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l. 1. Mucor lusitanicus
I. 1. 1. Caracteristicas generales

M. lusitanicus, anteriormente llamado Mucor circinelloides f. Lusitanicus
(Wagner et al., 2019), es un hongo basal y filamentoso perteneciente al orden
Mucorales (Figura 1). Este orden pertenece al filo Mucoromycota y, dentro de
este, al subfilo Mucoromycotina (Spatafora et al., 2016).
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Figura 1. Arbol filogenético del reino de los hongos. Arbol filogenético basado en el
andlisis de 192 proteinas ortélogas conservadas, para el que se incluyeron 3 especies
como grupo externo, mostradas en la parte inferior. Todas las ramas en las que no se
indica otro valor poseen un soporte de tipo bootstrap del 100 %. Se indica con una F el
ancestro comun de los hongos (Navarro-Mendoza, 2020; modificado de Spatafora et al.,
2016).

Los hongos Mucorales se caracterizan por un rapido crecimiento y por ser
colonizadores de sustratos ricos en carbono. Ademas, tienen un gran impacto en
el ser humano. Por un lado, debido a algunas enfermedades que afectan tanto a

especies productoras de frutas como al propio ser humano y, por otro lado, por
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su utilidad en la produccién de alimentos o suplementos alimenticios (Spatafora
et al., 2017).

El orden Mucorales estaba enmarcado en el filo denominado Zygomycota,
caracterizado por presentar de forma general un micelio cenocitico y por la
capacidad de formar zigosporas en la reproduccion sexual (Figura 2) (Guarro et
al., 1999). Sin embargo, esta clasificacion, fundamentada en aspectos
morfolégicos, ha sido modificada, desapareciendo este grupo Zygomycota y
sustituyéndose por los filos Mucoromycota y Zoopagomycota (Hibbett et al.,
2007; Spatafora et al., 2016).

Las zigosporas son un tipo especial de esporas sexuales de color oscuro,
ornamentadas y de pared gruesa, caracteristicas de algunos grupos como los
Mucorales. Las esporangiosporas en cambio son un tipo de esporas asexuales
que se producen en los esporangios, donde se albergan multiples esporas,
localizados en el extremo de hifas aéreas conocidas como esporangiéforos
(Figura 2) (Guarro et al., 1999). Ademas, los Mucorales se caracterizan por la
presencia de una porcion del esporangiéforo que se localiza dentro del
esporangio y se denomina columela. Asimismo, muchas especies de este orden
pueden presentar otras estructuras reproductivas como clamidosporas,

artrosporas y células levaduriformes (Hoffmann et al., 2013).

Los Mucorales presentan dos ciclos de vida: por un lado, un ciclo sexual
caracterizado por la formacién de zigosporas que se forman por la proximidad y
posterior union de dos micelios de diferente tipo sexual y, por otro lado, un ciclo
asexual donde se induce la formacion de esporangiosporas que pueden ser
uninucleadas o multinucleadas, siendo las mas comunes de este segundo tipo
(Figura 2) (Gooday et al., 1973). Se desconocen las ventajas que pueden
proporcionar las zigosporas respecto a las esporangiosporas debido a que solo
se ha conseguido su germinacion en el laboratorio en muy pocas especies
(Hoffmann et al., 2013).

M. lusitanicus es un hongo heterotalico, con los tipos sexuales “-“ y “+”

(Figura 2B). Los genes que determinan el sexo son sexM (-) y sexP (+) que estan

localizados en el locus sex y son excluyentes entre si. Las esporas producidas

({313

por el sexo “+“ son de menor tamafo que las del sexo “-%, y esta diferencia en el
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tamafo de las esporas ha sido relacionada con su capacidad de virulencia en el
hombre (Li et al., 2011).

Figura 2. Morfologia de M. lusitanicus. A) Fototropismo de M. lusitanicus bajo
condiciones de luz blanca (Silva et al., 2006) B) Estirpes de ambos sexos de M.
lusitanicus en un ensayo de interaccion sexual. Se muestra la formacion de zigosporas
en las regiones (regiones de color negro) donde ambos sexos entran en contacto. C)
Esporangios de M. lusitanicus al microscopio electrénico de barrido. D) Zigospora de M.
lusitanicus al microscopio electrénico de barrido. B), C) y D) son imagenes tomadas de
Lietal., 2011. Escala = 10 pm.

Otra de las caracteristicas a destacar de M. lusitanicus es que presenta
dimorfismo, ya que es capaz de crecer con una morfologia micelial o con una
morfologia levaduriforme. La transicion entre las morfologias micelio-levadura
esta condicionada por factores ambientales como la disponibilidad de oxigeno y
de fuentes de carbono fermentables, de modo que el hongo pasa a un estado

levaduriforme cuando se encuentra en condiciones de anaerobiosis y con
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hexosas fermentables disponibles. Un cambio de estas fuentes a otras, como
pentosas o disacaridos, provoca en el hongo una transicion a la forma de micelio
(Orlowski, 1992). Este dimorfismo también se ha relacionado en Mucorales con

su grado de virulencia, siendo mas virulenta la forma micelial (Lee et al., 2013).

M. lusitanicus, es uno de los agentes causantes de la mucormicosis, una
enfermedad rara con una alta letalidad y una incidencia creciente en la especie
humana (Alvarez et al., 2009). Esta enfermedad suele iniciarse a partir de las
vias respiratorias y afecta principalmente a personas inmunodeprimidas, pero
también puede afectar a personas inmunocompetentes a través de traumatismos
y heridas (Sugar, 1992; Neblet et al., 2012). La mucormicosis esta provocada por
la infeccion de un conjunto de hongos de los 6érdenes de los Mucorales y
Entomoptorales. El género Mucor es el segundo en cuanto al namero de
infecciones en la especie humana, solo superado por el género Rhizopus (Reid
et al., 2020). La enfermedad se manifiesta de distintas maneras, siendo las mas
habituales las mucormicosis rino-6rbito-cerebral (MROC o rhino-orbito-cerebral
mucormycosis), cutanea y pulmonar (Jeong et al., 2018) (Figura 3).
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Figura 3. Prevalencia de los distintos géneros de Mucorales en las distintas

manifestaciones de la mucormicosis. Figura adaptada de Jeong et al., 2018.
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Debido a la actual pandemia de COVID-19, se ha producido un aumento
de casos de MROC, siendo India uno de los paises mas afectados. La diabetes
es un factor de riesgo para ambas enfermedades, lo que sumado al entorno
favorable para el desarrollo de los Mucorales que genera la COVID-19
(condiciones de hipoxia, medio acido, altos niveles de hierro y descenso en la
actividad fagocitica), ha propiciado un aumento del desarrollo de estas dos
enfermedades de manera conjunta, ademas de que el uso de corticoides para el
tratamiento de la COVID-19 ha mostrado un aumento en los casos mucormicosis
(Singh et al., 2021).

I. 1. 2. M. lusitanicus como organismo de estudio

M. lusitanicus es un gran modelo de estudio, posee un genoma pequefio
y secuenciado, de unas 36 megabases y alrededor de unos 12.000 genes (M.
lusitanicus CBS277.49 v2.0;
https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html; M. lusitanicus MU402

v1.0; https://mycocosm.jgi.doe.gov/Muccirl 3/Muccirl 3.home.html), permite

un facil manejo en el laboratorio, presenta una alta velocidad de crecimiento y se
dispone de una gran cantidad de herramientas moleculares para su
manipulacion. La secuenciacion del genoma de M. lusitanicus se realiz6 gracias
a un proyecto liderado por nuestro grupo en 2007 y aprobado por el Joint
Genome Institute (JGI), dependiente del Departamento de Energia de Estados
Unidos, bajo el marco de la posibilidad del uso de este hongo para la produccion
de biocarburantes.

Entre las herramientas moleculares disponibles, destaca un sistema de
transformacion genética (van Heeswijk, 1984; van Heeswijk y Roncero, 1984;
Gutiérrez et al., 2011; Nicolas et al., 2018) basado en la complementacion de
auxotrofias que permite la introduccion de DNA exdgeno. Esta complementacion
se realiza con marcadores de auxotrofia formando parte tanto de vectores
autorreplicativos (plasmidos), que permiten no modificar el genoma (Roncero et
al., 1989; Anaya y Roncero, 1991; Benito et al., 1995; Nicolas et al., 2018), como
de un fragmento de DNA lineal para facilitar su integracién en el genoma por

recombinacién homodloga (Navarro et al., 2001). Con la integracién del DNA
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puede conseguirse la sobreexpresion de genes introducidos bajo el control de
un promotor fuerte (Rodriguez-Frometa et al., 2012), la interrupcién de genes
para la obtencion de mutantes nulos (Navarro et al., 2001) o la introduccién de
genes quimera para producir proteinas fusionadas a determinados dominios
proteicos (Navarro-Mendoza et al., 2019). El proceso de transformacion de M.
lusitanicus por electroporacion de protoplastos ha supuesto una mejora en la
técnica, permitiendo obtener mejores resultados que con el método tradicional
basado en la utilizacion de polietilenglicol e iones calcio (Gutiérrez et al., 2011).
En los dltimos afios la técnica basada en repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR o clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) se ha implementado en muchos
organismos, incluyendo a M. lusitanicus, donde esta técnica comienza a ser
utilizada con el objetivo de introducir fragmentos de DNA y de generar mutantes

nulos (Nagy et al., 2017).

Uno de los procesos mejor estudiados en M. lusitanicus es la
carotenogénesis (Figura 4), debido a la gran importancia que poseen los
carotenos para distintos sectores productivos (Kuzina y Cerda-Olmedo, 2007).
Nuestro grupo ha identificado y estudiado distintos genes participantes en su
sintesis. La biosintesis de carotenos en M. lusitanicus esta inducida por la luz,
asi, su micelio de color ligeramente amarillento en la oscuridad, debido a la
acumulacion de pequefias cantidades de [(-caroteno, torna amarillo intenso
debido al incremento de acumulacion de este caroteno en respuesta a la luz azul
(Navarro et al., 1995). El estudio de esta ruta de carotenogénesis llevé al
descubrimiento del mecanismo de silenciamiento génico en M. lusitanicus, ya
gue tras intentar sobreexpresar el gen crgA, que es un represor de la
carotenogénesis, se produjo el mismo fenotipo que con la delecion del gen, el
micelio adquirié un color amarillo intenso incluso en oscuridad (Navarro et al.,
2001). Posteriormente se confirmo, tras la introduccion de plasmidos
autorreplicativos que contenian el gen carB, un gen estructural de esta ruta, que
lo ocurrido estaba relacionado con la activacién del silenciamiento génico,
produciéndose pequefios RNA de interferencia (SiIRNA o short interfering RNAS)
a partir del gen carB, que daban lugar a su silenciamiento y a un micelio albino
(Nicolas et al., 2003).
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El descubrimiento del silenciamiento génico en M. lusitanicus permitid
sumar una nueva herramienta molecular a las ya disponibles para estudiar la
funcién génica, con la ventaja de que no requeria la interrupcion génica y la
generacion de mutantes nulos (Nicolas et al., 2008), pues basta con utilizar un
plasmido que lleve un fragmento del gen que se quiere silenciar. Nuestro grupo
ha diseccionado genéticamente el mecanismo de silenciamiento de M.
lusitanicus, identificando los genes implicados en este proceso y su funcion a
través de la generacion de mutantes nulos para cada uno de ellos, lo que ha
permitido un mayor conocimiento de su mecanismo de acciéon y su uso como

herramienta molecular.
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Figura 4. Ruta de la biosintesis de carotenos en M. lusitanicus. La biosintesis de
carotenos comienza con la enzima CarRP, que genera fitoeno a partir de dos moléculas
de geranilgeranilpirofosfato (GGPP) por su actividad sintasa de fitoeno. A continuacion,
se producen cuatro deshidrogenaciones sucesivas por la enzima CarB, transformando
el fitoeno en licopeno. Por dltimo, la enzima CarRP participa de nuevo en esta ruta, esta
vez promoviendo la sintesis de B-caroteno a partir de licopeno, gracias a su actividad
ciclasa. A la derecha se muestran los fenotipos asociados a los mutantes en los distintos

genes participantes en la ruta (Calo, 2010).
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l. 2. Silenciamiento génico
I. 2. 1. Generalidades

El silenciamiento génico provoca la inhibicion de la expresion génica de
manera especifica, mediante la destruccion del RNA mensajero (MRNA o
messenger RNA) del gen diana, la inhibicién de su traduccion o el bloqueo de su
transcripcion. De manera general es el RNA de doble cadena (dsRNA o double-
stranded RNA) el responsable de desencadenar este proceso de supresion de
la expresion génica, inicialmente descrito como un mecanismo de defensa contra
material genético exdgeno, pero que actualmente se ha visto que también esta
relacionado con la regulacion de la expresion génica. Mediante este proceso de
regulacion de genes enddgenos, el organismo puede regular procesos biolégicos

como el desarrollo, el metabolismo o la proliferacion celular, entre otros.

El silenciamiento génico fue descubierto en plantas en 1990, donde se
observd una supresion génica en trans cuando se pretendia la sobreexpresion
de una chalcona sintasa en petunia (Napoli et al., 1990). Posteriormente este
fendbmeno se ha descubierto también en animales, observandose en
Caenorhabditis elegans por primera vez, inhibiendo la expresion de dos genes
codificantes de proteinas del miofilamento mediante el uso de vectores que
expresaban fragmentos de estos genes en sentido contrario, produciendo RNA
antisentido (Fire et al., 1991). Fue dos afios después de su descubrimiento en
plantas, cuando este fendmeno se observé en hongos, concretamente en
Neurospora crassa (Romano y Macino, 1992). Afios después, se descubrio que
el silenciamiento génico estaba provocado por la union de estos RNA antisentido

y los RNA con sentido, formando moléculas de dsRNA (Fire et al., 1998).

En estos casos, donde el silenciamiento génico se desencadena por
dsRNA de origen exdégeno, se generan pequefios fragmentos de RNA de
interferencia (RNAi o RNAs interference), denominados siRNA (short interfering
RNA). Estos siRNA se producen a partir de moléculas de dsRNA mas grandes
de diversos origenes (Figura 5) por la accion de las proteinas Dicer. Estas
enzimas Dicer poseen actividad endorribonucleasa especifica para dsRNA
(Bernstein et al., 2001). Los siRNA se incorporan a un complejo de silenciamiento

inducido por RNA (RISC o RNA-induced silencing complex), cuyo componente
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principal es una proteina Argonauta (Ago), que usa una de las dos cadenas de
siRNA como RNA guia para desencadenar el silenciamiento génico (Ghildiyal y
Zamore, 2009). La participacion de polimerasas de RNA dependientes de RNA
(RARP 0 RNA-dependent RNA polymerase) permite desencadenar el
silenciamiento génico a partir de RNA de cadena sencilla (ssSRNA o single-
stranded RNA), ademas de amplificar la sefial de este, gracias a su capacidad
de generar moléculas de dsRNA a partir de ssRNA (Figura 5) (Cogoni y Macino,
1999; Dalmay et al., 2000).

RdRP dsRNA

Transcripcion endégena w ( Virus y transposones

Amplificacién de la

sefal del silenciamiento Dicer Corte del dsRNA
/—’ 0 Ll 4\
T 11
RdARP
ru i
o Complejo
RISC maduro Ago (

N . L
Se producen cortes en el A L
P o e el siRNA para reconocer

el RNA complementario RNA complementario

Figura 5. Mecanismo de silenciamiento génico. Se muestra el mecanismo general
de silenciamiento génico y sus distintos componentes, junto con las moléculas de RNA
y las distintas modificaciones que sufren. Se representa con color rojo el RNA con

sentido respecto a la transcripcion y en azul el RNA antisentido.
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En muchos organismos se han encontrado varios genes para cada una de
las proteinas del silenciamiento génico, observandose frecuentemente una
especializacion de su funcién, de tal forma que cada miembro de la familia se
encarga de la biogénesis de un tipo de pequefios RNA (sRNA o small RNAS),
como ocurre en Drosophila melanogaster con las proteinas Dicer, donde una
produce los micro RNA (miRNA o micro RNAS), que se explicaran a continuacion,
y la otra los siRNA (Y. S. Lee et al., 2004).

Aungue el silenciamiento génico tiene un papel fundamental en la defensa
del genoma, no es esta la Unica funcion que se atribuye a este mecanismo.
Existen tres clases mayoritarias de sSRNA enddégenos (esRNA o short
endogenous RNAS) relacionados con la regulacion génica. Por un lado, se
encuentran los miRNA, cuya funcién principal consiste en la regulacion de la
expresion génica, y su biogénesis se realiza a partir de material genético
endogeno. Otro de los grupos mayoritarios esta constituido por los siRNA,
tradicionalmente vinculados a la defensa del genoma. Por ultimo, cabe
mencionar los RNA asociados a proteinas Piwi (piRNA o Piwi-interacting RNAS),
también relacionados con la defensa, pero con diferencias respecto a los siRNA,

principalmente asociadas a su biogénesis.

Los miRNA son productos de RNA de alrededor de unos 22 nucleétidos,
identificados en una gran diversidad de organismos, que actian como moléculas
guia para desencadenar el silenciamiento de aquellos mRNA a los que son
complementarios. Estas pequefias moléculas son procesadas por Dicer a partir
de RNA en forma de horquilla (Y. Lee et al., 2004; Ambros et al., 2003a). Los
mMiRNA son transcritos en forma de pri-miRNA por la polimerasa Il de RNA,
llegando a tener longitudes de miles de bases. Estos pri-miRNA son procesados,
aprovechando las dobles cadenas producidas en su estructura secundaria, por
enzimas Dicer en plantas y Drosha en animales. Tras el corte por estas
ribonucleasas, se generan primero los pre-miRNA de doble cadena, para
posteriormente generarse los miRNA, también debido a la accion de las
proteinas Dicer. Estos pequefios fragmentos de RNA son unidos por una
proteina Ago del complejo RISC, que utiliza este RNA como guia para
desencadenar el mecanismo de silenciamiento (Y. S. Lee at al., 2004; Bartel,

2004; Ghildiyal y Zamore, 2009). Se ha demostrado que estas proteinas Ago
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participan en los procesos de expresion y maduracion de los miRNA, ademas de

portar la cadena de RNA guia en el complejo RISC (Diederichs y Haber, 2007).

Por otro lado, nos encontramos con los siRNA, que inicialmente se
consideraba que solo actuaban como mecanismo de defensa contra material
genético exdgeno, pero posteriormente se ha observado que no solamente
tienen esta funcién. Con el descubrimiento de los siRNA enddgenos (endo-
siRNA o endogenous siRNAs) se ha comprobado que los siRNA también estan
implicados en funciones reguladoras (Ghildiyal y Zamore, 2009). Aunque una de
las principales funciones de estos endo-siRNA es el silenciamiento de
transposones y regiones del genoma con repeticiones, también se han
observado otros escenarios donde estan implicados, como la regulacién génica
en respuesta a dafo en el DNA o a diferentes tipos de estreses (Czech et al.,
2008; Vazquez et al., 2010). Estos endo-siRNA, inicialmente descubiertos en
plantas y en C. Elegans, se han observado en un gran nimero de eucariotas
superiores (Hamilton et al., 2002; Zilberman et al., 2003; Ambros et al., 2003b).
Los endo-siRNA presentan un tamafio de 21 pares de nucle6tidos y se procesan
por las enzimas Dicer a partir de largas moléculas de dsRNA precursoras, que
pueden generarse a partir de distintos mecanismos (Figura 6). Después, las
pequefias moléculas se unen al complejo RISC, guiandolo hasta los RNA diana.
Ademas, en algunos organismos como plantas, hongos y gusanos, se produce
una amplificacién de esta sefial de silenciamiento, mediada por las proteinas
RdRP, produciendo siRNA secundarios (Ghildiyal y Zamore, 2009). En plantas
se han observado tres tipos distintos de endo-siRNA: los siRNA de actuacion en
cis (casiRNA o cis-acting siRNAs), vinculados con transposones y regiones
repetitivas (Xie et al., 2004); los siRNA de actuacion en trans (tasiRNA o trans-
acting siRNAs), que requieren la participacion de miRNA complementarios a los
pre-tasiRNA para reclutar a las RARP (Vazquez et al., 2004; Allen et al., 2005;
Ghildiyal y Zamore, 2009); y los siRNA derivados de transcritos antisentido
naturales (natsiRNA o natural antisense transcript-derived siRNAsS), que son
generados por el solapamiento de dos transcritos convergentes, que se

producen ante situaciones de estrés (Borsani et al., 2005).
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Figura 6. Fuentes enddgenas de RNA de doble cadena. Representacion de las

secuencias de DNA genomico que pueden generar dsRNA. Se representa en rojo el
RNA con sentido respecto a la transcripcién y en azul el RNA antisentido. Se representa
el sentido de la transcripcion con flechas junto a los bloques morados de DNA gendémico
(en una tonalidad mas clara se representan las secuencias repetidas). Cuando es
relevante, se ha representado la direccion de las secuencias de DNA con un extremo

en forma de flecha (Pérez-Arques, 2020; modificado de Ghildiyal y Zamore, 2009).

El tercer grupo mayoritario de esRNA son los piRNA, llamados asi por su
asociacion con las proteinas PIWI, pertenecientes a la superfamilia de proteinas
Ago. Estos esRNA se denominaron inicialmente pequefios RNA interferentes
asociados a repeticiones, ya que derivaban de elementos repetitivos y estan
vinculados a la defensa contra transposones en animales (Aravin et al., 2003;
Aravin et al., 2007). Los piRNA tienen un tamafio de entre 21 y 35 nucledtidos y
estan principalmente presentes en las células germinales, aunque también se ha
observado la presencia de proteinas PIWI en neoblastos de Schmidtea
mediterranea, células indiferenciadas que dan lugar a un nuevo organismo
(Ozata et al., 2019; Reddien et al., 2005). Este tipo de RNA, a diferencia de los
mencionados anteriormente, son independientes de las proteinas Dicer para su
biogénesis (Vagin et al., 2006; Houwing et al., 2007). Los piRNA se generan a
partir de determinados loci, llamados agrupaciones de piRNA, y no requieren de

dsRNA para su biogénesis (Ozata et al., 2019).
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l. 2. 2. El silenciamiento génico en hongos

Como se ha mencionado anteriormente, fue en 1992 cuando se descubrio
el silenciamiento génico en hongos, concretamente en N. crassa (Romano y
Macino, 1992). En este caso el fenbmeno descubierto se denominé “quelling” y
representa un silenciamiento génico post-transcripcional, que se describié como

un proceso reversible.

