disenados y como material de partida el ADN extraido. Para
unir los tres fragmentos amplificados se ha empleado una metodologia llamada overlap PCR.

Para sintetizar las moléculas de dsRNA se ha utilizado la cepa HT115 de Escherichia coli, que
es deficiente en la endonucleasa RNasa lll (encargada de degradar los dsRNA) (Dasgupta et al.,
1998; Takiff et al., 1989; Timmons et al., 2001). La cepa HT115 fue transformada con plasmidos
(variantes del plasmido T777T) que permitian la sintesis de dsRNA mediante la insercion de las
moléculas molde sintetizadas entre dos promotores T7 inducibles por isopropil (-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) en orientaciones opuestas. Para la produccion de dsRNA las bacterias
correctamente transformadas se cultivaron en medio de cultivo LB (Lysogeny Broth) con IPTG
durante un periodo de 4 a 8 horas tras el cual se extrajo el ARN de los cultivos.

La extraccion de ARN se llevd a cabo mediante Trizol™ (Invitrogen, Massachusetts, EE. UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El dsRNA obtenido se purifico utilizando DNasa |
(Invitrogen, Massachusetts, EE. UU.) y RNasa T1 (Thermofisher, Massachusetts, EE. UU.) que elimina
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el ARN de cadena simple. El dsRNA extraido y purificado se mantiene a -80°C para su conservacion
antes de su uso.

4. Resultados

Los genes elegidos para el silenciamiento pertenecen a rutas de trafico de vesiculas

Para la sintesis de moléculas de dsRNA se han seleccionado tres genes en F. circinatum
(VPS51, DCTN1 y SAC1) y dos en P. cinnamomi (DCTN1 y SAC1), ya que el gen VPS51 estaba
ausente en este organismo. Las secuencias de estos genes se han determinado mediante el
alineamiento de los genes de B. cinerea obtenidos de Cai et al. (2018) contra la base de datos de
genes del NCBI se muestran en la tabla 1 y 2. La investigacion de Cai et al. (2018) estudia los ARNs
interferentes pequenos (siRNAs, por sus siglas en inglés) que las plantas mandan de manera natural
al patégeno B. cinerea. Estos siRNAs inducen de manera natural el silenciamiento de genes del
patégeno que resultan criticos para su patogenicidad y para la infeccién. Por ello, en un intento de
imitar este mecanismo natural y dado que estos genes ya han sido silenciados en otros patdégeno
logrando una reduccion de la infeccion con éxito (Qiao et al., 2021), hemos elegido estos tres genes
para el presente trabajo.

Tabla 1. Genes de estudio para el silenciamiento de F. circinatum

Gen Nimero de acceso NCBI
VPS51 KAF5683607.1
DCTN1 KAF5656821.1

SAC1 KAF5666971.1

Tabla 2. Genes de estudio para el silenciamiento de P. cinnamomi

Gen Namero de acceso NCBI
DCTN1 XP_002901274.1
SAC1 XP_002904345.1

Los cebadores disenados permitieron mediante PCR convencional y overlap PCR obtener las
moléculas de ADN que sirvieron de molde para sintetizar el dsRNA. Mediante esa reaccion en
cadena de la polimerasa se unieron los fragmentos amplificados individualmente (de VPS51, DCTN1
y SAC1) mediante el solapamiento de sus extremos, debido a la complementariedad con los 20
nucleétidos anadidos en los cebadores en las regiones internas de la molécula, obteniéndose un
fragmento denominado como VDS o DS. Estos moldes de ADN se introdujeron con éxito en el
plasmido T777T (que porta un gen codificante para la resistencia a ampicilina) obteniéndose
secuencias de 2.821 pb, correspondientes a la suma de los tamafos del plasmido digerido con las
enzimas de restriccion Kpnl y Bglll (2.295 pb) y las secuencias molde (526 pb) (Figura 1.A). La cepa
HT115 de E. coli fue transformada con el plasmido resultante, comprobandose esta transformacion
cultivandola en medio de cultivo con ampicilina. Ademas, se comprobd por PCR del fragmento VDS y
por secuenciacion del plasmido completo. Las colonias transformadas con éxito se cultivaron con
IPTG y se extrajo su ARN total, comprobando en un gel de electroforesis la presencia de una banda a
una altura mayor de 500 pb que se corresponde con el dsRNA producido (figura 1.B). Debido a que
el marcador es de ADN y las muestras son ARN y este corre mas despacio la banda de ARN queda a
una altura ligeramente superior de su tamano real.