Este no ha sido el anico fendmeno de silenciamiento génico encontrado
en N. crassa, que ha pasado a ser uno de los hongos mejor estudiados en cuanto
a silenciamiento génico se refiere. Existen otros mecanismos de silenciamiento
génico como el mediado por RNA similar a miRNA (milRNA o miRNA-like), que
guardan una gran similitud con los miRNA (Lee et al., 2010; Ambros, 2004); las
mutaciones puntuales inducidas por repeticiéon (RIP o repeat-induced point
mutation) y el silenciamiento mei6tico inducido por DNA desapareado (MSUD o
meiotic silencing of unpaired DNA), vinculados con la defensa (Galagan et al.,
2003, Shiu et al., 2001); el mediado por giRNA, inducidos por dafio en el DNA 'y
llamados asi por su relacion con la proteina argonauta QDE-2 (Lee et al., 2009);
o el mediado por siRNA independientes de Dicer (disiRNA o Dicer independent
siRNAS), relacionados con la metilacion de promotores de genes para regular su
expresion y cuyo mecanismo no requiere la implicacion de las proteinas clasicas

del silenciamiento (Lee et al., 2010).

Dentro del silenciamiento génico en el mundo de los hongos existe una
gran diversidad de mecanismos y rutas que regulan una gran variedad de
funciones. Como se ha mencionado anteriormente, una de las funciones que
tradicionalmente se ha vinculado al silenciamiento génico es la defensa contra
material genético exdgeno. Sin ir mas lejos, en N. crassa se ha comprobado que
la presencia de dsRNA induce la expresion de genes de proteinas clave en el
silenciamiento, en concreto de las proteinas Dicer y Argonauta, y también de
genes que actlan en la respuesta antiviral, poniendo de manifiesto el papel
fundamental del silenciamiento en la defensa del organismo (Choudhary et al.,
2007). En oposicion a esta maquinaria de defensa, también se han observado

mecanismos de respuesta en los virus, donde estos virus codifican proteinas
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capaces de suprimir el silenciamiento génico del hospedador, como ocurre en la

infeccion del hipovirus CHV1 en Cryphonectria parasitica (Segers et al., 2006).

El silenciamiento también tiene un papel importante en la estabilidad
gendmica controlando la expresion de los transposones, siendo este un
mecanismo de defensa de gran importancia. Al igual que en otros organismos,
en algunos hongos como M. lusitanicus se ha observado como el silenciamiento
génico actia controlando estos elementos transponibles (Nicolas et al., 2010).
Ademas, en otros hongos como Cryptococcus neoformans, esta defensa frente
a transposones se pone de manifiesto durante la reproduccién sexual con el

objetivo de proteger la integridad de la descendencia (Wang et al., 2010).

Existe una fuerte relacion entre la patogenicidad de algunos hongos vy el
silenciamiento génico. Sin ir mas lejos, en M. lusitanicus se ha observado
recientemente que la ruta de RNAi no candnica (NCRIP o non-canonical RNAI
pathway), tiene un papel fundamental en la virulencia del hongo, ya que mutantes
para dos genes fundamentales en esta ruta (r3b2 y rdrp1) sufren una pérdida de
su capacidad patogénica en ensayos de virulencia con raton (Pérez-Arques et
al., 2020). En otros organismos se ha observado la existencia de otros tipos de
RNA, diferentes a los RNA de interferencia, relacionados con la virulencia, como
los RNA largos no codificantes (IncCRNA o long non-coding RNAS), que son RNA
de mas de 200 nucledtidos transcritos principalmente por la polimerasa Il de
RNA. Estos RNA provienen de regiones intergénicas e intragénicas, y actian
generalmente regulando negativamente a sus genes diana (Till et al., 2018;
Huang et al., 2010). Aunque estan implicados en otros procesos celulares muy
diversos tales como la meiosis, el metabolismo o la replicacion de los telomeros
(Till et al., 2018), también se ha observado una relacién de estos IncRNA con la
capacidad virulenta de hongos como Ustilago maydis (Donaldson y Saville,
2013) o C. neoformans (Chacko et al., 2015), entre otros.
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l. 2. 3. Silenciamiento génico en M. lusitanicus

I. 2. 3. 1. Componentes y mecanismos de silenciamiento génico de M.

lusitanicus

M. lusitanicus posee dos rutas béasicas de silenciamiento génico, uno
canonico y otro no candnico o NCRIP, con elementos especificos de cada una
de ellas y elementos comunes (Figuras 7 y 8), que se han vinculado con
funciones tan diversas como la defensa contra material genético exégeno, el
desarrollo o la virulencia. Es importante mencionar que este es el primer hongo
basal donde se ha caracterizado, molecular y funcionalmente, el silenciamiento
génico, aunque la presencia de las proteinas clave del mecanismo en otros
hongos basales sugiere que este mecanismo puede ser funcional también en
ellos (Garre et al., 2014). En M. lusitanicus se han encontrado varias copias de
los genes elementales del silenciamiento génico por RNAI (Figura 7) y cada una
de las rutas requiere de la participaciéon de combinaciones especificas de las

mismas, como se describe a continuacion.

La caracterizacion de las proteinas que participan en el silenciamiento
génico de M. lusitanicus permitid descubrir que este hongo posee dos RNasas
Il similares a Dicer (Dcl o Dicer-like), llamadas Dcll y Dcl2. Los primeros
estudios de estas proteinas indicaban que Dcll no era esencial para el
silenciamiento, aunque parecia tener un papel importante en la regulaciéon de
distintos procesos celulares en M. lusitanicus. En cambio, Dcl2 si parecia
esencial para la biogénesis de RNAI, puesto de manifiesto por la reduccion
dréastica de la frecuencia de silenciamiento en los mutantes de este gen, aunque
esa reduccion no fue completa, lo que sugeria la implicacion de Dcll (Nicolas et
al., 2007; de Haro et al., 2009). Posteriormente se observo que Dcll si es
esencial para la biogénesis de determinados RNAI, como algunos grupos de
siRNA derivados de exones (ex-siRNA o exonic-siRNAS), y que participa en la
generacion de epimutantes del mecanismo canonico de M. lusitanicus (Nicolas
et al., 2010; Calo et al., 2017).
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Dcl1 — DEXDc [H HELlc Cleet —CPAz ){RNasalllaH{RNasalllb HDSRM} 1529 aa

Dcl2 — DEXDc H HELIc lger —(Paz {RNasallla RNasalllo — 1608 aa

Ago1 MD H__ PWI | 844aa
Ago?2 MD H__ PWI__ | 841aa
Ago3 MD_H___ PWi___} 834aa

Rdrp1 | Rd. ¢x .RP  +—— 1266aa
Rdrp2 RRM { RdRP ——— 1255aa
Rdrp3 } RdRP —— 1147 aa

Qip1 334 aa

RnhA o R

R3B2 —{ RNasalll | dsRBD —— dsRBD | 495aa

Figura 7. Estructura de las proteinas participantes en las rutas de silenciamiento
génico de M. lusitanicus. Las figuras geométricas representan los distintos dominios
de las proteinas implicadas en el silenciamiento (Pérez-Arques, 2020; adaptada de Ruiz-
Vazquez et al.,, 2015). DEXDc: dominio helicasa similar a DEAD. HELIlc: dominio
helicasa C. Dicer-DSRBF: dominio de plegamiento similar a dominios de unién a dsRNA
tipicos de proteinas Dicer. PAZ: dominio PIWI-Argonauta-Zwille. RNasalll: dominios
ribonucleasa Ill. DSRM: motivo de union a dsRNA. MID: dominio central. PIWI: dominio
PIWI carboxilo terminal con actividad ribonucleasa H. RARP: dominio polimerasa de
RNA dependiente de RNA. RRM: motivo de reconocimiento de RNA. RNasaH: dominio
con actividad ribonucleasa tipo H. UvrD: dominio helicasa UvrD/REP. NF-X1: dominio
de dedo de zinc tipo NF-X1. dsRBD: dominio de unién a dsRNA.

Se han identificado tres proteinas Ago distintas, siendo Agol la que esta
implicada en el silenciamiento génico (Cervantes et al., 2013). Las proteinas Ago

gue se han encontrado en otros mucorales muestran mayor similitud con esta

18



[. Introduccion

misma proteina, Agol, no encontrandose ortélogos para las proteinas Ago2 y

Ago3, por lo que estas provendrian de un ancestro distinto (Garre et al., 2014).

También son tres las proteinas RARP que se han identificado en M.
lusitanicus, teniendo todas papeles importantes en ambas rutas de
silenciamiento (Calo et al., 2012; Calo et al., 2017; Nicolas et al., 2010; Trieu et
al., 2015). Estas RdRP son las protagonistas junto con la ribonucleasa R3B2 de
una ruta no canonica de RNAI independiente de Dicer, (Calo et al., 2017). R3B2
es una RNasa lll, cuya arquitectura de dominios solo se habia observado en

Arabidopsis thaliana dentro del reino eucariota (Trieu et al., 2015).

Por dltimo, cabe mencionar la participacién de dos proteinas en el sistema
de silenciamiento de las que se desconoce su funcién con exactitud: Qipl y
RnhA. Qipl (quelling induced protein o QDE2-interating protein) es una
exonucleasa ortéloga de la proteina QIP de N. crassa (Calo et al., 2017), que
participa en el mecanismo de silenciamiento génico convirtiendo los siRNA de
doble cadena en moléculas de cadena sencilla (Maiti et al., 2007; Xiao et al.,
2010). Por su parte, RnhA es una helicasa similar a SAD-3 (Calo et al., 2017),
una helicasa que, al igual que QIP, también participa en el silenciamiento génico
en otros hongos, como es el caso del mecanismo MSUD de N. crassa (Alexander
et al., 2008).

Como ya se ha mencionado, estas proteinas se combinan para generar
las distintas rutas de silenciamiento génico de M. lusitanicus (Figura 8), que se
agrupan en dos tipos basicos, candnica y no candnica o NCRIP. La ruta canénica
es la ruta clasica de silenciamiento y, por lo tanto, la mejor estudiada. Esta via
puede actuar contra acidos nucleicos exdgenos que procedan de transposones,
plasmidos o virus, ejerciendo una funcion de defensa para el organismo (Nicolas
et al., 2003; Ruiz-Vazquez et al., 2015). La ruta candnica comienza con la
participacion de RdARP1 generando dsRNA a partir de moléculas de ssRNA de
origen exogeno (Calo et al.,, 2012). Una vez se han generado estas largas
moléculas de dsRNA, es la enzima Dcl2, con una participacion secundaria de
Dcl1, la que se encarga de procesarlas para producir pequefios fragmentos de
SiRNA de 21 o 25 pb (de Haro et al., 2009). Estos siRNA son captados por la
proteina Agol del complejo RISC (Cervantes et al., 2013). La exonucleasa Qip
podria estar involucrada en la maduracion de los siRNA, ademas de en la
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activacion del complejo RISC junto a la proteina Agol (Calo et al., 2017). Esta
ruta se ve favorecida por un paso de amplificacion protagonizado por RARP2,
esencial para el silenciamiento de material genético exdgeno, generando siRNA
secundarios (Calo et al., 2012). La RNasa R3B2 participa también en esta ruta,
aunque su papel aun se desconoce (Calo et al., 2017). Su participacion en este
mecanismo se confirmo al comprobar que el mutante en r3b2 tenia una menor

capacidad para silenciar material genético exégeno (Trieu et al., 2015).

Esta ruta candnica de silenciamiento también se ha relacionado con la
regulacion de genes enddgenos a traves de los ex-siRNA. Estos ex-siRNA deben
su nombre a la localizacién de la secuencia de DNA de la que proceden, ya que
derivan de exones, y regulan la expresion de los genes que llevan esos exones
y también de otros genes con secuencias complementarias, produciéndose una
regulacion en trans (Nicolas et al., 2010; Nicolas et al., 2015). Los cerca de 700
genes regulados por este mecanismo, de manera directa e indirecta, estan
relacionados con funciones muy diversas, como el metabolismo, la defensa del
organismo o mecanismos de transduccién de sefiales (Nicolas et al., 2015). Los
324 ex-siRNA identificados fueron clasificados en 4 clases, que difieren en las
proteinas que actian en su biogénesis. En la produccién de los ex-siRNA
procedentes de los 9 exones clasificados en la clase 1 intervienen Dcl2 y RARP2.
La clase 2 abarca el mayor nimero de exones implicados, con un total de 222,
diferenciandose de la clase 1 en que en este caso actia RdRP1 en lugar de
RdRP2. En la biogénesis de los 88 ex-siRNA de la clase 3 participan Dcll1, Dcl2
y RdRP-1 o RdRP-2. Por ultimo, la clase 4 esta formada por 5 ex-siRNA y su
produccion depende de Dcll y RdRP1 o RdRP2 (Nicolas et al.,, 2010).
Posteriormente se determind la participacion de Agol en la biogénesis y/o
estabilidad de las 4 clases de ex-siRNA y de R3B2 en la produccion de algunos
ex-siRNA de la clase 1y en la mayoria de los ex-siRNA del resto de las clases.
En el caso de Agol, la union a ex-siRNA solo se produce en las dos primeras
clases, no con los ex-siRNA de las clases 3 y 4, pero siendo esencial esta

proteina para la produccién de estos (Cervantes et al., 2013; Trieu et al., 2015).
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Ademads, este mecanismo de silenciamiento es el responsable de la
generacion de epimutantes para adaptacion ante situaciones de estrés. Se ha
visto que M. lusitanicus es capaz de generar resistencia al antifungico FK506,
gue se une a la peptidilpropil isomerasa FKBP12 formando un complejo que
inhibe la calcineurina, de dos formas distintas, una de ellas provocada por
mutaciones en los genes fkbA (que codifica FKBP12), cnaA o cnbR (que
codifican las subunidades de la calcienurina) que presentan una resistencia
estable, y una segunda que involucraba la ruta candnica de silenciamiento
génico produciendo siRNA a partir del mMRNA de fkbA. En este segundo caso se
trata de un proceso reversible puesto en marcha por la presion selectiva del
antifangico y que evidencia la existencia de un mecanismo que le confiere una
gran plasticidad fenotipica al hongo (Calo et al., 2014). Las proteinas del
mecanismo de silenciamiento implicadas en la generacion de epimutantes son
Dcl1, Dcl2, Agol, Qip, RnhA y RdRP1, de la cual se desconoce su papel en la
ruta. R3B2 participa en el mecanismo de generacion de epimutantes
inhibiéndolo, ya que los mutantes en este gen presentan una mayor tasa de
generacion de epimutantes (Calo et al., 2017). Con el uso de otros antifingicos,
como el acido 5-fluororético, se ha comprobado que este mecanismo permite la
generacion de epimutantes ante otros estreses (Chang et al., 2019). El estudio
del impacto de estos epimutantes en ratones muestra que la resistencia a
antifingicos se mantiene durante la infeccion, indicando la importancia que
puede tener este mecanismo para el desarrollo de la mucormicosis (Chang y
Heitman, 2019).

El segundo mecanismo basico de silenciamiento génico de M. lusitanicus
es el no canoénico o NCRIP, que es dependiente de las tres proteinas RdARP e
independiente de Dicer y Ago. Tras secuenciar los sSRNA de la estirpe silvestre y
las estirpes mutantes para dicer y rdrp-, se identificé un grupo de esRNA que
eran producidos por un mecanismo dependiente de rdrp e independiente de
dicer. Ademas, estos sSRNA no mostraban el patron de tamafio clasico de los
SRNA dependientes de dicer, sino que es mostraban una distribucién de tamafio
aleatoria. En la busqueda de proteinas candidatas a participar en esta ruta se
identifico a R3B2, una ribonucleasa que muestra preferencia por la posicion que

se encuentra dos bases aguas abajo de un uracilo para realizar el corte del RNA

22



[. Introduccion

y que resultd ser esencial para la produccion de los sSRNA dependientes de rdrp
e independientes de dicer (Trieu et al., 2015). Con el estudio de los integrantes
de esta ruta se observo que RARP1 y RARP2 participan en ella, y posteriormente
se incluyé también a RARP3 (Trieu et al.,, 2015; Calo et al., 2017). Con la
identificacion de RARP3 en esta ruta, también se identificd la participacion de
RnhA, aunque se desconoce el papel que desempefia en el mecanismo. Las tres
proteinas RARP actuarian en la generacion de las cadenas complementarias al
MRNA, con el objetivo de generar una cadena diana para R3B2, cuya
degradacion producird los RNA degradados dependientes de RARP (rdRNA o
RdRP-dependent degraded RNASs) (Calo et al., 2017). Los rdRNA generados por
esta ruta suelen presentar un uracilo en la penultima posicién, ademas de no
mostrar una longitud especifica, como se ha mencionado anteriormente (Trieu et
al., 2015). Esta ruta no canodnica se ha relacionado con la estabilidad genémica

y la virulencia (Pérez-Arques et al., 2020).

Existe una interaccion entre los dos mecanismos de silenciamiento, el
canonico y el no canénico. Como ejemplo de esta interconexién entre rutas, se
ha observado que NCRIP reprime las funciones de la ruta candnica relacionadas
con la generacién de epimutantes y el silenciamiento de los retrotransposones

pericentromeéricos (Calo et al., 2017; Pérez-Arques et al., 2020).

I. 2. 3. 2. R3B2, una nueva ribonucleasa en el silenciamiento génico de M.

lusitanicus

El descubrimiento de R3B2 dio respuesta a la incégnita existente sobre la
RNasa que debia formar parte de la ruta NCRIP. El hecho de que esta proteina
sea tan diferente al resto de RNasas tipo Ill conocidas generd interés por
profundizar en su estudio. La importancia de R3B2 va mas alla de la ruta NCRIP
ya que también tiene un papel, desconocido hasta el momento, en la ruta

canonica del silenciamiento (Trieu et al., 2015; Calo et al., 2017).

Al igual que en el resto de RNasas que poseen un solo dominio
ribonucleasa de tipo Il (RIIID o RNase Il nuclease domain), R3B2 forma
homodimeros para poder cortar el RNA (Canovas-Marquez et al., 2021). Esta

presencia de un solo dominio RIIID es comun en las RNasas pertenecientes a la
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clase | de procariotas y hongos. Ademas, este grupo de RNasas solo presenta
un dominio de unién a RNA, mientras que R3B2 se diferencia de ellas porque

posee dos de estos dominios (Torres-Martinez y Ruiz-Vazquez, 2016).

A nivel de secuencia, la comparacion de R3B2 con otras ribonucleasas de
su misma familia, como la ribonucleasa AaRlll (RNasa Ill de Aquifex aeolicus),
pone de manifiesto ciertas diferencias en los dominios de union a dsRNA del
dominio catalitico (RBM o dsRNA-binding motifs), conocidos como RBM3 y
RBMA4. Estos dominios, que contribuyen a la union de la proteina al RNA, difieren
en algunos aspectos de los del resto de ribonucleasas (Figura 9). Mientras que
en el RBM3 de R3B2 se ha producido un cambio de un glutamato conservado
por una asparagina, en el RBM4 los cambios se han producido en la zona de
unioén entre las hélices a5 y a6, donde en R3B2 hay 3 aminoacidos mientras que
en el resto de ribonucleasas analizadas hay entre 11 y 21. Se ha comprobado
gue este enlace tan corto en RBM4 es comun en los homadlogos de R3B2 del
resto de Mucorales, conservandose solo dos de los aminoacidos que se
encontraban en R3B2: L102 y V106 (Figura 9B) (Canovas-Marquez et al., 2021).

A pesar de que R3B2 es capaz de unirse tanto a sSSRNA, como a dsRNA,
se ha comprobado que solo es capaz de cortar sSRNA, en una posicion
especifica que es el segundo nucleétido después de un uracilo, produciendo
fragmentos de diversos tamafios detectados en los loci regulados por NCRIP de
modo que esta ruta produce la degradacion de los mRNA de los genes diana

sobre los que actua (Trieu et al., 2015; Canovas-Marquez et al., 2021).
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AaRlll MIR3B2
RBM3
- o5 ) Q o6 )F-——
MIR3B2 (76-80) NGCLS THL KE MY e e e e e RP
AaRIII (64-68) EGFLS LELHKFIRI---KRG------ KI--NE
ScRNT1 (69-73) EGQLS YNFHEKLKTNFDLKDENSN--FQNGKL
ECRNC (65-69) EGDMS FELGECLRL-GPG--ELKSGGFR--RE
B oS b
itani QQQ0QQQQ00QQ T, T RQQ000QQ000Q00Q...Q00Q0000Q
80729_M.lusitanicus 90 100 RBM¢ 120
80729_M.lusitanicus Y. TVPLQLYKLI|GKQIHKE. .Y LIpMIVG. . .[TL[FRCY.
617366_H.pulchrum F.RALARMN[SILLITKEIGLKH. .SVP.HILPLNI[LQT|ISG|...VLHTFV.
590566_Fennellomyces sp. L .IRNQS[LAKAIGIKYHLNE..CHIGEMSIETISERLVG...IIQDMS.
381056_P.anomala F.NAFSRMN[S|FIWKEMDFFKR. .KVD...LPHDII|QT|IAG|...VLFTFI.
185053_C.brefeldii F .RAPLQIL[YK|QI|GKQLHLTE. . YVR.PINLKEKMNMVFG|. . .|[ILYHYY.
851947_M.afrficana QQGNLSQP[YK[LVRKQLN|I|SS . . LILKAHFDLVETMNALMG|. . .[VLYIHY.
284889_B.circina F.RNIQS|FAIPLFLKTKLEK. .YVR.TGEIKSAF[LS|ITG|. . .[ILYRFL.
565247_G.persicaria S .HDISK[LYKIVISQQYQLKE. .HVM.APYLHNT|IDHIIG|...ILYRFY,
394906_M.cordense F.SSLFMLHRA|IDEEIHLVT.KYVY.ASQLSDI|LNS|IMG|. . .[VLVCFY.
412583_M.cordense F.DSLAT|LHQAIGDKIH[LISN. .CVKTRSQEPEV|INS[IIG|...VLTRFY.
410562_M.cordense FHGSLHR|L[YKALSEEIHLKD. .YVH.GSQLTDA|INRIIG...VLVCFY.
160351_M.lusitanicus Y.TVPLQLYKP|II[GEHIDLKQ. .Y IR.PINHKET[LEIMCG|. . .ILARYC.
549225_S.umbellata C .MDVGMLAKNVIFDRGQLKR. . .V IGVAAHTRLLDL|YAG|. . .[VLVESF .
607789_R.spectabilis M.MKRHV|LIKRMCKKLEMSQ. . YILGDNPRRTEVETMLAILGIT|QAYF .
19874_R.microsporus C.QDPGR|I|SK|S|I[FGQMQF|KR. . .[SLGIPTHSNL[FDA[YIG...VLYHFF,
182457_D.elegans L.NVDDV[L|IKAIGENCRIL|QA. . Y[SSDKTPFTRIVERLIG. . .[II[TQSAI
582603_C.cucurbitarum F.TDPNK|L[YKHLAQDYHIKN. .YVM.PPYLSNTLDHMIG|. . .[IF[YRFY.
365312_M.cordense F.SSLIR|LHK[V|IINEEIHLRD. .YVY.SSQLSDTLNS|IIG|...VLMCFY.
520618_S.racemosum LDRGLLK[FMT|S[TILNVPS|V|GD . . .|.|. . PNQAETI[L|SAICIG|. . .[VTHALH.
506973_C.recurvatus F.SNLLQVHKHFGQEIY|LFA..Y/I|S.KQNYSNI|INN[IIG...VLYTYF.
371263_M.cordense F.TSLTR|LHK[VIINQEIHLKD. .FVIL.GPYLSKTLNS|IIG|...VLFSYY
70936_P.blakeseeanus I.FSNDKLYEMIEIFFEFDK. .YR. .SMLLLAYFMN[IMS|...|..|.....
361444_M.heterogamus F.RALSQMNK|[IVILKDIQLKQ. .HVDSKLLSPQIVIQT|ISG|...[VLYSYF.
412585_M.cordense F.ISLSR|LHKAIDNEIHLVKEYYVY.ASQLSDILNS|IMG|...[ILCSFY.
833902_P.umbonatus V.YQRER|LAKEAYKAFK[LRQ. .HIK.SLGKVEIFES|IVG. . .LLFHHF.
1878_R.delemar C.QDAGRISK|IIFDQIQLKK. . .ALGVPAHTKL[LDMYLG|. . .[VLVENF .
227361 _C.brefeldii F.RVPLQELYKRI/GKQLH[LKE . .YAR.PAYLKEKMDLILG|...VLYHFY,
418957_P.parasitica F.RAPLQIL|YKIQI|GKQIQVINQ. .YVR.PTYLKER[IEMILG...VLYHFY.
648802_B.poitrasii F.TNLSQ[LHKN|I|GKQTF|L[SD. . YVA.KQNFSIV|INNMLG|...VLYSYF.
489587_B.trispora L.TDPSQUYKHIVQEYNLKK. . YVL.PLYSTNI|IDHMIG. . .[IF[YRLY.
568790_C.umbellata M.TRNHF|FARALAYIHN[IHK. .LNNDSLLPETVAERIIAG. . .VV|QELA.
394558_P.anomala F.NSFKRMN[S|LIIWKEMN|LE. . .L|IK.PVLPHDI|I|QT|IAG|. . .[VLLSFV.
454068_E.anomalus F.TVPLQEL|YKL/IGKQIH[LKE. .YVR.PVYLKETLDMIFG|. .. ILFRFH,
432215_T.elegans F.RSLORMN|S|ILILITKNIDLK. ..Y¥NVPQTLPLNI|IQS[IAG|...[VLHTFV.
6068_L.corymbifera LFANHGA[L[FHV|I[AQRYH[L|SG. . .|.TEDISLKRIVDRLLG. . .[VIAHSQI
185429_P.blakesleeanus I.FTNSKEQNLIIGNKFKLDE. .FCDDTDQRQSVPDIVNGFVGVLYLHH.

Figura 9. Diferencias y similitudes de la secuencia de la proteina R3B2 con otras
ribonucleasas. A) Representacion de los dominios RBM3 y RBM4 del dominio catalitico

y comparacion de la secuencia de aminoacidos de diferentes ribonucleasas con R3B2.
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B) Alineamiento del dominio RBM4 de R3B2 de M. lusitanicus y otras ribonucleasas de
Mucorales (Canovas-Méarquez et al., 2021). MI, M. lusitanicus; Aa, A. aeolicus; Sc,
Saccharomyces cerevisiae; Ec, Escherichia coli. Especies mostradas en el
alineamiento: Helicostylum pulchrum, Fennellomyces sp., Pilaria anomala,
Chaetocladium brefeldii, Mycotypha africana, Backusella circina, Gilbertella persicaria,
Mucor cordense, Sporodiniella umbellata, Radiomyces spectabilis, Rhizopus
microsporus, Dichotomocladium elegans, Choanephora cucurbitarum, Syncephalastrum
racemosum, Cokeromyces recurvatus, Phycomyces blakesleeanus, Mucor
heterogamus, Pilobolus umbonatus, Rhizopus delemar, Parasitella parasitica,
Benjaminella poitrasii, Blakeslea trispora, Circinella umbellata, Ellisomyces anomalus,

Thamnidium elegans y Lichthemia corymbifera.

l. 3. Las proteinas de choque térmico
I. 3. 1. Caracteristicas generales y su relacion con el silenciamiento génico

En 1962, en un estudio realizado con células de las glandulas salivares de
Drosophila busckii, se encontraron los primeros indicios de la presencia de las
proteinas de choque térmico (Hsp o heat-shock proteins). Cuando las células se
incubaban a 25 °C, se les sometia a un choque térmico de 30 °C durante 30
minutos y se volvian a incubar a 25 °C, se producia un incremento de regiones
ensanchadas (puffs) en su genoma (Ritossa, 1962). Estas regiones
ensanchadas se corresponden con genes cuya expresion se ha inducido por el
choque térmico y estan produciendo ciertas cantidades de mRNA de genes
necesarios para la supervivencia a esa mayor temperatura, las proteinas

producidas en estas condiciones se denominaron Hsp (Tissieres et al., 1974).

La mayoria de estas Hsp son chaperonas que se expresan de manera
constitutiva, no solo ante temperaturas elevadas y otros estreses, aunque estos
estimulos si pueden producir un aumento en sus niveles de expresion (Whitesell
y Lindquist, 2005). Las Hsp se clasifican en distintos grupos en funcién de su
peso molecular, entre las que destacan: las Hsp90, vinculadas con el
plegamiento y maduracion de proteinas (el uso de inhibidores de estas proteinas
esta dando buenos resultados en estudios contra el cancer); las Hsp70, junto

con las cochaperonas Hsp40, implicadas en una gran cantidad de funciones
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relacionadas con el mantenimiento y correcto funcionamiento de la proteinas,
como son el plegamiento, su desagregacion o la eliminacion de proteinas
aberrantes; y las Hsp60, chaperonas que forman complejos estructurados donde
se produce el plegamiento de proteinas y se evita su agregacion (Whitesell y
Lindquist, 2005; Rosenzweig et al., 2019). Las chaperonas pueden interaccionar
con otras chaperonas para llevar a cabo sus funciones de asistencia a otras
proteinas, y las alteraciones en su funcionamiento pueden desembocar en
enfermedades, como cancer, miopatias o enfermedades neurodegenerativas

(Macario y Conway de Macario, 2007; Fernandez-Fernandez et al., 2017).

Las proteinas Hsp70, como se ha mencionado anteriormente, realizan el
mantenimiento de las proteinas de una célula, tanto en situaciones normales
como en condiciones de estrés. Ademas, estas proteinas se han relacionado con
procesos como la proteccion frente a la apoptosis o la division celular, donde la
expresion de estas proteinas aumenta (Milarski y Morimoto, 1986; Mosser et al.,
1997). La hidrdlisis de ATP llevada a cabo por las Hsp70 es esencial para el
correcto mantenimiento de la proteostasis en la célula, al igual que las
interacciones con otras chaperonas y cochaperonas (Gething y Sambrook, 1992;
Fernandez-Fernandez et al., 2017). Ademas, las Hsp70 son proteinas que
interactian con una gran variedad de proteinas en la célula, lo que dificulta los
estudios de interaccion y, ademas, estas interacciones se pueden ver alteradas
ante determinados estreses, como el producido por un choque térmico (Calloni
et al., 2012; Shalgi et al., 2013). Por otro lado, las cochaperonas, mencionadas
anteriormente, interaccionan con proteinas que presentan determinados
dominios para posteriormente atraer a las chaperonas (Taipale et al., 2014;
Zabinsky et al., 2018). Una de las principales funciones de las Hsp70 es su
participacion en el plegamiento de nuevas proteinas, actuando junto a otras Hsp,
para lo que interaccionan con la cadena naciente de aminoacidos de estas
nuevas proteinas a través de regiones con residuos hidrofébicos (Hartl et al.,
2011). En hongos se han observado distintos procesos donde las proteinas
Hsp70 estan implicadas, entre los que se encuentran la formacion y propagacion
de priones en levaduras, la respuesta a diversos estreses como altas
temperaturas o a antifungicos y la patogenicidad de hongos patogénicos en
plantas y humanos (Tiwari y Shankar, 2018).
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Los miembros de la familia de las Hsp70 poseen al menos dos de las
cuatro regiones caracteristicas que presentan las DnaK (chaperona) de bacterias
y que son: un dominio de unién a nucleétido (NBD o nucleotide binding domain)
de 45 kDa en el extremo amino-terminal; un dominio de unién a sustrato (SBD o
substrate binding domain) de 15 kDa, llamado SBD; un segundo dominio SBDa
helicoidal de 10 kDa; y por ultimo, un extremo carboxilo-terminal desestructurado

de longitud variable (Rosenzweig et al., 2019).

Las Hsp se ha vinculado en numerosas ocasiones con el silenciamiento
génico, en concreto con el complejo RISC y la proteina Agol, tanto en animales
como en plantas (Figura 10) (Smith et al., 2009; Johnston et al., 2010; Iwasaki et
al., 2010; Iki et al., 2010). En el caso de plantas se ha propuesto un modelo
donde Hsp90 se uniria a Agol y a ATP, permitiéndole unir dsRNA vy, tras la
hidrolisis de ATP, se liberan la Hsp90 y la cadena accesoria del RNA, dejando a
Agol unida a la cadena guia, dando lugar al complejo RISC maduro (Iki et al.,
2010). El modelo de animales seria ligeramente distinto, siendo necesarias las
Hsp90 y Hsc70 (también conocida como HspA8, miembro de la familia de las
Hsp70) para la union del RNA al complejo RISC, requiriendo para ello la hidrolisis
de ATP. En este caso, la actividad de las Hsp se necesita para el ensamblaje del
complejo RISC, pero no para la separacion de las cadenas y el posterior corte
gue se produce en los MRNA (lwasaki et al., 2010). En estudios realizados con
la proteina Ago de D. melonagaster, se ha comprobado que la cavidad de esta
proteina donde se une el RNA es demasiado pequefia, y requeriria un cambio
conformacional para la unién de este, que se produciria por la union y la posterior
hidrolisis de ATP por las Hsp (Miyoshi et al., 2010). El sistema mediado por las
Hsp70 es suficiente para provocar la apertura parcial de la proteina Ago,
mientras que el sistema de las Hsp90 no puede llevar esta accién por si solo,
aunque si es necesario para prolongar el estado activo de la proteina Ago
(Tsuboyama et al., 2018). Asimismo, también se ha podido vincular a
cochaperonas con el silenciamiento génico. Por un lado, la generacion de
mutantes en genes que codifican proteinas homélogas a la cochaperona Hsp40
en A. thaliana, afecta a la funcion de Agol. De la misma manera, cochaperonas
de las Hsp90, como p23, FKBP4 (ambas interaccionando y formando complejos
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con Ago2) o Cdc37 (de manera indirecta), también son esenciales en la ruta de
RNAIi en humanos (Sjoégren et al., 2018; Pare et al., 2013).

A ATP
A Complejo RISC

\ maduro
fas Hsp90 s Hsp90 Ago - Ago
C [T __—ﬁi o T
ADP

Hsp90

B ATP
ATP
Complejo RISC

Hsc70 \ Hsc70 maduro
Ago Hsp90 Ago Hsp90 Ago —> Ago
/ i LTI e
ADP

s

Hsc70
Hsp90

Figura 10. Ensamblaje del complejo RISC con la cooperacion de las proteinas
Hsp90 y Hsc70. A) Modelo de ensamblaje en plantas, donde se requiere a la proteina
Hsp90 para el ensamblaje del complejo. B) Modelo de ensamblaje en animales, donde
se requiere a las proteinas Hsp90 y Hsc70 para el ensamblaje del complejo. Figura

adaptada de Makhnevych y Houry, 2011, y de Ilwasaki et al., 2010.

No solamente se han identificado la implicacion de estas familias de
proteinas con sRNA dependientes de Dicer, sino también con los piRNA,
tratandose en este caso de cochaperonas de Hsp70 y Hsp90. La proteina Hop,
una cochaperona de D. melanogaster, parece tener un papel fundamental en la
ruta de los piRNA, ya que los mutantes en Hop presentan la activacion de
transposones de su genoma debido a la reduccion en los niveles de los piRNA
(Karam et al., 2017).
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I. 3. 2. La familia de las Hsp70: HspA12, la subfamilia mas singular

Dentro del reino de los hongos, S. cerevisiae se ha utilizado como modelo
para los estudios gendmicos de los genes hsp70, presentando un total de 14

genes, agrupados en 7 subfamilias (Morano et al., 2012; Kominek et al., 2013).

La busqueda de los genes hsp70, utilizando las secuencias de estos 14 genes
de S. cerevisiae, en 53 genomas de especies del subreino Ascomycota y 4
pertenecientes al Basidiomycota, usados como grupo externo en el analisis, ha
permitido la identificacion de 491 homoélogos en Ascomycota y 30 en los
genomas de Basidiomycota (Figura 11). Todos los genomas presentan
homologos para las siete subfamilias de hsp70 (incluidos los cuatro genomas de
Basidiomycota), entre las cuales se distinguen cuatro subfamilias candnicas
(KAR, SSA, SSBy SSC) y tres subfamilias atipicas (SSE, SSZy LHS), las cuales
tienen una gran similitud con las canonicas, pero no son capaces de llevar a cabo
el proceso de “interaccidén con” y “liberacion de” otras proteinas por si mismas
(Kominek et al., 2013). Estas Hsp70 atipicas adquieren una gran relevancia, ya
que interaccionando con Hsp70 candnicas, facilitan este ciclo de unién-liberacién
de proteinas (Shaner y Morano, 2007). Se cree que los miembros de cada una
de estas siete familias, en cada caso, provienen de un Unico gen ancestral, a
partir del cual se han generado los distintos genes de cada una de estas familias
(Kominek et al., 2013).

En el caso de los genes hsp70 de humanos, se encontraron 17 genes
distribuidos también en siete grupos (Figura 12). Las proteinas codificadas por
estos genes presentan distintas combinaciones de dominios. Por un lado, nueve
de ellas (HSPA1lA, HSPA1B, HSPA1lL, HSPA2, HSPA5, HSPA6, HSPA7,
HSPA8 y HSPA9B) son HSP70 clasicas con dominios NBD y SBD; un segundo
grupo formado por seis proteinas (HSPH1, HSPA4, HSPA4L, HSPA14, HYOU1
y STCH) son HSP70s de mayor tamafio, teniendo un peso molecular por encima
de 80 kDa, y con extremos carboxi-terminal divergentes; y las otras dos proteinas
presentan un peso molecular mas bajo y una ausencia total o parcial del dominio
SBD. Estas dos proteinas, de estructura peculiar por esta ausencia total o parcial
del dominio SBD y con un dominio NBD muy divergente al resto, se denominan
HSPA12 (Brocchieri et al., 2008).
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Figura 11. Arbol filogenético de las proteinas Hsp70 de las especies de
Ascomycota y Basidiomycota estudiadas. A) Arbol filogenético de los hongos
estudiados y distribucién de las proteinas Hsp70 encontradas, tras la busqueda
realizada utilizando las 7 subfamilias de S. cerevisiae. Se incluyen las cifras de ort6logos
de estas familias y entre paréntesis supuestos ortélogos, donde se incluyen
pseudogenes y otros genes afectados por datos de genomas de baja calidad. B) Arbol
filogenético de las proteinas Hsp70 identificadas. El color de las ramas muestra la
distribucion entre los distintos grupos de hongos. **Bootstrap = 95, *Bootstrap = 70
(Kominek et al., 2013).
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Figura 12. Arbol filogenético de las 17 proteinas HSP70 humanas, clasificadas en
siete grupos. Se muestran en este arbol las distancias filogenéticas representadas por
la longitud de las ramas y su clasificacién basadas en un soporte de tipo bootstrap (1000
bootstraps). Se marcan con un asterisco los genes que han dado lugar a otros

pseudogenes (Brocchieri et al., 2008).

El porcentaje de identidad entre las proteinas HspAl2a y HspAl2b es de
un 60% tanto en ratbn como en humano, mientras que este porcentaje alcanza
mas del 90% cuando se comparan las proteinas HspAl2a y Hspl2b de ratén
con las humanas, mostrando que estos genes estan muy conservados desde el
punto de vista evolutivo (Han et al., 2003). En un estudio gendmico realizado con

el objetivo de buscar homadlogos para estas proteinas en diferentes especies, de
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los genomas utilizados solo se identificaron en Danio rerio, Homo sapiens, Mus
musculus, Xenopus tropicalis y Gallus gallus, no encontrandose homadlogos en
ninguno de los hongos analizados (Candida glabrata, N. crassa,

Schizosaccharomyces pombe y S. cerevisiae) (Brocchieri et al., 2008).

En mamiferos, la subfamilia HspAl12 parecen tener una gran importancia
en las células endoteliales. La expresion de ambas chaperonas, HspAl2a y
HspA1l2b, aumenta en lesiones de aterosclerosis en raton (Han et al., 2003). En
concreto, la subfamilia de chaperonas HspAl12b muestra una mayor expresion
en células endoteliales que en el resto de tejidos, ademas de estar implicada en
procesos como la angiogénesis y la proteccion o recuperacion frente a
respuestas inflamatorias e isquemias en el endotelio (Steagall et al., 2006; Wu
et al., 2015; Kong et al., 2016; Zhao et al., 2018). Esta subfamilia de chaperonas
también se ha relacionado con células tumorales del endotelio, ya que su
expresion y secrecion por parte de estas células parece generar una respuesta

de polarizacion de los macrofagos hacia el fenotipo M2 (Zhou et al., 2020).

Por otro lado, la proteina HSPA12A interacciona con SorLA, una proteina
implicada en la endocitosis y la localizacion intracelular de los ligandos a los que
se ha unido. Se trata de la primera interaccion identificada de la proteina
HSPA12A humana, cuya union afecta a la endocitosis y a la localizacion
subcelular de SorLA (Madsen et al., 2019). El interés en los procesos mediados
por SorLA se debe a su posible relacion con el riesgo de padecer la enfermedad
de Alzheimer (Rogaeva et al., 2007; Miyashita et al., 2013; Yin et al., 2014).
También se ha observado un aumento en la presencia de HspAl2a en pacientes
de esteatosis hepatica no alcohélica, ademas de una reduccién de esta afeccion,
de la polarizacion de macréfagos hacia el fenotipo M1 y de la respuesta
inflamatoria en higado en ratones mutantes para hspAl2a. Esto convierte a
HSPA12A en una posible diana terapéutica para los casos de esteatosis hepatica

no alcohdlica (Kong et al., 2019).

La falta de estudios sobre las funciones y las interacciones de estas
chaperonas en otros organismos, como los hongos, hace que guarden un gran

interés para la investigacion.
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l. 4. Objetivos de la tesis

El objetivo central de esta tesis ha sido la identificacién y caracterizacion
de la/s proteina/s que interaccionan con la proteina R3B2 y que, por lo tanto,
pueden participar junto a ella en la ruta NCRIP. Este objetivo general se ha

estructurado en los siguientes objetivos especificos:

1. Identificacién de la/s proteina/s que interaccionan con la ribonucleasa
R3B2.

2. Comprobacién de la participacion de esta/s proteina/s en la ruta
NCRIP.

3. Caracterizacion funcional de la/s proteina/s identificadas y su
implicacion en aspectos como la virulencia o la resistencia a estreses

de M. lusitanicus.
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Il. 1. Estirpes y plasmidos utilizados
II. 1. 1. Estirpes de M. lusitanicus

Las estirpes de M. lusitanicus que han sido empleadas en este trabajo
guedan recogidas en la Tabla 1. El prefijo MU utilizado indica que estas estirpes
han sido obtenidas en la Universidad de Murcia y todas ellas provienen de la
estirpe, auxétrofa para la leucina y uracilo, MU402, que a su vez deriva de la
estirpe R7B, auxotrofa para leucina obtenida por mutagénesis quimica de la
estirpe silvestre CBS 277.49 (Schipper, 1976).

Tabla 1. Estirpes utilizadas de M. lusitanicus.

Estirpe Genotipo Origen o referencia

R7B leuA’, sexo (-) Roncero, 1984

NRRL3631 silvestre, sexo (+) Diaz-Minguez et al., 1999

MU402 leuA” pyrG Nicolés et al., 2007

MuU412 leuA, r3b24::pyrG Trieu et al., 2015

MU413 leuA’, agolA4::pyrG Navarro-Mendoza et al.,

2019
MU419 leuA’, rdrplA::pyrG Calo et al., 2012
MUG636 leuA Navarro-Mendoza et al.,
2019

MU901 r3b24::pyrG, carRPA::Pzrt1+r3b2- Este trabajo
+TAP+leuA

MU902 r3b24::pyrG, Este trabajo
carRPA::Pzrt1+TAP+leuA

MU903 carRPA::Pzrt1+r3b2"+TAP+leuA Este trabajo

MU904 carRPA::Pzrt1+TAP+leuA Este trabajo

MU909 leuA’, hspAl2aAa::pyrG Este trabajo

MU910 leuA’, hspAl2aA4::pyrG Este trabajo

MU913 leuA’, hspAl2aA::pyrG Este trabajo

MU914 leuA’, hspAl2a4::pyrG Este trabajo

La estirpe 636 se obtuvo por recombinacion homologa del alelo silvestre
del gen pyrG en su propio locus mutado. Las estirpes MU412 y MU419 se

obtuvieron por recombinaciéon homadloga sustituyendo los genes r3b2 y rdrpl,

39



II. Materiales y métodos

respectivamente, por el gen pyrG en MU402. Ademas, en las estirpes MU909 y
MU910 se sustituyd el gen hspAl2a también por el gen pyrG. Las estirpes
MU913 y MU914 se obtuvieron a partir de la estirpe MU909 en ensayos de
crecimiento a altas temperaturas (30 °C) por mostrar una reversion al fenotipo
silvestre. En referencia a las estirpes relacionadas con la etiqueta TAP, la estirpe
MU901 se obtuvo a partir de la estirpe MU412, por sustitucion del gen carRP por
una construccion donde se encontraban el gen leuA junto a la versibn mutada
del gen r3b2, fusionado a la etiqueta TAP en su extremo 3’ y el promotor de
sobreexpresion Pzrtl. La estirpe MU902 se obtuvo a partir de la estirpe MU412,
por sustitucién del gen carRP por una construccion donde se encontraban el gen
leuA junto a la etiqueta TAP y el promotor de sobreexpresion Pzrtl. La estirpe
MU903 se obtuvo a partir de la estirpe MU636, por sustitucion del gen carRP por
una construccién donde se encontraban el gen leuA junto a la version mutada
del gen r3b2, fusionado a la etiqueta TAP en su extremo 3’ y el promotor de
sobreexpresion Pzrtl. La estirpe MU904 se obtuvo a partir de la estirpe MU636,
por sustitucion del gen carRP por una construccién donde se encontraban el gel
leuA junto a la etiqueta TAP y el promotor de sobreexpresion Pzrtl.