-
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Figura 1. A. Plasmido T777T con los fragmentos correspondientes a los genes VPS51, DCTN1 y SAC1; B. Foto de
un gel de electroforesis de una extraccion de ARN tras la induccién de dsRNA: las bandas a la altura de 500 pb
muestran la presencia del dsRNA sintetizado para el silenciamiento de los genes VPS51, DCTN1 y SAC1 (dsRNA-
VDS) en F. circinatum (dsRNA F. cir) y DCTN1 y SAC1 (dsRNA-DS) en P. cinnamomi y el dsRNA sintetizado como
control negativo (dsRNA-YFP).

5. Discusion

Las plantas poseen de manera natural mecanismos para defenderse del ataque de
patdgenos, asi Cai et al. (2018) comprobaron que plantas de Arabidopsis thaliana enviaban siRNAs
al patdégeno B. cinerea, con el objetivo de silenciar genes de este e impedir la infeccion. Imitando lo
gue ocurre en la naturaleza se han escogido estos mismos genes para la sintesis de dsRNAs, estos
genes estan implicados en rutas de trafico de vesiculas y se ha visto que su silenciamiento resulta
adecuado dado que son importantes en la virulencia de los hongos (Cai et al., 2018). Ademas, estos
genes se han silenciado en otros estudios en los patégenos Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum y Aspergillus niger obteniéndose una reduccion de la virulencia de los mismos (Qiao et
al., 2021). La produccion de dsRNA mediante la cepa HT115 de E. coli es una forma econémica y
eficiente de producir grandes cantidades de dsRNA que puede utilizarse como método de control de
patogenos vegetales (Nino-Sanchez et al., 2021). Las tecnologias basadas en el mecanismo RNAI
suponen un reto investigativo a la vez que una alternativa prometedora e innovadora para el control
de enfermedades en plantas (Niu et al., 2021). Los bosques estan cada vez mas amenazados por el
cambio climatico, lo que afecta a su salud y les hace susceptibles a la entrada de nuevos patégenos
(Diez, 2015). Sin embargo, las estrategias basadas en RNAi se han desarrollado pobremente en
este sector a pesar de su potencial en sanidad forestal (Fladung et al., 2021). Por ello, es preciso
investigar y desarrollar esta tecnologia para tener una alternativa eficaz y no contaminante para el
control de enfermedades como La Seca o el Chancro Resinoso del pino que suponen amenazas
cada vez mas preocupantes en nuestros bosques.

6. Conclusiones

1. La seleccion de genes para su silenciamiento en el uso de estrategias RNAi puede ser
clave para un mejor control del patégeno y para lograr la inhibicién del mismo.

2. La utilizacion de bacterias productoras de dsRNA representa una alternativa
econdémica al uso de kits comerciales de sintesis in vitro, ademas de permitir la
produccién de una mayor cantidad de moléculas.

-
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3. ElI RNAi posee un gran potencial para controlar enfermedades causadas por
organismos eucariotas que posean la maquinaria de silenciamiento y que sean
capaces de captar las moléculas de silenciamiento del exterior.

4. La metodologia SIGS se presenta como una alternativa con gran potencial para
controlar enfermedades forestales que carecen de tratamientos eficaces o cuyos
tratamientos son contaminantes para los ecosistemas, lo que presenta un gran
problema para la preservacion de los bosques. Esta tecnologia esta en auge y
continuo desarrollo en el sector agricola, pero requiere de un gran esfuerzo
investigativo en el ambito forestal, donde a pesar de ser una tecnologia prometedora
se encuentra apenas sin explorar.
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