II. 1. 2. Estirpes de E. coli

Las estirpes de E. coli que han sido empleadas durante este trabajo

guedan recogidas en la Tabla 2.

La estirpe DH5a ha sido utilizada en la clonacion de plasmidos bacterianos

debido a las siguientes caracteristicas:

-La mutacion recA- propicia que no se produzcan recombinaciones,

mejorando asi la estabilidad de los plasmidos.

-La mutacion en lacZ permite utilizar plasmidos que complementen dicha
mutacion, siendo de utilidad en la diferenciacion entre plasmidos con o sin

insertos.

-Puede permanecer congelada en estado competente durante extensos

periodos de tiempo.
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La estirpe BL21 se utilizo para la sintesis de proteinas y las posteriores
purificaciones. Esta sintesis de proteinas puede ser controlada por la adicion de
IPTG al medio. El promotor lacUV5 es el que controla al gen de la polimerasa
T7, encargada de la expresion del gen de interés tras la adicion de IPTG al

medio.

Las estirpes XL1-Blue MRF’y XLOLR se utilizaron para los procedimientos
relacionados con la genoteca de cDNA de M. lusitanicus y el doble hibrido de

levaduras.

Tabla 2. Estirpes utilizadas de E. coli.

Estirpe Genotipo Origen o referencia

DH5a F, recAl, endAl, gyrA96, hsdR17 (ri,my¢), Hanahan, 1983
SupE44, thi-1, relAl, lacz, I

BL21 (DE3) HsdS, gal (Aclts857, indl, Sam7, nin5, Diaz-Minguez et al.,

LacUV5-T7 genel) 1999
XL1-Blue A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 Stratagene
MRF’ endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,

lac [F" proAB laclqg ZAM15 Tn10 (Tet R)]
XLOLR A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 Stratagene

endAl,thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac [F
proAB lacl® ZAM15 Tn10 (Tet ®)], Su™ (no

supresora), AR (resistente a lambda)

Il. 1. 3. Estirpes de S. cerevisiae

La estirpe PJ69-4 (MATa/MATa, leu2-3, 112 ura3-52, trp1-901, his3-200,
galdA, gal804A, GAL-ADEZ2, lys2::GAL1-HIS3, met2::GAL7-LacZ; James et al.,
1996) se utilizé en experimentos de doble hibrido para la busqueda de proteinas
gue interaccionaran con R3B2 usando una genoteca de cDNA de M. lusitanicus
y para los ensayos de interaccion entre proteinas concretas. El uso de los dos
tipos sexuales (MATay MATa) de esta estirpe permitio realizar experimentos de
cruzamiento entre levaduras para el estudio de interaccion de proteinas de

manera dirigida.
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Il. 1. 4. PlAsmidos

Los plasmidos utilizados durante este trabajo se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3. Pldsmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Origen o referencia
pACTII AmpR, leu2 (doble hibrido de levaduras) Clontech
pBD-GAL4 AmpR, trp1 (doble hibrido de levaduras) Stratagene
pBluescript ~ AmpR Stratagene
Il SK +/-
PGEX-KG AmpR Amersham
PMAT679 AmpR, fragmento de 530 pb del gen carB Canovas et al., 2021
(obtenido de pGCMMZ20 (Velayos et al., 2000)
y clonado en pBluescript Il SK +/- bajo el
promotor T7).
pMATG688 AmpR, fragmento de 530 pb del gen carB (igual Céanovas et al., 2021
gue en pMAT679, pero en sentido contrario)
pMAT1063 AmpR, leu2, mcwelb (pACTII + mcwel) Este laboratorio
pMAT1064 CamR, trp1, mcwclb (pBD-GAL4 + mcwcl) Este laboratorio
pMAT1253 AmpR, leuA, carB (repeticiones invertidas del Calo et al., 2012
gen carB)
pPMAT1360 AmpR, leuA (vector disefiado para integracion Este laboratorio
de genes en el locus carRP bajo el control del
promotor ZRT1)
pMAT1511 CamR, trpl, qgip (pBD-GAL4 + qip) Vila, 2014
pMAT1604 AmpR, leuA, r3b2/C-TAP (vector disefiado Este trabajo
para integracion del gen r3b2 mutado (Trieu et
al.,, 2015) con la etiqueta C-TAP en el locus
carRP bajo el control del promotor del gen zrt1)
pMAT1605 AmpR, leuA, C-TAP (vector disefiado para la Este trabajo
integracion de la etiqgueta C-TAP en el locus
carRP bajo el control del promotor del gen
zrtrl)
pPMAT1966 AmpR, leu2, r3b2 (pACTII + r3b2) Céanovas et al., 2021
pPMAT1973 AmpR, leu2, f18 (fragmento del gen r3b2) Canovas et al., 2021
(pACTII + f18)
pMAT1974 Cam®, trp1, f18 (fragmento del gen r3b2) (pBD- Céanovas et al., 2021

GAL4 + f18)
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PMAT1975

PMAT1976

PMAT1977

PMAT1978

PMAT1979
PMAT1982
PMAT1983
PMAT1984
PMAT1985
PMAT1986
PMAT1987
PMAT1988
PMAT1989
PMAT1990
PMAT1991
PMAT1993
PMAT1994
PMAT1995
PMAT1996
PMAT1997
PMAT1998
PMAT1999
pPMAT2000
PMAT2032
PMAT2033
PMAT2036
PMAT2202

PMAT2203

PMAT2204
PMAT2206

Il. Materiales y métodos

AmpR, leu2, f14 (fragmento del gen r3b2)
(PACTII + f14)

CamR, trp1, f14 (fragmento del gen r3b2) (pBD-
GAL4 + f14)

AmpR, leu2, fct (fragmento del gen r3b2)
(PACTII + fct)

CamR, trp1, fct (fragmento del gen r3b2) (pBD-
GAL4 + fct)

CamR, trp1, r3b2 (pBD-GAL4 + r3b2)

AmpR, leu2, qip (PACTII + qip)

AmpFR, leu2, dcll (pACTII + dcll)

AmpF, leu2, ago2 (pACTII + ago2)

AmpF, leu2, agol (pACTII + agol)

AmpR, leu2, rdrp3 (pACTII + rdrp3)

AmpF, leu2, rnhA (pACTIIl + rnhA)

AmpF, leu2, rdrpl (pACTII + rdrp1)

AmpR, leu2, ago3 (pACTII + ago3)

AmpFR, leu2, dcl2 (pACTII + dcl2)

AmpF, leu2, translin (pACTII + translin)

AmpR, leu2, rdrp2 (pACTII + rdrp2)

CamR, trp1, agol (pBD-GAL4 + agol)

CamR, trp1, ago2 (pBD-GAL4 + ago?2)

CamR, trp1, dcl1 (pBD-GAL4 + dcl1)

CamR, trp1, rdrp2 (pBD-GAL4 + rdrp2)

CamR, trp1, ago3 (pBD-GAL4 + ago3)

CamR, trp1, dcl2 (pBD-GAL4 + dcl2)

Cam®, trp1, rdrpl (pBD-GAL4 + rdrpl)

Cam®, trp1, rdrp3 (pBD-GAL4 + rdrp3)

CamR, trp1, translin (pBD-GAL4 + translin)
CamR, trpl, rnhA (pBD-GAL4 + rnhA)

CamR, trp1, fnt (fragmento del gen r3b2) (pBD-
GAL4 + fnt)

AmpR, leu2, fnt (fragmento del gen r3b2)
(PACTII + fnt)

CamR, trp1, hspAl2a (pBD-GAL4 + hspAl2a)
AmpR, leu2, hspAl2a (pACTIl + hspAl2a)
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pMAT2212 AmpR, hspAl2a-gst (0GEX-KG + hspAl12a) Este trabajo

pMAT2213 AmpR, sbd (dominio SBD de hspAl2a)-gst Este trabajo
(PGEX-KG + shd)

pMAT2220 CamR, trp1, nbd (dominio NBD de hspAl2a) Este trabajo
(pBD-GAL4 + nbd)

pMAT2221 AmpR, leu2, nbd (dominio NBD de hspAl2a) Este trabajo
(PACTII + nbd)

pMAT2222 CamR, trp1, sbd (dominio SBD de hspAl2a) Este trabajo
(pBD-GAL4 + sbd)

pMAT2223 AmpR, leu2, sbd (dominio SBD de hspAl2a) Este trabajo
(PACTII + sbd)

Il. 2. Medios y condiciones de crecimiento
II.2.1. E. coli

Para el cultivo de E. coli se utilizé el medio Luria (LB) (Miller, 1972). Este
medio se autoclavé antes de utilizarse y su pH se ajusté a 7,2-7,4. Para medios
solidos se utilizé el medio LB con agar comercial (Sigma). En caso de que fuera
necesario, se afiadi6 al medio autoclavado los antibiGticos ampicilina o
cloranfenicol, a una concentracion final de 100 pg/ml y 50 pg/mli,
respectivamente. Para la sintesis de proteinas en la estirpe BL21 se afladié IPTG
a una concentracion final de 1 mM. Tanto los cultivos liquidos en agitacion, como
los cultivos en medio sélido, se incubaron a una temperatura de 37 °C, a
excepcion de las inducciones de sintesis de proteinas con IPTG, realizadas a
26-30 °C.

Las colonias se conservaron en placas Petri a 4 °C para un uso continuado, y a
-70 °C en una concentracién final de glicerol del 30 % para periodos de tiempo

largos.

Il. 2. 2. M. lusitanicus

M. lusitanicus se cultivd a 26 °C en el medio rico YPG (yeast extract-
peptone-glucose medium) o en los medios minimos MMC (minimal medium with
casamino acids) e YNB (yeast nitrogen base medium). El pH de los medios se
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ajustd con NaOH o HCI, siendo el pH 4,5 el utilizado para un crecimiento micelial
normal, y un pH mas acido (3-3,2) para un crecimiento micelial en forma de
colonia. En los medios sélidos, el agar se autoclavo por separado debido a que
el pH &cido de los medios afecta su polimerizacion. Los medios minimos MMC e
YNB se suplementaron con uridina, cuando fue necesario, a una concentracion
final 200 pug/ml, mientras que el medio YNB se suplementé con leucina, cuando
esta se requirid, a una concentracion final de 20 pg/ml. Los medios de
transformacion requirieron sorbitol a una concentracion de 0,5 M, para evitar la

lisis de los protoplastos por la diferencia de presion osmatica.

La obtencién de esporas de M. lusitanicus se realizé a partir de cajas Petri
donde se crecia micelio a partir de esporas o de trozos de micelio trasplantados.
Las cajas se incubaron bajo luz continua a 26 °C vy, tras la esporulacién, se
recogieron las esporas en unos 5 ml de agua destilada. Estas esporas se
conservaron a 4 °C para periodos cortos y a -20 °C para periodos de tiempo mas

prolongados.

Los micelios para la obtencién de muestras de proteinas y RNA se
obtuvieron a partir de la siembra de 5x10% y 2,5x10° esporas por caja (9 cm de
diametro), respectivamente, de medio sélido cubierto con papel celofan. Los

micelios se recogieron tras 24 horas de crecimiento en presencia de luz continua.

Para los ensayos de crecimiento a distintas temperaturas 5x10° esporas
por caja se incubaron en oscuridad a 26 °C y 30 °C. Tras 48 horas se
seleccionaron colonias de ambas condiciones y se pasaron a una nueva caja, en
las mismas condiciones de temperatura, hasta que se produjo la esporulacion.
Una vez recogidas las esporas de estos individuos, se volvieron a incubar en
oscuridad 500 esporas por caja a 26 °C y 30 °C, manteniéndose esta
concentracion en el resto de pases realizados, salvo en aquellos casos donde el
conteo podria requerir la inoculacién de 5x10° esporas por caja, debido al bajo
porcentaje de supervivientes. Los datos de estos ensayos fueron representados
con RStudio (version 1.4.1103, Rstudio, Boston, Massachusetts USA,
http://www.rstudio.com/), utilizando el paquete ggplot2 (Wickham y Chang,

2016). Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor p era < 0,05

en una prueba t de Student de dos colas de muestras desapareadas.
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Il. 2. 3. S. cerevisiae

S. cerevisiae se cultivdo en medio rico YPAD o en medio minimo SD
(Synthetic Defined). De este medio SD se eliminaron determinados componentes
para la seleccion de individuos: triptéfano (W), leucina (L), histidina (H) y adenina
(A). Cuando la histidina se elimind del medio, se afiadi6 a este 3-amino-1,2,4-
triazol (3-AT), a concentraciones entre 1 mM, para los ensayos realizados con la
genoteca, y 2,5 mM para el resto de los ensayos. El 3-AT es un antimetabolito
de la histidina, necesario para evitar que la expresion basal del gen his3 permita
el crecimiento de la levadura, evitando asi falsos positivos. Los medios se
autoclavaron antes de su uso. El triptéfano esterilizado por filtracion se afadioé al
medio después de ser autoclavado. Para los medios sdlidos se afiadieron 20 g/L

de agar, que se autoclavoé por separado.

Las levaduras transformadas con los distintos plasmidos se conservaron
en cajas Petri a 4 °C para un uso continuado, y a -70 °C, en una concentracion

final de glicerol del 25 %, para periodos de tiempo largos.

Il. 3. Tampones y reactivos
[I. 3. 1. Manipulacion del DNA
TAE 50x:

-Tris (2 M)

-Acido acético (5,71 %)

-EDTA (0,05 M)

Tampoén de carga para electroforesis 10x:

-Azul de bromofenol (0,25 %)

-Sacarosa (40 %)
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Il. 3. 2. Extraccion de DNA de M. lusitanicus
TE:

-Tris-HCI (pH 8,0; 10 mM)

-EDTA (pH 8,0; 1 mM)

Tampédn de lisis:

-Tiocianato de guanidina (4M)
-Tris-HCI (pH 7,0; 50 mM)
-EDTA (20 mM)

-Triton X-100 (0,1 %)

-RNAsa A (50 ug/ml)

Tampodn de unidon de DNA:

- Tiocianato de guanidina (4M)
-Tris-HCI (pH 7,0; 50 mM)
-EDTA (20 mM)

-Particulas de silice (20 mg/ml)

Tampon de lavado:

-NaCl (200 mM)
-EDTA (10 mM)
-Tris-HCI (pH 7.4; 50 mM)

-Etanol (50 %)
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Il. 3. 3. Tampones para la transformacion de M. lusitanicus

Tampoén fosfato-sorbitol:

-Fosfato sédico (pH 6,5; 10 mM)

-Sorbitol (0,5 M)

Il. 3. 4. Tampones para la manipulacion de levaduras

Tampoén de transformacion de levaduras (TE-LiAc-PEG):

-Tris-HCI (pH 7,5; 10 mM)
-EDTA (1 mM)
-C2HsLiO2 (pH 7,5; 100 mM)

-Polietilenglicol (PEG) 3350 (40 %)

Tampodn de lisis de levaduras:

-Tris-HCI (pH 8,0; 50 mM)
-LiCl (2,5 M)
-EDTA (62,5 mM)

-Triton X-100 (4 %)

II. 3. 5. Manipulacién de proteinas

Tampoén de union de la etigueta Glutation-S-transferasa (GST):

-NaCl (140 mM)
-KCI (2,7 mM)
-Na2HPO4 (10 mM)

-KH2PO4 (1,8 mM)
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-pH 7,3

Tampoén de elucién de GST:

-Tris-HCI (pH 8,0; 50 mM)

-Glutation reducido (10 mM)

Tampodn de didlisis:

-Tris-HCI (pH 8,0; 20 mM)
-EDTA (1 mM)
-DTT (1 mM)

-Glicerol (10 %)

Tampodn de unidon de TAP:

-Tris-HCI (pH 8,0; 10 mM)
-NaCl (150 mM)
-NP40 (0,1 %)

-EDTA (0,5 mM)

Tampén de elucién de TAP:

-Tris-HCI (pH 8,0; 10 mM)
-NaCl (150 mM)

-NP40 (0,1 %)

-EDTA (0,5 mM)

-DTT (1 mM)
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-Proteasa AcCTEV™ (Invitrogen) (10 unidades/ml)

Tampoén de unidn a calmodulina:

-Tris-HCI (pH 8.0; 10 mM)
-NacCl (150 mM)

-NP40 (0,1 %)
-B-mercaptoetanol (10 mM)
-CaClz2 (2 mM)

-C4HsMgO4 (1 mM)

-Imidazol (1 mM)

Tampoén de elucién de calmodulina:

-Tris-HCI (pH 6,8; 50 mM)
-Glicerol (10 %)

-SDS (3 %)
-B-mercaptoetanol (3 %)
-Azul de bromofenol (0,3 %)
-EGTA (2 mM)

Tampdn de electroforesis (10x):

-Tris (0,5 M)
-Glicina (1,92 M)
-SDS (1 %)

-pH 8,3
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Gel condensador (6 %):

-Tris-HCI (pH 6,8; 0,125 M)

-SDS (0,1 %)

-Acrilamida/bisacrilamida - 37, 5:1 (6 %)
-APS (0,2 %)

-TEMED (0,2 %)

Gel separador (10 %):

-Tris-HCI (pH 6,8; 0,75 M)

-SDS (0,1 %)

-Acrilamida/bisacrilamida - 37, 5:1 (10 %)
-APS (0,2 %)

-TEMED (0,1 %)

Tampdn de carga (5x):

-Tris-HCI (pH 6,8; 0,3 M)
-SDS (7 %)

-Glicerol (50 %)

-Azul de bromofenol (0,5 %)

-B-mercaptoetanol (17,5 %)

Il. 3. 6. Ensayos de actividad RNasa

Tampdn de reaccidon Weinberg 5x:

-Tris-HCI (pH 7,4; 1 M)
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-NaCl (2 M)
-MgCl2 (0,5 M)
-DTT (1 M)

-EDTA (50 mM)

Il. 4. Transformacion de E. coli

Para llevar a cabo la transformacién de E. coli las células deben estar en
un estado competente, que permita la introduccion de DNA. Para ello, se realiz6
el protocolo de obtencion de células competentes con cloruro célcico con las
estirpes DH5a y BL21. Posteriormente, se realizd la transformacién de estas

células mediante choque térmico (Sambrook y Russell, 2001).

En el caso particular de las transformaciones de E. coli con DNA
plasmidico extraido de S. cerevisiae, el método utilizado fue la electroporacion
con las muestras de DNA dializadas con agua bidestilada (Sambrook y Russell,
2001). Las transformaciones se realizaron en cubetas de electroporacion de 1
mm (Fisher Scientific) en un electroporador Bio-Rad Gene Pulser XCell con los

siguientes parametros eléctricos: 1,7 kV, 25 yF y 200 Q.

[l. 5. Transformacion de S. cerevisiae

El protocolo utilizado para la transformacion de levaduras fue el protocolo
del acetato de litio y PEG 3350 descrito por Gietz et al. (1995) y modificado por
Vila (2014), realizandose la incubacion de las levaduras a 200 r.p.m. En las
transformaciones con la genoteca de cDNA de la estirpe CBS277.49 de M.
lusitanicus (Silva et al., 2006), se utilizé una cantidad de DNA de 500-1000 ng/pul
por transformacion, realizandose un total de 26 transformaciones de una estirpe
de levaduras que ya poseian el plasmido pMAT1979 que expresa la proteina
R3B2 fusionada al dominio de unién al DNA (BD) de GALA4.
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Il. 6. Obtencidon de estirpes diploides de S. cerevisiae para los

ensayos de doble hibrido

Las estirpes diploides para analizar la interaccion entre dos proteinas
concretas se obtuvieron inoculando en el mismo punto de cajas de medio YPAD
dos gotas (2 ul), una de un cultivo de una estirpe que expresaba una de las
proteinas fusionada al dominio BD de GAL4 y la otra de un cultivo de una estirpe
de sexo opuesto que expresaba la segunda proteina fusionada al dominio de
activacion (AD) de GAL4. En este proceso, las placas se dividieron utilizando
cuadriculas, de modo que en cada cuadrado se colocaron las levaduras de
ambos sexos, cada una expresando una de las proteinas de interés. Una vez
que las gotas con las levaduras quedaron secas a temperatura ambiente, se
incubaron a 30 °C durante 24 horas. A continuacién, se recogio la colonia
formada (cruzamiento) de cada cuadricula con un palillo estéril y se resuspendio
en 50 pl de agua destilada estéril. De esta suspension de células se inocularon
gotas de 2 ul en medio selectivo SD-WL, donde solo pueden crecer las células
que poseen los dos plasmidos seleccionados y, por lo tanto, son el resultado de
un cruzamiento. Tras incubarlas durante 48 horas a 30 °C, se recogi6 la masa
celular de cada uno de los cruzamientos con un palillo estéril y se resuspendid
en 50 ul agua destilada para, posteriormente, depositar gotas de 2 pl en los
distintos medios selectivos (SD-WL, SD-WLH con 2,5mM de 3-AT y SD-WLA).
Estas cajas se incubaron a 30 °C y se observo su crecimiento durante los cinco

dias siguientes.

[l. 7. Transformacion de M. lusitanicus

La transformacién de M. lusitanicus fue llevada a cabo por electroporacion
(Gutiérrez et al., 2011) de protoplastos obtenidos a partir de la incubacion de
esporas con la enzima quitosanasa (van Heeswijck, 1984). La eliminacion de la
pared celular de las esporas permite la incorporacion de DNA exdgeno, el cual
es integrado por los mecanismos propios del hongo mediante recombinacion

homologa.
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Para llevar a cabo la transformacion, se inocularon 25x107 esporas de la
estirpe que se quiere transformar en 50 ml de medio YPG pH 4,5. Estas esporas
se dejaron en oscuridad durante toda la noche a 4 °C. A la mafiana siguiente las
esporas se incubaron durante 3 0 4 horas a 26 °C y 250 r.p.m. para promover la
germinacion. Cuando la mayoria han germinado, se centrifugaron 5 minutos a
91 xg. Una vez eliminado el sobrenadante, se lavaron las esporas en 10 ml de
tampon fosfato-sorbitol, para dejarlas de nuevo en 10 ml de este tampon con 10
mg de enzimas de lisis de Trichoderma harzianum (Sigma) y 0,6 ul de
quitosanasa de Streptomyces sp. (Sigma). Se incubaron las esporas 90 minutos
a 60 r.p.m. y 30 °C para digerir su pared. Se realizaron dos lavados con sorbitol
0,5 M frio y se resuspendieron los protoplastos en un volumen final de 1,6 ml de
sorbitol 0,5 M frio. Para la mezcla de transformacion se utilizaron 200 pl de
protoplastos y un minimo de 3 pg de DNA. Se incorporaron a una cubeta de
electroporacion de 2 mm (Fisher Scientific) y se les dio un pulso eléctrico en un
electroporador Bio-Rad Gene Pulser XCell con los siguientes parametros: 0,8
KV, 25 uF de capacitancia y una resistencia constante de 400 Q. Tras el pulso,
se afiadi6 1 ml de YPG con sorbitol al 0,5 M frio, para incubarlas en tubos
eppendorf durante 1 hora a 150 r.p.m. y 26 °C. Los protoplastos se centrifugaron
a 110 xg durante 5 minutos, para resuspenderlos entonces en 400 pl de YNB
con sorbitol al 0,5 M. Para terminar, se sembraron 200 pl por placa en medio
YNB pH 3 con sorbitol al 0,5 M. Se mantuvieron en oscuridad a 26 °C durante 3

0 4 dias, cuando ya comenzaron a aparecer transformantes.

Il. 8. Ensayo de germinacion de M. lusitanicus

Para llevar a cabo el ensayo de germinacién de esporas de M. lusitanicus,
se inocularon 25x107 esporas en 50 ml de medio YPG pH 4,5. Este cultivo se
mantuvo en oscuridad a 4 °C toda la noche, y a la mafiana siguiente se incubo 4
horas en agitacion (250 r.p.m.), a temperaturas de 26 °C, 28 °C y 30 °C. La

germinacion de las esporas se analizé a las 2, 3y 4 horas.
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Il. 9. Manipulacion de DNA
1. 9. 1. Aislamiento de DNA de M. lusitanicus

En la purificacion de DNA gendmico de M. lusitanicus se siguieron distintos

procedimientos segun el propdsito del experimento.

Para las comprobaciones por PCR de la integracion de DNA en el genoma
de transformantes, se realiz0 un aislamiento de DNA mediante microondas,
descrito por Doérnte y Kies (2013). Este procedimiento se llevd a cabo
incorporando un fragmento de micelio de 1 mm? en eppendorf con 200 pl de TE,
y realizando dos pulsos de 1 minuto a 700 W en microondas (Samsung M171N),
separados por 30” durante los que se voltearon las muestras suavemente.
Finalmente, se centrifugaron los tubos eppendorf a 2.300 xg durante 5 minutos

con el objetivo de eliminar restos de micelio del sobrenadante.

Las muestras para secuenciacion masiva del genoma se prepararon siguiendo
un protocolo de extraccion y purificacion de DNA con fenol/cloroformo. Para ello,
500 mg de micelio de cada estirpe de M. lusitanicus se trituraron en un mortero
con nitrégeno liquido. Al polvo resultante se afiadié 1 ml de TE, 1 ml de fenol y
100 pl de RNAsa A (Sigma, 10 mg/ml). Después de agitarlo suavemente durante
1 minuto, se realizé una centrifugacion de 2 minutos a 1.780 xg. Se recogio la
fase acuosa, se afadi6 un volumen de la mezcla (1:1) de fenol y
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agité y posteriormente se centrifugd
durante dos minutos a 9.160 xg. Este ultimo paso se repitid 2 veces. Se realizo
un lavado con un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugo
dos minutos a 9.160 xg. Se recogio la fase acuosa y se afiadié 0,1 voliumenes
de AcNH4 5M y 1 ml de etanol frio. Se agito lentamente y se centrifugd a 9.160
xg. El pellet de DNA formado se lavd con 1 ml de etanol al 80 % y se repiti6 la
centrifugacion. Se secd el precipitado durante 10 minutos a temperatura
ambiente para, posteriormente, resuspenderlo en 100 ul de agua bidestilada

esteéril.

Por ultimo, el resto de los ensayos de aislamiento de DNA se llevé a cabo
por un método de union del DNA a silice (Nicolas et al., 2018). Las

centrifugaciones que se llevaron a cabo con la silice unida al DNA, el tampén de
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lavado y la acetona, fueron sustituidas por el uso de columnas construidas con
puntas de 1000 pl y la ayuda del émbolo de una jeringa para permitir el paso del

sobrenadante por el filtro.

Il. 9. 2. Aislamiento de DNA de E. coli

El aislamiento de DNA plasmidico de E. coli, cuando no se requeria una
gran pureza, se obtuvo siguiendo el protocolo descrito por Holmes y Quigley
(1981). Estas muestras de DNA se utilizaron para analizar los transformantes
obtenidos en experimentos de ligacion. En el resto de los ensayos, como la
obtencién de DNA plasmidico para la transformacién de M. lusitanicus, S.
cerevisiae u otras estirpes de E. coli, 0 su secuenciacion, las preparaciones de
DNA se obtuvieron utilizando el sistema comercial GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Scientific).

Il. 9. 3. Aislamiento de DNA de S. cerevisiae

El DNA plasmidico de S. cerevisiae se purificd con un procedimiento con
fenol/cloroformo (Ward et al., 1990). 1,5 ml de un cultivo de S. cerevisiae crecido
en medio selectivo durante 16 horas se centrifug6 en un tubo eppendorf a 15.000
xg durante 20 minutos. El pellet resultante se resuspendié en 100 pl de tampén
de lisis de levadura, se afiadié un volumen de fenol/cloroformo y 0,2 g de bolas
de cristal de 425-600 micrones (Sigma). La solucién se agité en un agitador
vortex durante 2 minutos y después se centrifugd durante 1 minuto a 15.000 xg.
Se recogio la fase acuosa, se precipitdo el DNA con etanol, se secé a 37 °C y se
resuspendio en 30 pl de TE.

1. 9. 4. Técnicas electroforéticas

Con el objetivo de caracterizar las distintas preparaciones de DNA, como
plasmidos, fragmentos obtenidos por digestion o productos de PCR, se
realizaron electroforesis en geles de agarosa (Pronadisa). Estos geles variaban
en su concentracion de agarosa desde 0,7 %, la concentracién usada de manera

estandar, hasta 2 %, en el caso de la caracterizacién de los fragmentos mas
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pequefios (menos de 500 pb). El compuesto elegido para observar el DNA bajo
luz ultravioleta fue bromuro de etidio, usado a una concentracion final de 0,5
pg/ml. Para caracterizar el tamarfio de fragmentos lineales y la concentracion de
las muestras de DNA, se utilizaron los marcadores GeneRuler DNA Ladder Mix
(Thermo Scientific) y A DNA/Hindlll (Thermo Scientific), respectivamente.

La purificacion de muestras de DNA a partir de geles de agarosa se realizo
con el sistema comercial GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific). Para
ello, los fragmentos de interés se recortaron del gel para, posteriormente,

continuar con el protocolo recomendado por el fabricante.

I. 9. 5. Tratamiento de DNA con enzimas

Durante este trabajo se realizaron tres tipos de tratamientos de DNA con

enzimas, siguiendo las instrucciones del fabricante:

-Digestion: se realizaron digestiones con enzimas de restriccion (Thermo
Fisher) para tareas como la generacion de plasmidos recombinantes y la
caracterizacion de moléculas de DNA, entre otras.

-Defosforilacion: para evitar la autoligacion de vectores de clonacion, se
realizé la defosforilacion del extremo 5’ de las cadenas de DNA con la fosfatasa

alcalina FastAP (Thermo Fisher).

-Ligacion: las ligaciones de fragmentos de DNA se realizaron en
voliumenes de 20 ul durante 1 hora a temperatura ambiente utilizando la ligasa
de DNA de T4 (Thermo Fisher).

En aquellas ocasiones que se requeria, las enzimas eran inactivadas por

calor, siguiendo las condiciones del suministrador.

II. 9. 6. Amplificacion de DNA por PCR

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo con la enzima Herculase
[l Fusion DNA Polymerase (Agilent). Las muestras de DNA se incubaron con la

enzima en las condiciones recomendadas por el fabricante durante 3 minutos a
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98 °C, seguido por un numero de ciclos variable de desnaturalizacion (30
segundos a 98 °C), alineamiento con los cebadores (30 segundos a una
temperatura dependiente de la Tm de los cebadores) y elongacion (30 segundos
por kilobase que se quiera amplificar a 72 °C). Una vez acabados los ciclos, se

mantuvo la temperatura de elongacion durante 2 minutos adicionales.

Cabe destacar el uso de la técnica de PCR de fusion, utilizada para la
union de distintos fragmentos de DNA y su amplificacion como un unico
fragmento. Para realizarla, se afadio a la reaccion de PCR los fragmentos de
DNA que se quieren fusionar, que deben solapar en sus extremos, y los
cebadores que hibridan con los dos extremos mas externos del fragmento
fusionado. A la reaccion de PCR, se afiadieron pasos adicionales para hacer

mas lentos los cambios de temperatura y para incrementar el tiempo de

elongaciéon 10 segundos en cada ciclo en los 25 ultimos ciclos.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados en PCR, RT-gPCR y secuenciaciones. Las

secuencias marcadas en rojo y verde representan puntos de corte de enzimas de

restriccion.
Oligonucledétido Secuencia
CTAP R3B2 Fowl CCAACTGGAACAATCTGATCATGGAGAAGCGCCGCTGGA
AG

CTAP Rev2-BsiWI

CTAP For2XmaJdl
R3B2 RevX
CTAP Fow XmaJl
CarRP4

ZRT1-F5

pACTII Rev
GA44-AD
R3B2-FowY-Ncol
R3B2-Rev5-Xhol
R3B2-FowY-Xhol
R3B2-Rev5-Nsil
NBD-Chap-Fow
NBD-Chap-Rev
FF-Chap-Fow

CACGTGCGTACGTCAGGTGGACTTCCCCGCGG
CTCGAGCCTAGGCATGACAGACACGGACACTG
GATCAGATTGTTCCAGTTGG
CTCGAGCCTAGGCATGGAGAAGCGCCGCTGGAAG
AAGAGCTTGTCGACTATTTAGATTTCTCATTTTTCC
CAAGAGAAGGCTTTACTGTTCC
CACGATGCACAGTTGAAGTG

TACCACTACAATGGATG
CGGCCCATGGCCATGACAGACACGGACACTG
TGATGCTCGAGAATTCTAACTATCCCCACTCCAATC
CGGCCTCGAGCCATGACAGACACGGACACTG
TGATGATGCATAATTCTAACTATCCCCACTCCAATC
GCTATGCCCGGGGGAATTCATGATAGGCATCAAGGACAA
GCTATGGAGCTCGTCGACCTAGCCCAAAATAGACAGCAC
GCTATGCCCGGGGGAATTCAATCCACGGGTCATTACATC
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FF-Chap-Rev
BDG4-Fow

T7 promoter
Chap UFow
(EcoRI)

Chap URev (pyrG)
Chap DFow
(pyrG)

Chap DRev
(Hind111)
pyrGFow2kb
pyrGRev2Kb

Ext Fow Chap 2
DRev Chap
Interno

pyrG-R2

Fow FF Chap
EcoRl

Chap Rev Hindlll
Chap Fow EcoRI
STU
PMAT679-Revl
pMAT688-Rev1
gqPCR-EF1-Fow
qPCR-EF1-Rev
RVTFw

RVTRv

gPCR Dehyd Fow
gPCR Dehyd Rev
gPCR ChapF
gPCR ChapR
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GCTATGGAGCTCGTCGACCTCAAGTTGATGTGGCTTCCT
ATAAGTGCGACATCATCATCG
TAATACGACTCACTATAGG
GTACAAGAATTCTGTGATGTTTGGGTATTTCG

CAAGTACCAATGCTGAGGCAGTTCTTTCACTTGCTGTGTA
CGATAGCATGGCCAGTGTACCTCCTAACCTGCAATCCTTA

TACAGCAAGCTTCCAAGAGACGCCAAGAAGAT

TGCCTCAGCATTGGTACTTG
TGCCTCAGCATTGGTACTTG
GCAGCATCTCTCATGATTTGC
GGTTGCGTAGTACCTCATGC

ATCCCACCAGAAGGAGTACATGG
GTGGTGGAATTCTAATGAATCCACGGGTCATTACATC

GCTTATAAGCTTTCAAGTTGATGTGGCTTCCTCG
ATAGTGGAATTCTAATGATAGGCATCAAGGACAACT
GTTGTAAAACGACGGCCAGT
AACTAGTGGATCTCTGGAG
ATGTCCAAGAAACACATTG
GTCCGTGATATGCGTCAAACC
AGCGGCCTTGGTGACCTTAC
GCTCTAATCAACTGGCTATGGC
ATGAGCAGGTGAGGAGCATC
AACTGCCACAACAACATGCG
CAGAGTCATTGGCGAGGTCA
CGGCCATGAACAACCTGATG
CAAGCTGATGGAGACTGGCA

1. 9. 7. Secuenciacién de DNA

Las muestras de DNA, tanto productos de PCR como plasmidos, se

secuenciaron en el Servicio de Biologia Molecular del Servicio de Apoyo a la
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Investigacion (SAl) de la Universidad de Murcia. Los pladsmidos fueron aislados
con el GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher), los fragmentos obtenidos
a partir de gel con el GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher) y aquellos
purificados directamente de la reaccion de PCR con el GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Fisher), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

La secuenciacion del DNA gendomico de M. lusitanicus se realizé por el
mismo servicio de la Universidad de Murcia, usando un equipo de secuenciacion
masiva (MiSeq System de lllumina) con una profundidad de secuenciacion 100x

y una longitud de lectura de 500 pares de bases (lecturas pareadas, 2x250).

lI. 10. Analisis de las secuencias de DNA genémico

Las lecturas de DNA gendmico obtenidas del sistema de lllumina se
mapearon contra el genoma de referencia de M. lusitanicus (Mucor lusitanicus
CBS277.49 v2.0; https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html),

utilizando la plataforma web de Galaxy (Afgan et al., 2018). Posteriormente,
estas lecturas que mapearon se analizaron con el paquete CLC Genomics

Workbench 20.0 (https://digitalinsights.giagen.com). En este programa se realiz6

la busqueda de variantes sencillas (SNVs), InDels y variantes estructurales en
las estirpes analizadas, descartdndose las variantes que estaban presentes en
la estirpe parental. De estas, se seleccionaron como candidatas a causar el
fenotipo las variantes que estaban en genes 0 a menos de 500 pb, en el caso de
las estructurales, o 200 pb para el resto (SNVs e InDels). Ademas, en ambos
casos, se consideraron solo aquellos cambios que estaban presentes al menos

en el 50 % de lecturas realizadas de esa region.

Para identificar los genes adyacentes a los genes de la familia hspAl2, se
utilizaron las plataformas web del JGI, en el caso de M. lusitanicus (Mucor
lusitanicus CBS277.49 v2.0;

https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html) y Phycomyces

blakesleeanus (Phycomyces blakesleeanus NRRL1555 v2.0;
https://mycocosm.jgi.doe.gov/Phybl2/Phybl2.home.html) (Corrochano et al.,

2016), y del NCBI, en el caso de Xiphophorus maculatus (Xiphophorus maculatus
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5.0; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF 002775205.1/). Se indican a

continuacion las IDs de los genes representados en el contexto genémico de los

genes hspAl2 en las diferentes especies. M. lusitanicus: 18040, 112211 y
112212. P. blakesleeanus: 145255, 145256, 145257, 145259, 145260, 145262 y
145263. X. maculatus: 102217811, 102218061, 102218324, 111609290,
111609291, 111609292, 111609293y 111609294.

Para la busqueda de secuencias en M. lusitanicus con similitud a una
dada, se utilizé la herramienta Blast de la plataforma web del JGI (Nordberg et
al., 2014).

Il. 11. Busqueda y analisis de proteinas HspA12

Para la seleccion de los organismos con un mayor niumero de proteinas
HspA12 se realizé una busqueda de proteinas homdlogas a la HspAl2a de M.
lusitanicus en la base de datos de ENSEMBL, utilizando el servidor web de
HMMER (Potter et al.,, 2018). La busqueda de proteinas HspAl2, para la
posterior identificacion de los genes de los que provenian, se realizé utilizando
las herramientas Blastp de la plataforma web del NCBI (Altschul et al., 1997) y
de la plataforma web del JGI (Nordberg et al., 2014). Se descartaron aquellas
secuencias inferiores a 300 aminoacidos porque el dominio NBD de HspAl2a de
M. lusitanicus posee una secuencia cercana a 400 aminoacidos. De las
seleccionadas, se escogieron aquellas que mostraban un porcentaje de
cobertura con la HspAl12a de M. lusitanicus superior al 70 % a lo largo de toda
la secuencia de la proteina y un 90 % con el dominio NBD, menos variable que
el resto de la proteina, ademas de un minimo de 23 % de similitud de secuencia.
Con las secuencias de aquellas proteinas que no lograban alcanzar dichos
porcentajes, se realizO una busqueda por Blastp. Esta busqueda sirvio para
comprobar si estas proteinas tenian una alta homologia con otras proteinas
HspAl2 vy, si realmente las proteinas con las que guardaban una mayor

homologia eran HspA12, eran incluidas como proteinas de esta subfamilia.

El arbol filogenético con las especies seleccionadas se realiz6 en la

plataforma web de Phylotastic (Stoltzfus et al., 2013) y editado y visualizado con
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la plataforma web de iTOL (Letunic y Bork, 2019). Este arbol se modifico teniendo

en cuenta las clasificaciones de hongos mas recientes (Spatafora et al., 2016).

II. 12. Construccion de arboles filogenéticos

Los arboles filogenéticos de las Hsp70 se realizaron a partir de secuencias
de las proteinas de M. lusitanicus, H. sapiens y S. cerevisiae. En el caso de M.
lusitanicus, las secuencias fueron obtenidas de la plataforma web del JGI: 80053,
80055, 80057, 83220, 106618, 108439, 112211, 112212, 112382, 113249,
116055, 116289, 116296, 183759, 31506, 76134, 88941, 90308, 143123,
146440, 177367, 185951, 187297, 189067 y 189295 (Corrochano et al., 2016).
Las secuencias de proteinas de H. sapiens fueron obtenidas de la plataforma
web del NCBI: NP _005336.3, NP _005337.2, NP_005518.3, NP_006635.2,
NP _001374860.1, NP_002145.3, NP_055093.2, NP_005338.1, P48741.2,
NP _006588.1, AAH30634.1, NP _079291.2, NP_443202.3, NP_008879.3,
NP_057383.2, NP_001124463.1. Para S. cerevisiae, las secuencias fueron
obtenidas también de la web del NCBI: NP _009396.2, NP_013076.1,
NP_012579.1, NP_010052.1, NP_012500.3, NP_014190.1, NP_009478.1,
NP_011029.3, NP _013473.1, NP_012850.1, NP_010884.1, NP_015219.1,
NP _009728.1 y NP_011931.2 (Goffeau et al., 1996). El alineamiento se llevé a
cabo con MUSCLE (Edgar, 2004) y la construccién del arbol se realiz6 a partir

de 1000 repeticiones (bootstraps) (Felsenstein, 1985) por el método de unién de
vecinos (Neighbor joining) (Saitou y Nei, 1987). Para el calculo de las distancias
evolutivas se us6 el método basado en matrices de Jones-Taylor-Thornton (JTT)
(Jones et al., 1992). Todo el proceso realizo en el programa MEGA X (Kumar et
al., 2018).

Il. 13. Manipulacion de RNA
1. 13. 1. Aislamiento de RNA de M. lusitanicus

El aislamiento de RNA a partir de micelio de M. lusitanicus se realizo
mediante el método rapido del TRIzol (Thermo Fisher), descrito por Vila (2014).

El RNA se resuspendio en 50 pl de agua de biologia molecular.
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II. 13. 2. Sintesis de cDNA a partir de RNA y PCR cuantitativa con

transcriptasa inversa

Previamente a la sintesis de cDNA, se realizo un tratamiento con DNasa,
utilizando la enzima TURBO™ DNase (Invitrogen) para eliminar cualquier traza
de DNA. Para ello, las muestras (5 pg de RNA) se incubaron con 4 U de la Turbo
DNasa, en presencia del inhibidor de RNasas SUPERase-In™ RNase Inhibitor
(Invitrogen), durante 30 minutos a 37 °C. La reaccion se detuvo bajando la
temperatura a 4 °C y afadiendo 7,5 pl de EDTA 50 mM para, a continuacion,

inactivar la enzima mediante calor (10 minutos a 75 °C).

La sintesis de cDNA se llevo a cabo utilizando el iScript™ cDNA Synthesis
Kit (BIO-RAD), siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando 1 pg de
RNA total por cada reaccion. Para confirmar la ausencia de DNA en las muestras
de RNA y que la retrotranscripcidon habia funcionado correctamente, se
realizaron PCR de comprobacion de las muestras de RNA y de cDNA utilizando
los cebadores para la secuencia de interés con el preparado de PCR Megamix
2MM-5 (Microzone).

La PCR cuantitativa con transcripcion inversa (RT-gPCR o quantitative
reverse transcription PCR) se llevd a cabo con el sistema de PCR a tiempo real
de QuantStudio™, utilizando 2x SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) y 300 nmoles de cada cebador (Tabla 2.4.). Las reacciones de PCR
se hicieron en un volumen de 10 pl siguiendo estas condiciones: 10 minutos de
activacion de la polimerasa a 95 °C, 40 ciclos consistentes en 15 segundos a 95
°C (desnaturalizacion) y 1 minuto a 60 °C (alineamiento y elongacién). Se
realizaron tres réplicas de cada muestra y de un control sin DNA. Las eficiencias
de todos los cebadores utilizados fueron similares, por lo que la expresién génica
se obtuvo por el método de delta CT (AACT), normalizando respecto a la

expresion del factor de elongacion 1 (ef-1).

Los datos de los ensayos de RT-gPCR fueron representados con RStudio
(version 1.4.1103, Rstudio, Boston, Massachusetts USA,
http://www.rstudio.com/), utilizando el paquete ggplot2 (Wickham y Chang,

2016). Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor p era < 0,01

en una prueba t de Student de dos colas de muestras desapareadas.
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II. 13. 3. Obtencion y marcaje con radiactividad de ssRNA y dsRNA

Para la obtencién de ssRNA y dsRNA marcado radiactivamente se siguio
el protocolo detallado por Canovas-Marquez et al. (2021). Las secuencias del
SSRNA y dsRNA pertenecen a la secuencia del gen carB, con sentido y
antisentido. El DNA molde para el sSRNA se obtuvo a partir del producto de PCR
del plasmido pMATG679 con los oligos STU y pMAT679-Revl, mientras que para
el dsRNA se utilizdé este mismo fragmento junto con el fragmento de PCR del
plasmido pMAT688 amplificado con los oligos STU y pMAT688-Revl. Para la
transcripcion se utilizé la polimerasa de RNA T7 (Thermo Scientific) y [a-32P]JUTP
para su marcaje tal como se describe en Canovas-Marquez et al. (2021). Se
realiz6 un tratamiento con la DNasa Turbo™ (Invitrogen) durante 15 minutos a
37 °C, para eliminar el DNA, y se pas0 la muestra por una columna de Sephadex
G-50 para descartar los nucledétidos libres.

Il. 14. Manipulacion de proteinas
II. 14. 1. Obtencion de extractos de proteina de E. coli

Cultivos de estirpes de BL21 que portaban vectores de expresion
dependiente de IPTG se crecieron durante una noche a 37 °C se diluyeron 1:100
y se cultivaron a 37 °C hasta que la densidad éptica (D. O.) a 600nm estuvo
comprendida entre 0,6 y 1. En este momento, se afiadid IPTG para lograr una
concentracion final en el medio de 1 mM y se prolong0 el cultivo durante 3 horas
a 30 °C. 50 ml de estos cultivos se centrifugaron a 3000 xg durante 15 minutos
a 4 °C y el precipitado se resuspendio en 5 ml de tampon de union de GST con
benzamidina y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) a una concentracion final de
1 mM. Las células se lisaron mediante sonicacion, realizando 6 pulsos de 15
segundos, con pausas de 30 segundos en hielo entre pulsos, con un sonicador
automatico Labsonic U (B. Braun). Por ultimo, se realiz6 una centrifugacion

durante 30 minutos a 10.000 xg y 4 °C para eliminar los restos celulares.
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II. 14. 2. Purificaciéon de proteinas a partir de extractos de E. coli

Las proteinas de M. lusitanicus se expresaron en E. coli fusionadas a una
etiqueta de GST para facilitar su purificacion. Los extractos de proteina de 5 ml
obtenidos se incubaron con 250 pl de matriz de sefarosa con glutation unido
(Glutathione Sepharose™ 4B, GE Healthcare) durante 90 minutos a 4 °C en
agitacion suave para promover la uniéon de la etiqueta de GST a la matriz. Tras
la incubacion, se realizaron 3 lavados en las mismas condiciones, para después
afadir 1 ml de tampon de elucion de GST, con el que se libera la proteina de la
matriz de sefarosa. Se realizdé una ultima centrifugacion de 500 xg durante 1
minuto para precipitar la matriz de sefarosa, quedando en el sobrenadante la

proteina de M. lusitanicus unida a GST.

Para la liberaciéon de la proteina de la etiqueta GST, se afadieron 20
unidades de trombina, que corta en una secuencia entre la proteina de M.
lusitanicus y la etiqueta GST, y se dej6 en agitacion suave durante una noche a
temperatura ambiente. Esta solucién con la proteina ya eluida se dializ6 en
tampon de union de GST durante 5 horas con el objetivo de eliminar el tampon
de elucién. Posteriormente, se incubd durante 1 hora con 100 ul de matriz de
sefarosa con glutation y 50 pl de matriz de uniéon a trombina (Benzamidine
Sepharose 4 Fast Flow (high sub), GE Healthcare). Tras una nueva
centrifugacion a 500 xg durante 1 minuto para precipitar las matrices con la
trombina y la etiqueta GST unidas, se recupero el sobrenadante, que se dializé

en tampon de dialisis durante 5 horas.

[I. 14. 3. Purificacion por afinidad en tandem

Los experimentos de purificacion por afinidad en tandem (TAP o Tandem
Affinity Purification) se realizaron a partir de 400 mg de micelio congelado,
obtenido tras 24 horas en YNB pH 4,5 con celofan, sembrando 5x104 esporas
por caja. Tras machacar el micelio en mortero con nitrogeno liquido, se dejo las
muestras 30 minutos en hielo en 10 ml de tampon de union de TAP, al que se
afnadieron bezamidinay PMSF a una concentracion final de 1mM cada uno 'y 100
pl de Protease Inhibitor Cocktail for use with fungal and yeast extracts (Sigma).
Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 12.000 xg y 4 °C durante 20
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minutos para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se incub6 durante 2
horas a 4 °C en agitacion suave con 200 pl de esferas de IgG Sepharose™ 6
Fast Flow (GE Healthcare), lavadas previamente con tampon de union de TAP.
Las proteinas no unidas a la matriz se eliminaron mediante centrifugacion a 440
xg durante 2 minutos. El pellet de la matriz se lavo tres veces con 10 ml de
tampon de union durante 10 minutos, eliminando los sobrenadantes mediante
centrifugaciones iguales a las anteriores. Para liberar el complejo unido a IgG,
se afiadieron 2 ml de tampon de elucién de TAP y se incubaron las muestras
durante toda la noche a 4 °C y rotacion suave. Se realizé una centrifugacion de
2 minutos a 440 xg, recuperando el sobrenadante. Se afiadié 6 ml de tampon de
union a calmodulina, 6 pl de CaClz 1 My 200 pl de Calmoduline-Sepharose® 4B
(GE Healthcare), y se incub6 durante 1 hora a 4 °C con rotacion suave. Se
centrifug6 las muestras 2 minutos a 440 xg y se deseché el sobrenadante. Se
realizaron 3 lavados con 10 ml de tampdn de unién a calmodulina. Las esferas
de calmodulina con el complejo unido se pasaron a un tubo eppendorf, se
afiadieron 100 pl de tampdn de elucion de calmodulina y se incubaron en rotacion
suave a 4 °C durante 10 minutos. Las muestras en el tampon de elucion se
incubaron durante 10 minutos a 100 °C y se cargaron en un gel NUPAGE™ 7%,

Tris-Acetate (Invitrogen) para separar y visualizar las proteinas purificadas.

II. 14. 4. Electroforesis de proteinas

Las electroforesis de proteinas se realizaron en geles de poliacrilamida al
10 % en el sistema Mini-Protean® 3 Cell (BIO-RAD) o en el sistema XCell
SureLock™ Novex Mini-Cell (Invitrogen), dependiendo si se utilizaron geles
preparados manualmente o comerciales, respectivamente. A las muestras se les
afiadio tampdn de carga de proteinas (5x) y se incubaron a 100 °C durante 10
minutos para su desnaturalizacion. Posteriormente, se cargaron en el gel
correspondiente y se realiz6 la electroforesis durante 45 minutos a 200 V, usando
el tampon de electroforesis para proteinas. Como referencia de tamarfios se
utilizé el marcador de tamafo PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific).
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II. 14. 5. Ensayo de actividad RNasa in vitro

Para los ensayos de actividad RNasa in vitro se sigui6 el protocolo descrito
en Canovas-Marquez et al., 2021. Los ssRNA y dsRNA, obtenidos a partir de los
plasmidos pMAT679 y pMAT688 y marcados radiactivamente, se incubaron con
las proteinas de interés durante la noche a 30 °C. La degradacion se analiz6 en

geles de poliacrilamida al 16 %.

Il. 15. Rastreo de dos hibridos de levadura de una genoteca de
cDNA de M. lusitanicus

En nuestro laboratorio se construyé una genoteca de cDNA de M.
lusitanicus, utilizando el MRNA de la estirpe M. lusitanicus CBS 277.49 (Silva et
al., 2006). Se utilizé el vector HybriZAP-2.1 (Stratagene), para clonar los cDNAs
fusionados al dominio de activacion (AD) del factor transcripcional GAL4 v,
posteriormente, se escindié la genoteca en el vector fagémido pAD-GAL 4-2.1.
Esta genoteca se utilizd para identificar proteinas que interaccionaran con la
ribonucleasa R3B2 unida al dominio de union al DNA (BD) de GALA4.

II. 15. 1. Titulacion de la genoteca de cDNA y de fagos ayudantes

Para realizar la titulacion de la genoteca y fagos ayudantes se siguieron
las instrucciones del suministrador (HybriZAP-2.1 XR cDNA Synthesis Kit
Instruction Manual, Stratagene). Con el objetivo de obtener un cultivo de E. coli
de la estirpe XL1-Blue MRF’ con una D.O. a 600 nm comprendida entre 0,7y 1,
se inoculo esta estirpe en medio NZY con 0,2 % de maltosa'y 10 mM de MgSOa,
incubandose a 37 °C y 250 r.p.m. durante 4-6 horas. Estos cultivos se
centrifugaron a 500 xg durante 10 minutos, y después se resuspendieron en una
solucién de 10 mM MgSO4 hasta diluir las células a una D.O. a 600 nm de 0,5.
200 pl de estas células se inocularon con diferentes diluciones de fagos en TE,
incubandose durante 15 minutos a 37 °C para promover la adsorcion del fago a
la célula. A continuacion, se afiadieron 3 ml de agar de cobertera (medio NZY) a

cada una de las mezclas y se sembraron en cajas de NZY, que se incubaron a
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37 °C hasta el dia siguiente, cuando se realizdé el conteo de las unidades
formadoras de placa por pl (u.f.p/ul).

II. 15. 2. Amplificacion de los fagos ayudantes

La amplificacion de los fagos ayudantes, necesarios para la escision del
vector, se realiz6 inoculando una colonia de la estirpe de E. coli XL1-Blue MRF’
en 10 ml de medio 2xYT. El cultivo se mantuvo en agitacién a 250 r.p.m. y 37 °C
hasta que alcanzé una D.O. a 600 nm de 0,3. Teniendo en cuenta que esta
densidad 6ptica corresponde a 2,5x108 células/ml, se afiadieron fagos ayudantes
en una relacion 20:1 (fago:célula). Se mantuvo el cultivo a 37 °C durante 8 horas,
y después se calent6 a 65 °C durante 15 minutos para lisar las células. Tras una
centrifugacion a 500 xg para eliminar los restos celulares, se recuperd el
sobrenadante y se procedi6 a la titulacion de los fagos. Se afadié

dimetilsulféxido para su conservacion a -80 °C a una concentracion final del 7 %.

II. 15. 3. Escision de la genoteca de fagémidos de M. lusitanicus

Siguiendo las instrucciones del suministrador, para la escision de los
fagémidos se prepararon dos cultivos de E. coli de las estirpes XL1-Blue MRF’ y
XLOLR. Estos cultivos crecidos a 30 °C y 250 r.p.m. durante la noche se
centrifugaron a 500 xg y las células se resuspendieron en MgSOa4 (10 mM) hasta
guedar en una D.O. a 600 nm de 1. A continuacion, se realizé una dilucion 1:200
de las células en medio NYZ suplementado con maltosa (0,2 %) y 10 mM de
MgSOs4, y se incubaron a 250 r.p.m. y 37 °C hasta que alcanzaron una D.O. a
600 nm de 0,3-0,4. En el siguiente paso, las células XL1-Blue MRF’ y XLOLR se
resuspendieron en MgSOa4 (10 mM) para obtener una D.O. a 600 nm de 5y 1,

respectivamente. Para la escision se utilizo:
-107 u.f.p. de la genoteca de cDNA.
-108 células de la estirpe XL1-Blue MRF’.

-10° u.f.p. de los fagos ayudantes.
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Esta mezcla se incub6 durante 15 minutos a 37 °C para permitir la
adsorcion de los fagos y después se afadio 20 ml de medio LB. Este cultivo se
mantuvo en agitacion a 120 r.p.m. y 37 °C durante 3 horas. Se calent6 a 70 °C
durante 20 minutos para lisar las células y se centrifugé 10 minutos a 500 xg
para eliminar los restos celulares. Se recuperd el sobrenadante donde se

encontraban los fagémidos escindidos.

Para la titulacién de estos fagémidos se utilizaron las células del cultivo de
XLOLR mencionado anteriormente. Mezclas de 200 pl de este cultivo y distintas
diluciones en TE de los fagémidos escindidos se incubaron a 37 °C durante 15
minutos y se sembraron en placas con medio LB con ampicilina (100 pg/ml). Se
incubaron toda la noche a 37 °C y al dia siguiente contaron las unidades
formadoras de colonia por microlitro (u.f.c./ pl).

II. 15. 4. Amplificacion de los fagémidos escindidos

Por ultimo, antes de la transformacion en levaduras, era necesario la
amplificacion de los fagémidos escindidos, para lo que se genera un cultivo de
XLOLR en las mismas condiciones que el apartado anterior, a los que se le
afiadi6é una décima parte de fagémidos escindidos. Se realizé una incubacion de
15 minutos a 37 °C, para después inocular estas células en un cultivo de LB
suplementado con ampicilina a 100 pg/ml. Se incub6 este cultivo durante 9 horas
a 37 °C y 250 r.p.m., hasta que alcanz6 una D.O. a 600 nm de 0,3. Tras
centrifugar las células 10 minutos a 500 xg, se realizé una purificacion de DNA

por el método mencionado anteriormente de Holmes y Quigley (1981).

Il. 16. Ensayos de virulencia en raton

Los ensayos de virulencia se realizaron con grupos de 10 ratones macho
de 4 semanas de la estirpe OF-1 (Charles River, Criffa S.A., Barcelona, Espafia)
por estirpe de M. lusitanicus. El peso de cada raton rondaba los 30 gramos. Los
ratones se inmunosuprimieron, mediante inyeccién intraperitoneal con
ciclofosfamida (200 mg/kg), dos dias antes de la infeccién y cada cinco dias

desde la primera inmunosupresion. La infeccion se llevé a cabo con 1x10°
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esporas por inyeccién intravenosa, siguiendo la evolucién de los ratones durante
20 dias. Los ratones se encontraban bajo condiciones controladas y tenian libre
acceso a agua y comida. A los animales supervivientes al final del ensayo se les
realizo la eutanasia por inhalacion de CO2. El ensayo de supervivencia se
represento usando el estimador de Kaplan-Meier (GraphPad Prism version 8.0.0
para Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA,

www.graphpad.com). Las diferencias se consideraron significativas cuando el

valor p era < 0,05 en una prueba de Mantel-Cox.
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lll. 1. Identificacion de nuevos componentes en el silenciamiento

génico de M. lusitanicus

Durante los ultimos afios, nuestro grupo ha identificado los diferentes
componentes que forman parte del silenciamiento génico de M. lusitanicus
(Nicoléas et al., 2007; de Haro et al., 2009; Nicolas et al., 2010; Calo et al., 2012;
Cervantes et al., 2013; Trieu et al., 2015; Calo et al., 2017). Ademas de estos
elementos, se han identificado las diferentes rutas que forman parte de este
mecanismo de silenciamiento, las cuales realizan distintas funciones (Nicolas et
al., 2003; Nicolas et al., 2010; Calo et al., 2014; Trieu et al., 2015). Entre todas
las proteinas que participan en el silenciamiento génico de M. lusitanicus, R3B2
ha despertado un gran interés, no solamente por ser la pieza principal de la ruta
NCRIP, sino también por su peculiar estructura que, como se ha mencionado
anteriormente, solo se habia observado en A. thaliana dentro del reino eucariota
(Trieu et al., 2015).

El descubrimiento de una ruta de silenciamiento distinta a las previamente
descritas, que era independiente de la ribonucleasa Dicer, unido al protagonismo
en ella de R3B2, una nueva ribonucleasa que resulta singular en la naturaleza
ya que esta conservada en Mucorales y degrada ssRNA pero no dsRNA in vitro,
despertd el interés por profundizar mas en el estudio de esta nueva ruta no
canOnica y, por lo tanto, de R3B2. Un primer paso consistio en la busqueda e
identificacion de nuevas proteinas que interaccionasen con R3B2, con la
intencidn de caracterizar posteriormente los componentes de esta nueva ruta de

silenciamiento génico.

. 1. 1. Estrategias para la identificacion de nuevos genes del

silenciamiento génico en M. lusitanicus

lll. 1. 1. 1. Purificacién por afinidad en tAndem

La primera estrategia que se utilizo para identificar el interactoma de R3B2
fue una purificacion por afinidad en tandem utilizando la proteina R3B2 fusionada
a la etiqueta TAP, que esta formada por un péptido de union a calmodulina

(CBP), un punto de escision para la proteasa del virus de grabado del tabaco
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(TEV) y dos dominios de la proteina A de Staphylococcus aureus, que se unen
a IgG. Para ello, fue necesario generar un plasmido con una construccion que
contuviera el gen r3b2 unido a la secuencia que codifica esta etiqueta vy,
posteriormente, una estirpe de M. lusitanicus que tuviera integrada esta
construccion en su genoma. El objetivo era purificar la proteina de fusion a través
de las propiedades de la etiqueta para asi aislar las proteinas que interaccionan
con R3B2. Para la sobrexpresion se utilizd un promotor potente, el del gen zrtl
(que se suele utilizar en nuestro grupo con este fin). Las estirpes generadas,
MU901 y MU903, a pesar de llevar el gen r3b2 fusionado al gen que codifica la
proteina TAP, bajo el control de dicho promotor, mostraron una expresion de la
proteina de fusion muy baja, impidiendo la purificacion de R3B2 a partir de

extractos de proteinas de estas estirpes.

Ill. 1. 1. 2. Sistema de doble hibrido de levaduras

Tras las dificultades para la expresion de R3B2 fusionada al TAP, se siguio
una segunda estrategia utilizando el ensayo del doble hibrido de levadura, en el
que se utilizé la proteina R3B2 como cebo para rastrear una genoteca de cDNA
de M. lusitanicus (Silva et al., 2006). Para realizar el rastreo se utiliz el vector
PMAT1979 (Canovas-Méarquez et al., 2021) que expresa la proteina R3B2
fusionada al dominio BD del factor de transcripcion GAL4. La genoteca de cDNA
se construyo previamente en nuestro laboratorio a partir de mRNAs aislados de
la estirpe silvestre CBS277.49 de M. lusitanicus tras un pulso de luz de 20
minutos, clonando los cDNA correspondientes en el vector pAD-GAL4-2.1
(Stratagene) que los expresa fusionados al dominio AD del factor de
transcripcion GAL4 (Silva et al., 2006).

El ensayo de doble hibrido de levaduras pretende la identificaciéon de
proteinas que interaccionan con una proteina de interés. El principio en el que
se basa este experimento es la activacion de la expresion de genes chivatos,
que solo se produce cuando las proteinas unidas a BD y a AD interaccionan
entre si, lo que hace que los dos dominios estén proximos y se pueda producir
la accion activadora del factor de transcripcion GAL4. En este caso, la proteina

R3B2 unida a BD se utiliza como proteina “cebo”, mientras que al dominio AD se
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fusionan las proteinas “presa” producidas por la genoteca de cDNA de M.
lusitanicus (Figura 13). La estirpe de S. cerevisiae PJ69-4a, a la que se introdujo
previamente el vector pMAT1979 que porta el gen que codifica la proteina cebo,
se transformo con la genoteca. La incubacion en medio selectivo, SD-WLH con
1mM de 3AT, permite el crecimiento solo de aquellas células que hayan
incorporado un plasmido de la genoteca que produzca una proteina presa que
interaccione con R3B2, porque solo en ese caso se producira la expresion del
gen his3 (deshidratasa de imidazoleglicerol-fosfato) que esta bajo el promotor
del gen gall en la estirpe de levadura PJ69-4a.

Para la realizacion de este ensayo de doble hibrido fue necesaria la
titulacion de los fagos de la genoteca y los fagos ayudantes, necesarios para la
escision del vector. En la titulacién de los primeros se obtuvo un conteo de
2,1x10% u.f.p/ul, y en la de los fagos ayudantes, para los que fue necesaria su
amplificaciéon, 6,1x10° u.f.p/ul. Posteriormente, se realiz6 la escision del
fagémido pAD-GAL4-2.1 (véase apartado Il. 15. 3. de Materiales y Métodos),
necesaria para la transformacion de levaduras. La titulacion de las particulas de
fagémido escindidas fue de 2,1x10° u.f.c./ ul, una concentracién suficientemente

alta para realizar la transformacion de levaduras.

Con el objetivo de tener una estimacion del namero total de células
transformadas, se sembro6 un pequefio volumen de la mezcla de transformacién
(2 ul) en medio selectivo SD-WL. En este medio creceran todas aquellas células
gue portan tanto el plasmido que expresa la proteina “cebo” como el que expresa
la proteina “presa”, independientemente de que se produzca interaccion entre
las proteinas, lo que nos permite estimar el nimero de células de levadura que
han incorporado ambos vectores. Este control de transformaciéon determiné que
el nimero total de células que habian sido transformadas con ambos plasmidos
fue de 7,6x10°. Teniendo en cuenta la Ultima secuenciacion y caracterizacion
total del genoma realizada en M. lusitanicus (Mucor lusitanicus CBS277.49 v2.0;

https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html), el nUmero total de

genes que presenta es de 11.719. Estos datos sugieren que el transcriptoma al
completo del hongo debe haber quedado representado en este experimento de

transformacion.
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Figura 13. Sistema de doble hibrido de levaduras. A) Para la deteccion de
interacciones se generd la proteina R3B2 fusionada al dominio BD de GAL4 y las
proteinas representadas en la genoteca fusionadas a su dominio AD. B) La interaccién
de R3B2 con una de las proteinas “presa” debia inducir la transcripcién de los genes

chivato.

Tras 3 dias de incubacién a 30 °C de las células transformadas en medio
selectivo para la interaccion, se obtuvo un total de 15 colonias. Se utilizaron
cultivos de estas colonias para aislar los plasmidos que derivaban de la
genoteca, con los que se transformdé mediante electroporacion E. coli,
seleccionandose las colonias que incorporaron los plasmidos correspondientes
en medio LB con ampicilina. Se aislaron un total de 11 plasmidos.

Como cada transformante de S. cerevisiae pudo haber incorporado mas
de un plasmido de la genoteca, se volvio a transformar la estirpe de S. cerevisiae
que poseia el vector pMAT1979 con cada uno de los diferentes plasmidos
aislados. Se trataban de 5 plasmidos diferentes, algunos de ellos encontrandose
en mas de un transformante. Estos transformantes se sembraron de nuevo en
medio selectivo, SD-WLH con 1 mM de 3AT, para comprobar qué plasmidos
aislados eran los responsables de la activacion de la transcripcion del gen
chivato his3 que permite el crecimiento de la levadura en el medio selectivo.

76



I1l. Resultados

Una vez confirmada la interaccion de las proteinas “presa” expresadas por
7 de los plasmidos, estos se secuenciaron para identificar los genes clonados en
cada uno de ellos y se comprob6 que estaban en fase con el AD de GAL4.

Finalmente fueron dos los genes identificados:

-El gen con ID 80729, que corresponde al propio r3b2, aislado a partir de
4 colonias diferentes. Este era un resultado esperado, ya que se conocia que
R3B2 dimerizaba (Canovas-Marquez et al., 2021), y que valia la utilidad del
rastreo de la genoteca de cDNA en el sistema de dos hibridos de levadura para

identificar proteinas que interaccionan con R3B2.

-El gen con ID 112212 aislado a partir de 3 colonias diferentes. En este
caso se trata de un gen que codifica una proteina con similitud de secuencia con
proteinas de choque térmico de la familia Hsp70, cuya caracterizacioén funcional

se convirtié en el objetivo principal de esta tesis.

lll. 2. Caracterizacion del gen 112212 (hspAl2a)

[ll. 2. 1. Caracterizacion del gen hspAl2a de M. lusitanicus

La secuencia del gen con ID 112212, nombrado como hspAl2a por su
similitud a patrones humanos (véase apartado Ill. 2. 2), del genoma de M.
lusitanicus (CBS277.49 v2.0;
https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html) consta de 1.994 pb,

agrupadas en 5 exones y 4 intrones. La region codificante esta formada por 1.713
pb, dando lugar a una proteina de 570 aminoacidos (Figura 14). La proteina que
codifica este gen, al igual que todos los miembros de la subfamilia de Hsp70 al
que pertenece (véase apartado 111.2.2), presenta un dominio NBD con baja
identidad respecto al que presentan el resto de las subfamilias Hsp70, y carece
de un dominio SBD tipico. En el mecanismo alostérico de las Hsp70, el dominio
NBD de estas proteinas es el encargado de la unién e hidrélisis de ATP,
permitiendo la unién al sustrato del dominio SBD, que en estas HspAl12 no se
encuentra presente (Brocchieri et al., 2008; Rosenzweig et al., 2019). Este
dominio NBD de HspAl2a posee 397 aminodcidos, localizandose entre el

aminoacido 10 y el 406, ambos incluidos.
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ATGATAGGCATCAAGGACAACTACAAGGTGGTGATTTCGTACGATTTTGGAACCACATT
M I 6 I K D N Y K V Vv I S Y D F G T T F
CTCAGGTGCTTCTTACGCCTTTACTCACAATACCACGCCTGAAGTATTCGATGTACAAA
s G A S Y A F T H N T T P E V F D V Q
AATGGTAACATGGCACACATTTTGTTTATTATTTAGCATACTCAATTGACGACTACAGG

K W
CCTCACAAAGGTGGCAGCTTCTACCCGAAGACGCCCTCTATATCAGCATACAAACGCTC
p H K 6 G S F ¥y P K T P S I S A Y K R S
AGACCCTGCTACTATGGTCGAGTGGGGCCATGCTGCCAAGAAGTTGATGCTTAAACCAC
b p A T M V E W G H A A K K L M L K P O
AAGCTGCCAAGGAAAACATAATTTTGTCAAACTTCAAACTCAATCTCGATGAGTCTCTG
AAA K E N I I L $S N F K L N L D E S L
CATAGAGGCGTTGCTGAAAACCACAGGTACACTATGCCACACTCACTATGCATGATCCG
H R G vV A E N H R
GCTTGCTGATACCAGATGTAGATCGTCGGTCAGCAACATTGCAGACTATTTGAAGGCGC
s s v s N I A D Y L K A L
TCCACAAACATGTTGTGGAAGACGTGACCAAGGGTTTCGCCAAGAACTACGATCCTGAT
H K H v v E D v T K G F A K N Y D P D
ACCTTTCGCTACTGCCTGACTGTGCCAGCCATGTGGTCTGATCTCGCAAAGCATTCCAT
T P R ¥y C L T Vv P A M W S D L A K H S M
GAGAAAAGCAGCTGTGATGGCAGGACTGATCAAGCAAAACGACCCGCAGGACAGACTGA
R K A A V M A G L I K O N D P O D R L I
TACTGATATCAGAGCCCGAAGCTGCTGCACTGTACTGTGAACGTATGTGCGAGCAAGTC
L I s E p E A A A L Y C E R M C E Q V
AATCTCAAGAAGGGGGATCGCATGCTGATCTGTGATGCGGGCGGTGGCACCGTGGATCT
N L K K G D R M L I C D A G G G T V D L
GATTGTGTTTGAAGTCATTGATGATAGAATACAGAGCAACAACCGGCTAAAGGAGGTAA
I v » E V I D D R I 0 S N N R L K E V T
CAAAAGGCATCGGCGAGAGCTGTGGCAGTGTGTTTCTGGATGAAAAATTCAAGGCATTG
K 6 I G E S ¢ GG s VvV F L D E K F K A L
ATGCAAGAGAAGCTGGGTGATCAGGCCAAGACCTTGCCGGCTGCGGCCATGAACAACCT
M 0 E K L. 6 D oo A K T L P A A A M N N L
GATGGATCAGTTTGTGGATAACATCAAGCCAGAATTTGATGGTTTAGACGACCAATATC
M D QO F V D N I K P E F D G L D D QO Y L
TCAGTTTGCCAGTCTCCATCAGCTTGGACGAGTTGAATACAGAAGACGATTGCTTGGAC
s L p Vv 5§ I § L D E L N T E D D C L D
GAGGGCACCATGGCACTGAGAGCAGATGAATTAAAGGAGAAGGTGTTTGAACCGGTTGT
E G T M A L R A D E L K E K V F E P V V
GGAGCGCGTGGTAAGTCAACTGTTGATAGAATGGCTGTGTGAGAGAGAAATGGCTCACA
E R V
ATGCTCTCCTTGATAGATTGCACTATTGGAAAAGCAATACAACGCTGTGCCTGACAAGC
I A L L E K 0 Y N A V P D K R
GAGTGTCATGCATTTTTTTGGTGGGTGGATTTGGGTCGTCCAATTACCTGTTTCAACGC
v s ¢ I F L V. G G F G s 8 N Y L F O R
GTGCAAGAAGTGTTTGAATCAAGAGTGGGCCAAGTGCTGTGTCCCCCAAGAGCTGCCAT
v 9 B VvV F E S R V G 0 v L. C P P R A A M
GGCAGTGGTGCGTGGTGCTGTCTATTTTGGGCTAAATCCACGGGTCATTACATCCAGAG
AV VvV R G AV Y F G L N P R V I T S R V
TGTCTCGTCGCACCTATGGCATCAATGCTGGCTTACCCTTTGACGACAAGCTGGATCCC
s R R T Yy 6 I N A G L P F D D K L D P
ATTTCCTCTCGCGTGGTTCGACCAGACGGTAGTATTCGTTGTACATCGCGATTCCTGGT
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r s s R Vv VvV R P D GG s I R C T S R F L V
GTTTGTCAAGAAAGGAGACGAGCTGCCCGTAGATCATTGCATACGCGAAAGAATGTTTG
F V X K 6 D E L P V D HCTI R E R M F V
TCTATTACGGCACCATGAAGGCAACGGATATCATGCTGTATGCCACGGACGAGGATAAA
Yy vy 6 T M K A T D I M L Y A T D E D K
GAGCCCCGCTATTTCGATGAGCCCAATGTCAAGCAAGTCGCCGCTATTTCAGTGCCTAT
E P R Y ®F D E P NV K O V A A I S V P I
ACCACAACTGCCCGATGTGATCCATGGAGAGCGTATTGCATATACTGTCAGGTAATAAG
p o L p DV I H G E R I A Y T V R
TACTGTGTATATCTCAACTGTCTTGCTCATGCCTCCTTGTCACTGTATAGAATGTATTT
M Y F
TGGACTGACTGAAATTCGCATGGAAGCTGATTTTGGCACTGGCATCATTCACAAGGTGC
G L T EE I R M E A D F G T G I I H K V
AATGCAATTTTGATGCTTTCGACAAGTACGATACCGAGGAAGCCACATCAACTTGA
Q ¢ N F DA F D K Y D T EE AT S T *

Figura 14. Secuencias codificante y de aminoacidos del gen hspAl2a. Se muestran
las secuencias de los exones (rojo), intrones (azul) y de aminoacidos (negro). Se resalta
la secuencia de aminoacidos correspondiente al dominio NBD (amarillo). Se muestran
en negrita los posibles sitios de unién a nucleétido conservados en las HSPA12

humanas.

[ll. 2. 2. Andlisis filogenético de la proteina HspAl12a de M. lusitanicus

El gen hspAl2a estaba anotado en el genoma de M. lusitanicus dentro de
la superfamilia de las chaperonas moleculares Hsp70. En el reino de los hongos,
S. cerevisiae ha servido como modelo para el estudio de las Hsp70. Como se ha
mencionado anteriormente (apartado I. 3. 2), esta levadura posee 14 genes que
codificaban proteinas de la familia Hsp70 que se han agrupado en 7 subfamilias
(Morano et al., 2012; Kominek et al., 2013). Una busqueda de genes homologos
al gen hspAl2a de M. lusitanicus en el genoma de S. cerevisiae, con ayuda de
la herramienta Blastp del NCBI (Altschul et al., 1997), no produjo ningun
resultado. En cambio, la misma busqueda contra toda la base de datos del NCBI
reveld que la proteina de M. lusitanicus pertenece a la subfamilia de chaperonas
HspA12, que estd ausente en S. cerevisiae. Esta subfamilia de Hsp70 se habia
descrito en otros organismos, como H. sapiens, donde es una de las 7
subfamilias en las que se clasificaron los 17 genes de humanos (Brocchieri et
al., 2008).
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Un andlisis filogenético con las proteinas HSP70 de H. sapiens, S.
cerevisiae y la proteina identificada en M. lusitanicus (Figura 15) mostro que las
distintas familias de las dos primeras especies son similares entre ellas, salvo
algunas excepciones, como la familia HSPA12. La proteina identificada en M.
lusitanicus tiene una gran similitud con las proteinas HSPA12 de humanos,
formando un grupo muy distanciado del resto, lo que indica una gran
conservacion de esta familia de Hsp70 en aquellos organismos donde esta
presente. Esta Hsp70 identificada en M. lusitanicus fue nombrada como
HspA12a, por su similitud con la subfamilia de humanos. S. cerevisiae no es el
anico hongo donde no se encuentra esta subfamilia, ya que tampoco aparece en

otras especies como C. glabrata, N. crassa y S. pombe (Brocchieri et al., 2008).

Para identificar todos los genes que cifran posibles proteinas Hsp70 en M.
lusitanicus se realizé una busqueda en el genoma de M. lusitanicus utilizando las
secuencias de las proteinas Hsp70 de H. sapiens, apareciendo un total de 25
genes distintos. El analisis filogenético elaborado con estas posibles proteinas
Hsp70 de M. lusitanicus y las conocidas de H. sapiens (Figura 16) mostré una
clara expansion en el numero de miembros de la familia HspA12, clasificados en
el grupo |, en el hongo. Mientras que en H. sapiens solamente dos de sus 17
Hsp70 quedaron clasificadas en este grupo I, en M. lusitanicus son 14 de un total
de 25 proteinas Hsp70. El resto de los grupos presentaron una variabilidad
mucho menor, mostrando numeros de miembros similares entre ambas
especies. No obstante, cabe destacar que M. lusitanicus no presenta genes del
grupo V y que las proteinas de los genes 143123 y 187297, que comparten una
alta similitud con las proteinas del grupo VI y del grupo VIl (cuyos miembros
también muestran una gran similitud entre ellas), han evolucionado por una via

diferente a estos grupos, no pudiendo clasificarse en ninguno de ellos.
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Figura 15. Andlisis filogenético de la Hsp70 identificada en M. lusitanicus. Este

arbol muestra las distintas Hsp70 identificadas en H. sapiens y S. cerevisiae, ademas

de la Hsp70 identificada en el ensayo de interaccion con R3B2 de M. lusitanicus

(diferenciadas por los colores de las ramas). Se indican las distancias filogenéticas,

representadas por la longitud de las ramas, y el soporte de las mismas, mostrado

numéricamente (1000 bootstraps). Este arbol filogenético se elabord por el método de

union de vecinos (Neighbor joining) y las distancias evolutivas se estimaron por el

método basado en matrices de Jones-Taylor-Thornton (JTT).
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Figura 16. Analisis filogenético de las distintas Hsp70 de M. lusitanicus. Este arbol
muestra las Hsp70 que posee M. lusitanicus, junto a las de H. sapiens (diferenciadas
por los colores de las ramas). En la clasificacion elaborada de las Hsp70 humanas por
Brocchieri et al. (2008) se han incluido las identificadas en M. lusitanicus. Se indican las
distancias filogenéticas, representadas por la longitud de las ramas, y el soporte de las
mismas, mostrado numéricamente (1000 bootstraps). Este arbol filogenético se elabord
por el método de union de vecinos (Neighbor joining) y las distancias evolutivas se

estimaron por el método basado en matrices de Jones-Taylor-Thornton (JTT).

La expansién observada de los genes hspAl2 en M. lusitanicus sugiri6 la
posibilidad de que confiriese alguna ventaja evolutiva a este hongo. Con el
objetivo de analizar si este tipo de expansiones eran exclusivas de M. lusitanicus
o habian ocurrido en otros organismos, se realiz6 una busqueda exhaustiva de
proteinas con similitud en la base de datos de ENSEMBL, utilizando el servidor
web de HMMER (Potter et al., 2018). Existe un gran numero de organismos
donde el nUmero de estos genes se ha incrementado, aunque la distribucion de
estos genes en los distintos grupos es muy variable (Figura 17). Aunque en el
reino fungi existe un aumento de los genes hspAl2, es en el orden
Mucoromycota donde se observa una mayor expansion de estos genes,
destacando algunas especies como Rhizophagus irregularis, Rhizophagus
cerebriforme o P. blakesleeanus. Ademas, otros organismos también presentan
un gran numero de estos genes, en muchas ocasiones diferencidandose del resto
de especies de sus grupos filogenéticos. Es el caso de especies como

Crassostrea gigas o X. maculatus.

En algunos casos la expansion en numero de miembros de genes podria
explicarse por duplicaciones gendémicas, pero en otros casos es muy probable
gue sean resultado de duplicaciones de segmentos del genoma debido al
elevado namero de genes y a la presencia de agrupaciones de estos genes en
una region del genoma (Figura 18). Este fenOmeno de agrupacion génica se
encuentra en especies que poseen un gran numero de genes hspAl2 como M.
lusitanicus, X. maculatus o P. blakesleeanus (14, 20 y 34 genes,

respectivamente).
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Figura 17. Representacion del numero de genes hspAl2 por especies. En este
arbol filogenético se presentan los nimeros de genes hspA12 identificados en especies
representativas de los principales grupos filogenéticos del planeta. Se muestran las
especies con un mayor numero de genes de los grupos filogenéticos representados,
incluyendo algunas que muestran la media de genes de esos grupos y otras especies
representativas o modelos de estudio. En hongos se muestran especies de cada una de
las clases que componen los grupos representados. Los grupos no representados en el
arbol carecen de especies con genes para las HspA12.
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M. lusitanicus

P. blakesleeanus

X. maculatus

hspA12 hsp40 Otros genes

Figura 18. Contexto genémico de algunos genes hspA1l2 en diferentes especies.
Representacion grafica del contexto genomico de algunos genes hspAl2 en M.
lusitanicus, P. blakesleanus y X. maculatus, que sugieren una duplicacién segmental.

En azul oscuro se representan regiones intergénicas.

lll. 2. 3. Caracterizacion de las interacciones de la proteina HspAl2a con

R3B2y con otras proteinas del silenciamiento génico de M. lusitanicus

Una vez se identifico la interaccion entre las proteinas HspAl2a y R3B2,
los siguientes pasos consistieron en caracterizar qué dominios de ambas
estaban implicados directamente en esa interaccion y determinar si la chaperona
interacciona con alguna de las proteinas, previamente identificadas, implicadas
en el silenciamiento génico de M. lusitanicus, mediante el uso del sistema de

doble hibrido de levaduras.

En nuestro laboratorio se dispone de una coleccion de levaduras con
distintos plasmidos, que expresan algunos de los genes del silenciamiento
génico de M. lusitanicus fusionados a los dominios AD y BD de GAL4. Durante
este trabajo fue necesario generar algunos plasmidos adicionales (Tabla 3) y
algunas de las estirpes de levaduras para completar la coleccion necesaria para

analizar todas las interacciones previstas. Las interacciones se analizaron
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mediante cruzamientos entre estirpes a y a de la estirpe PJ69-4 de S. cerevisiae
(Figura 19), que expresaban las proteinas a analizar fusionadas a los dominios
AD y BD de GALA4, respectivamente. La existencia de interaccion se determiné
mediante siembras de los diploides resultantes en medios selectivos para la
interaccion (SD-WLH y SD-WLA) (véase Apartado Il. 6. de Materiales y Métodos
para una descripcion detallada de este procedimiento). El estudio de la
interaccion con proteinas del silenciamiento confirmé la interaccion observada
entre las proteinas R3B2 y HspAl2a completas, pero no se detectd ninguna otra
interaccién entre esta Hsp70 y el resto de las proteinas identificadas en M.

lusitanicus que estan vinculadas con el silenciamiento génico (Figura 19A).

El andlisis de la interaccion de HspAl2a con diferentes regiones de la
proteina R3B2 (Canovas-Méarquez et al., 2021) (Figura 19B) permitié determinar
que la regién de R3B2 implicada en la interaccion con HspAl2a es la regién N-
terminal (llamada NTF), la cual contiene el dominio RNasa Il (fragmento F18) y
el primer dominio de unién a RNA de doble cadena (fragmento F14) (Figura 19A).
El hecho de que HspAl2a no interaccione con ninguno de estos dos dominios
por separado (Figura 19A) puede deberse a que ambos son necesarios para que
se produzca la interaccion, o a que existe una pequefia secuencia de la proteina
gue se encuentra entre ambos que se rompe al dividir el fragmento NTF. Para
estudiar la interaccion de R3B2 con los dominios de HspA1l2a se tuvo en cuenta
la estructura general de este tipo de proteinas Hsp70, previamente descrita
(Apartado I. 3. 1.) (Figura 19C), y se generaron plasmidos y estirpes de levadura
que expresaban el dominio de unién a nucledétido y otros que expresan la region
correspondiente al dominio de uniéon a sustrato, aunque este Ultimo no se
mantiene conservado en la familia de las chaperonas HspA12. El analisis con
estas estirpes reveld que la region de HspAl2a implicada en la interacciéon con
R3B2 es la SBD (Figura 19D), que corresponde al extremo carboxilo terminal
(Figura 19C).

Por dltimo, se realizé un ensayo para comprobar si HspAl2a interacciona
consigo misma. La ausencia de crecimiento de los diploides que expresaban
simultaneamente la proteina fusionada al dominio AD y BD de GAL4 en los
medios selectivos para la interaccion (Figura 19E) sugiere la proteina HspAl2a

no forma dimeros (Figura 19E).
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Figura 19. Ensayo de interaccién por doble hibrido de la HspAl2ay las proteinas
del silenciamiento. A) Ensayo de interaccion de la proteina HspAl2a con las proteinas
del silenciamiento génico en M. lusitanicus y distintos fragmentos de la proteina R3B2,
para determinar la region especifica de esta proteina implicada en la interaccion. Los
medios utilizados para el crecimiento de las levaduras fueron SD-WLA (-A) para
seleccion de interaccion fuerte, SD-WLH con 2,5 mM de 3AT (-H) para seleccion de
interaccion mas débiles y SD-WL (+) como control de la presencia de los dos plasmidos
en los diploides. B) Estructura de dominios de R3B2 y las diferentes regiones de esta
proteina utilizadas en el ensayo de interaccion. C) Estructura de dominios de HspAl12a
y los diferentes fragmentos de esta proteina utilizadas en el ensayo de interaccion. D)
Ensayo de interaccion de R3B2 con HspAl2ay dos fragmentos de esta, para determinar
la region implicada en la interaccion. E) Ensayo de interaccion de HspAl2a consigo
misma. Como control positivo de interaccion se incluyeron diploides de levadura

expresando R3B2 fusionada tanto al dominio AD como BD del GALA4.
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lll. 3. Generacion de mutantes para el gen hspAl2a y su

caracterizacion fenotipica
[ll. 3. 1. Delecién del gen hspAl2a de M. lusitanicus

Para la delecion del gen hspAl2a fue necesaria la construccion de un
fragmento de DNA que contenia el gen pyrG, el cual complementa la auxotrofia
para el uracilo de la estirpe MU402 (pyrG-, leuA"), flanqueado a ambos lados por
aproximadamente 1 kb de las regiones adyacentes al gen hspAl2aen el genoma
del hongo. Esta construccion se genero a partir de una PCR de fusion, en la que
se utilizaron fragmentos de DNA de las dos regiones adyacentes al gen hspAl2a
y del gen pyrG, anteriormente amplificadas por PCR. Para la amplificacion de los
fragmentos adyacentes a hspAl2a se utilizaron los cebadores Chap UFow
(EcoRI) y Chap URev (pyrG), para la regién aguas arriba, y Chap DFow (pyrG)
y Chap DRev (Hindlll), para la region aguas abajo (Tabla 4). Para amplificar el
gen pyrG se utilizaron los cebadores pyrGFow2kb y pyrGRev2Kb (Tabla 4). Esta
PCR de fusién dio como resultado un fragmento de DNA de aproximadamente 4
kb, que fue utilizado en la transformacion de M. lusitanicus. La transformacion de
protoplastos de M. lusitanicus con este fragmento de DNA buscaba que,
mediante recombinacion homodloga por las regiones adyacentes del gen

hspAl2a, se reemplace este gen por el gen pyrG (Figura 20).

Protoplastos multinucleados de la estirpe MU402 (leuA, pyrG) se
transformaron con el fragmento de DNA construido para la delecion. Tras la
siembra en medio selectivo (MMC 3,2 sin uridina y con 0,5 M de sorbitol), se
obtuvieron 7 transformantes, a los que se les realizé una serie de ciclos
asexuales de crecimiento (pases) en medio selectivo (MMC 3,2 sin uridina) para
favorecer un enriguecimiento en nucleos que han incorporado el fragmento de
DNA, con el objetivo de obtener estirpes homocariontes con todos sus ndcleos
transformados. De los 7 transformantes obtenidos se analizé su DNA para
determinar si se habia producido la delecion del gen hspAl2a y eran
homocariontes para la misma, siendo 2 los transformantes en los que se
identifico esta delecion. El nimero de pases que se realizaron para favorecer la
homocariosis de nucleos transformados fueron 6 y 10 para las dos estirpes

seleccionadas.
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Figura 20. Procedimiento de obtencién de mutantes en M. lusitanicus. Los bloques
azules representan las regiones de 1 kb que flanquean al gen hspAl2a. La doble
recombinacion (aspas) por estas regiones produce la sustitucion de ese gen por el

marcador pyrG.

Para comprobar la delecion del gen se realizé6 una PCR utilizando un
cebador del gen pyrG (PyrG-R2) y otro del locus hspAl2a, que hibridaba fuera
de las regiones de este gen presentes en el fragmento de delecion (ExtFowChap)
(Figura 21A). Esta PCR permite comprobar la delecién del gen, ya que solo es
posible que se produzca amplificacion, con un producto de PCR de tamafio
conocido (1,4 kb en este caso), si esta ha ocurrido. La presencia de un producto
de amplificacion de 1,4 kb en los dos transformantes seleccionados (Figura 21B)
confirmd que en ambos casos se habia producido la sustitucion del gen hspAl2a
por el marcador pyrG. En una segunda PCR se analizé la homocariosis de los
transformantes. Para ello, se utilizaron los cebadores ExtFowChap y DRevChap
Int (Figura 21A) que permitieron amplificar el locus completo, tanto si el nucleo
es silvestre y esta el gen hspAl2a, como si es mutante y se encuentra el
marcador pyrG. Los fragmentos obtenidos en la PCR a partir de ambos tipos de
nacleos tenian un tamano parecido, de 4 kb, por lo que para diferenciar uno del
otro fue necesario hacer una digestion con la enzima de restriccion BamHI, que
generaba patrones de bandas especificos para cada caso (Figura 21A). El patron
de bandas esperado a partir del nicleo mutante era de 2,81 kb, 0,93 kb y 0,35
kb, mientras que para los nucleos silvestres era 1,75 kb, 1,37 kb y 0,93 kb. Los
dos transformantes mostraron exclusivamente el patron de bandas mutante
(Figura 21C) confirmando que portaban la delecion del gen hspAl2a en

homocarosis, recibiendo el nombre de MU909 y MU910.
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Figura 21. Analisis por PCR de la disrupcion del gen hspAl2a. A) Esquema de la
recombinacion homologa realizada para la sustitucion del gen hspAl2a por el marcador
pyrG. Se muestran en él los cebadores utilizados en las PCRs de comprobacién. B)
Productos de la PCR realizada con DNA de los transformantes (MU909 y MU910) y de
la estirpe control MU636 (WT) con los cebadores ExtFowChap y PyrG-R2. Los
transformantes muestran un producto de PCR de tamafio cercano a 1,4 kb, el cual solo
se podia obtener en aquellas estirpes donde se hubiese producido la sustitucion del gen.
C) Digestion con la enzima BamHI de los productos de PCR amplificados con los
cebadores ExtFowChap y DRevChap Int en los transformantes y la estirpe control (WT).
Los nucleos silvestres debian producir tres fragmentos de 1,75 kb, 1,37 kb y 0,93 kb,
mientras que en aquellas estirpes homocariéticas para la delecién solo debian presentar
fragmentos de 2,81 kb, 0,93 kb y 0,35 kb.
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lll. 3. 2. Termorresistencia del mutante en hspAl2a

Debido a la relacion que existe entre las proteinas Hsp70 y la respuesta
ante diferentes estreses (Rosenzweig et al., 2019), por su implicacién en la
proteccion de la célula ante los mismos, se realiz6 una caracterizacion fenotipica
de la resistencia de los mutantes en hspAl2a a temperaturas superiores a 26 °C,
que es la temperatura Optima para el crecimiento de M. lusitanicus. De entre
todos los estreses relacionados con las Hsp70, la temperatura siempre ha
adquirido un papel principal con este tipo de proteinas, o que hizo pensar que la
ausencia de HspAl2a podria provocar un defecto en el crecimiento del hongo a
temperaturas superiores a 26 °C, lo que podria conllevar, ademas, un defecto en

la capacidad virulenta de este hongo patégeno para humanos.

Con el objetivo de analizar el crecimiento de estos mutantes a 30 °C, se
realizaron siembras de esporas (500 por caja) en medio MMC 3,2 de las estirpes
mutantes, usando como control la estirpe MU636, que porta el gen silvestre para
hspAl2a y presenta la misma auxotrofia para leucina que los transformantes.
Tras 48 horas de incubacion a 30 °C en oscuridad, para eliminar la influencia de
otros factores ambientales como la luz, se observé que ambas estirpes mutantes
mostraban un claro defecto en el crecimiento a 30 °C (Figura 22). Este defecto
parecia afectar solo al crecimiento y no a la germinacién a 30 °C porque todas
las esporas sembradas fueron capaces de germinar, pero solo unas pocas
formaron un pequefio micelio, mientras que la mayoria parecia que detuvo su
crecimiento tras la formacion de unas pocas hifas (Figura 22). Por el contrario,
en estas condiciones, todas las esporas de la estirpe control formaron colonias
bien definidas que crecieron perfectamente. Este fenotipo de pobre crecimiento
a 30 °C que mostraron los mutantes en el gen hspAl2a también se observo en

otros medios, como en medio rico YPG con el mismo pH.
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WT hspA12aA

MU636 MU909 MU910

Figura 22. Crecimiento de los mutantes en hspAl2a a 30 °C. Las imagenes

30 °C

26 °C

mostradas corresponden a la estirpe control MU636 (WT) y a las estirpes mutantes para
el gen hspAl2a. Se sembraron 500 esporas por placa de cada una de las estirpes en
medio MMC pH 3,2 y se crecieron a 26 °C y 30 °C durante 48 horas.

Tras observar este fenotipo de los mutantes, se quiso comprobar si este
defecto en el crecimiento podria deberse a un retraso en la germinacion de las
esporas. Para ello, se realiz6 un ensayo de germinacién siguiendo las
condiciones que se utilizan para germinar las esporas en los experimentos de
transformacién. Asi, cultivos liquidos en medio YPG a un pH de 4,5 inoculados
con 5x10° esporas/ml se mantuvieron toda la noche en oscuridad a 4 °C para
favorecer la germinacioén (Figura 23). Al dia siguiente, los cultivos se mantuvieron
en agitacion a diferentes temperaturas (26 °C, 28 °C y 30 °C) y en condiciones
de oscuridad. La observacion de las esporas a las 3 y 4 horas permitié determinar
que la germinacion de las estirpes mutantes no mostraba diferencias
significativas con relacion a la velocidad de germinacion en comparacion con la
estirpe control (MU636). Ademas, se pudo observar que la germinacion se
producia antes a las temperaturas mas altas (28 °C y 30 °C), tanto en la estirpe
control como en las estirpes mutantes para el gen hspAl2a, lo que sugiere que

las estirpes mutantes no presentan un defecto en la germinacion.
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Figura 23. Caracterizacion de la germinacion de las estirpes mutantes en el gen
hspAl2a. Imagenes representativas de la germinacion de las estirpes mutantes MU909
(izquierda) y MU910 (derecha) y la estirpe control MU636 (WT) a las 3y 4 horas de
comenzar la incubacioén a las temperaturas indicadas. Se inocularon 25x107 esporas de
cada una de las estirpes en 50 ml de medio YPG 4,5, a 26 °C, 28 °C y 30 °C.

lll. 3. 3. Caracterizaciéon de las colonias supervivientes a 30 °C de los

mutantes en hspAl2a

Como se ha mostrado anteriormente, la mayoria de las esporas de las
estirpes mutantes MU909 y MU910 detenian su crecimiento tras la germinacién
y no producian colonias densas a 30 °C, en clara contraposicién a lo que ocurria
con la estripe control, donde el micelio crecido a partir de las esporas cubria por
completo la caja (Figura 22). No obstante, un porcentaje pequefio de las esporas
sembradas (<< 1 %) de los mutantes si formaban colonias de tamafio y densidad
similares a las formadas por las esporas de la estirpe control, sugiriendo una
reversion al fenotipo silvestre. Con el objetivo de indagar en las causas del
crecimiento diferencial de ese pequefio porcentaje de esporas, se realizé un
estudio del fenotipico de estos individuos durante varios ciclos asexuales de
crecimiento (pases) recogiendo y sembrando esporas a diferentes temperaturas.
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Con esto se queria comprobar si el mejor crecimiento de esas colonias era un
caracter heredable y estable. Para llevar a cabo este ensayo, se incubaron en
un primer paso 5x103 esporas por caja para garantizar que hubiese suficientes
colonias de fenotipo silvestre debido a su baja frecuencia. A partir de este primer
paso se redujo la cantidad de esporas sembradas por caja a 500, con la intencién
de poder hacer un recuento de los individuos crecidos a 30 °C en relacion con

los crecidos a 26 °C (Figura 24).
30 oC

- 5000 esporas

26 °C primer 30 °C :

recuento -

Segundo - 500 esporas
recuento

26 °C 30 °C 26 °C 30 °C

Tercer
recuento

26 °C 30 °C 26 °C 30 °C |

26 0C 26 °C

26 °C 26 °C

Cuarto
recuento 500 y 5000
26 °C 30 °C 300C 26 °C esporas

Figura 24. Esquema del ensayo con los individuos supervivientes a 30 °C. Se
muestra en el esquema los diferentes pases realizados durante el ensayo, las
condiciones de temperatura y el nimero de esporas sembradas por caja de las distintas

estirpes.
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Tras la primera siembra en medio MMC pH 3,2 se seleccionaron tres
colonias capaces de crecer a 30 °C de cada una de las estirpes mutantes y tres
de la estirpe control MU636, con las que se realizo el proceso descrito en la
Figura 24. De cada uno de los individuos seleccionados se trasplantd una porcion
de micelio a medio sélido YPG pH 3,2, para promover la esporulacion, y se
incubo a 30 °C. Las esporas recogidas de cada individuo se volvieron a sembrar
en medio MMC pH 3,2 a 26 °C y 30 °C, pero esta vez usando 500 esporas por
caja para poder hacer el primer recuento. Después de haber realizado este
recuento, se volvié a realizar el mismo proceso, por el cual los individuos se
crecieron en YPG manteniendo la temperatura a la que se encontraban (26 °C o
30 °C), se recogieron esporas Yy, posteriormente, se sembraron 500 esporas de
cada una de las lineas en medio MMC pH 3,2 a 26 °C y 30 °C para realizar el
segundo recuento. De esta manera se tuvieron cuatro condiciones distintas para
cada uno de los individuos seleccionados originalmente: la linea que provenia
de 30 °C se sembré en 26 °C y 30 °C, y del mismo modo la linea que provenia
de 26 °C. Este paso volvié a realizarse de nuevo, repitiendo las siembras
realizadas anteriormente, con el objetivo de comprobar la evolucion de los
individuos que se han encontrado durante los ultimos pases a una sola
temperatura. Para el tercer recuento solo se utilizaron los individuos que habian
crecido en todo momento a 30 °C o 26°C con el objetivo de observar solo la
evolucion de estos individuos cuando se mantienen varios ciclos a estas
temperaturas. Por lo tanto, se volvieron a tener cuatro condiciones en este paso.
Tras los recuentos realizados durante estos tres pasos, se analizé la proporcién
de esporas capaces de formar colonias a 30 °C en relacién con 26 °C (Figura
25).
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Figura 25. Comparativa de colonias formadas a 26 °C y 30 °C de los individuos
supervivientes a 30 °C. Se representan, de manera porcentual, la ratio de colonias
formadas a 30 °C respecto a las formadas a 26 °C en los distintos recuentos realizados

(N° colonias a 30 °C / N° colonias a 26 °C x 100). En amarillo se representa a la estirpe
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WT (MUG636) y en verde y violeta las estirpes mutantes para hspAl2a (MU909 y MU910,
respectivamente). A) Relacién de las colonias formadas a 30 °C y 26 °C en el primer
recuento, proviniendo las esporas de individuos crecidos a una temperatura de 30 °C.
B) Relacion de las colonias formadas a 30 °C y 26 °C en el segundo recuento,
proviniendo las esporas de individuos crecidos a una temperatura de 26 °C. C) Relacion
de las colonias formadas a 30 °C y 26 °C en el segundo recuento, proviniendo las
esporas de individuos crecidos a una temperatura de 30 °C. D) Relacién de las colonias
formadas a 30 °C y 26 °C en el tercer recuento, proviniendo las esporas de individuos
crecidos a una temperatura de 26 °C. E) Relacion de las colonias formadas a 30 °C y
26 °C en el tercer recuento, proviniendo las esporas de individuos crecidos a una
temperatura de 30 °C. El asterisco (*) indica una diferencia significativa en una prueba t

de Student de dos colas de muestras desapareadas (P < 0,05).

Como se puede observar con estos datos, las esporas que habian pasado
por 30 °C produjeron aproximadamente un 30 % de colonias que consiguieron
crecer a 30 °C del total de colonias formadas a 26 °C, un porcentaje mucho mayor
al que se obtuvo en una primera siembra, que se encontraba entre el 0,1 % y el
0,2 % (Figura 26A). El porcentaje de 30 % se obtuvo en todos los recuentos,
incluso cuando las esporas habian pasado por tres ciclos asexuales de
crecimiento a 26 °C, sugiriendo que este fenotipo era heredable y estable al

menos durante tres ciclos.

Después de estos tres recuentos se mantuvieron, las dos lineas que
habian permanecido estos ultimos pases a 26 °C o 30 °C, durante tres pases
mas a 26 °C, sin realizar recuento de individuos hasta el ultimo pase. El objetivo
era determinar si este fenotipo de supervivencia del 30 % se mantenia estable
en condiciones no selectivas, es decir, a 26 °C (Figura 26). Para este paso se
selecciond una colonia de cada linea de las estirpes MU909 y MU910, de la que
se obtendrian esporas para un cuarto recuento, y esporas de estos mutantes
que no habian sido expuestas a 30 °C. Debido a que podrian no aparecer
colonias supervivientes utilizando 500 esporas, se realizaron siembras de 500 y

5x103 esporas de todos los individuos.
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Figura 26. Caracterizacion de los individuos utilizados en el ensayo de

supervivencia a 30 °C. A) Recuento de individuos realizado al final del ensayo de

supervivencia a altas temperaturas. En este ensayo se han utilizado las dos lineas de

los individuos inicialmente seleccionados (26 °C y 30 °C), ademas de esporas de estas

mismas estirpes que no han sido sembradas con anterioridad a 30 °C. Se utiliz6 la

estirpe MU636 como estirpe silvestre tolerante a temperaturas de 30 °C. B) Esquema
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del locus para el gen hspAl2a, en las estirpes mutantes y silvestre, donde se indican
los cebadores utilizados para la comprobacion de homocariosis por PCR. C) Digestion
con la enzima BamHI del producto de PCR amplificado con los cebadores ExtFowChap
y DRevChap Int en los individuos derivados de MU909 y MU910, utilizados en el ensayo,
y la estirpe control MU636. En el genotipo silvestre se producen tres fragmentos de 1,75,
1,37 y 0,93 kb, mientras que en aquellas estirpes donde se haya producido la sustitucion
del locus en todos sus nucleos solo se veran tres bandas de 2,81, 0,93 y 0,35 kb (ver
apartado 111.3.1.). Las letras mostradas (*P) indican una diferencia significativa en una

prueba t de Student de dos colas de muestras desapareadas (P < 0,05).

aDiferencias significativas con respecto a la estirpe control MU636.
bDiferencias significativas con respecto al resto de condiciones de la misma estirpe.

El porcentaje de esporas capaces de formar colonias a 30 °C de las
estirpes MU909 y MU910 que nunca habian estado a temperaturas superiores a
26 °C rondo el 0,1-0,2 % del total de las esporas sembradas (Figura 26A), tal
como ya se habia observado previamente. En cambio, las lineas derivadas de
estos mutantes que se habian mantenido todo el tiempo a 30 °C siguieron
mostrando porcentajes altos (17-30 %) de supervivencia a esa temperatura. Por
altimo, las esporas provenientes de aquellos supervivientes a 30 °C que se
mantuvieron a 26 °C desde su seleccion, mostraron un porcentaje de
supervivencia mucho mas bajo, llegando alguno incluso a cifras similares a
aguellos individuos que no se habian incubado a temperaturas elevadas. Por lo
tanto, parecia que se estaba observando una reversion del fenotipo de estas
estirpes, que era heredable, pero que se perdia en medio selectivo tras seis
pases a 26 °C. Para confirmar que esa reversion fenotipica no se debia a la
presencia de nucleos silvestres que pudieran devolver a los individuos a su
fenotipo original, se realiz6 una comprobacion del tipo de nucleos, silvestres y/o
mutantes, presentes en los diferentes individuos analizados. El resultado de este
analisis puso de manifiesto que en todos los casos habia sélo nucleos mutados,
es decir, todos los micelios carecian del gen hspAl2a (Figura 26C), por lo que
las diferencias fenotipicas observadas debian ser resultado de otro tipo de
alteracion y, como el paso por una temperatura normal de crecimiento para M.
lusitanicus como es la de 26 °C restablecia el fenotipo del parental, posiblemente

epigenética.
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Para comprobar si las colonias de los mutantes que crecian a 30 °C
presentaban un desarrollo micelial normal a 26 °C se realiz6 un andlisis del
crecimiento vegetativo en dos puntos del ensayo (Figura 27). El primero de ellos
se realizd en el tercer recuento, mientras que el segundo se realizé en el paso
previo a la ultima siembra, donde se observdo como algunas lineas estaban

recuperando el fenotipo original mutante.

A
hspA12a/ hspA12aA hspA12a/ hspA12a/
MU909 MU910 MU909 MU910
WT WT
B
hspA12aA hspA12alA hspA12al hspA12a/A
MU909 MU909 MU910 MU910
WT MU909 WT MU910
hspA12a/A hspA12a/A

Figura 27. Anédlisis del crecimiento micelial a 26 °C de las estirpes implicadas en
el ensayo de supervivencia a 30 °C. A) Imagenes tomadas de las lineas utilizadas en
el ensayo, provenientes de las colonias supervivientes, tanto las que crecieron durante
el ensayo a 26 °C (verde) como a 30 °C (rojo). Ensayo realizado con colonias del tercer
recuento. B) Imagenes tomadas de las lineas utilizadas en el ensayo, provenientes de
las colonias supervivientes, tanto las que crecieron durante el ensayo a 26 °C (verde)
como a 30 °C (rojo), ademas de utilizar las estirpes originales, las cuales no han pasado
por temperaturas de 30 °C (negro). Ensayo realizado en el paso previo a la ultima
siembra. Estos andlisis se llevaron a cabo incubando una gota de esporas de cada una
de las estirpes en medio YPG pH 3,2 durante 5 dias.
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Los individuos seleccionados a 30 °C que se habian mantenido a 26 °C
durante tres ciclos mostraron un crecimiento reducido, similar al que mostraban
los individuos equivalentes que habian permanecido a 30 °C (Figura 27A). Por
tanto, estos resultados sugirieron que la capacidad de formar colonias a 30 °C
estaba asociada a una menor capacidad de crecimiento micelial. El incremento
del nimero de pases a 26 °C resultdé en un crecimiento que se asemejo mas a
los de la estirpe original y la estirpe control MU636 (Figura 27B). Por el contrario,
los individuos que habian permanecido todo el tiempo a 30 °C siguieron
mostrando un crecimiento micelial reducido hasta el final del experimento (Figura
27B), al igual que se ocurrié con la capacidad de formar colonias a 30 °C (Figura
26A). Por tanto, el fenotipo de crecimiento micelial se iba revertiendo con el paso
de las generaciones en condiciones no selectivas, lo que apoyaria que el efecto

se deba a una causa epigenética.

lll. 3. 4. Caracterizacion de los mutantes en hspAl2a con fenotipo silvestre

e identificacion de los genes implicados en su reversion fenotipica.

En los experimentos para determinar si la reversion al fenotipo silvestre a
30 °C de los mutantes para hspAl2a era heredable y estable, se aislaron dos
estirpes derivadas de MU909 que mostraban un fenotipo similar al de la estirpe
control MU636, es decir, 100 % de supervivencia a 30 °C (Figura 28A). Para
descartar una posible contaminacion con esporas de alguna estirpe silvestre, se
comprob6 mediante PCR que ambas estirpes carecian del gen hspAl2a (Figura
28B). El fenotipo de crecimiento a 30 °C se mantuvo en sucesivas generaciones,
indicando que debia ser resultado de alguna mutacién en el genoma de estas

estirpes, que se denominaron MU913 y MU914.
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Figura 28. Caracterizacion del crecimiento a altas temperaturas de la estirpe con
alta supervivencia a 30 °C procedente de MU909. A) Crecimiento de las estirpes
MUG636 (WT), utilizada como control de crecimiento, MU909, tras haber sido sembrada
previamente a 30 °C, y MU914, revertiente fenotipico de MU909. Se sembraron 500
esporas de cada una de las estirpes en medio MMC 3,2, que se incubaron a 26 °C y 30
°C durante 5 dias. B) Digestion con la enzima BamHI del producto de PCR amplificado
con los cebadores ExtFowChap y DRevChap Int en los mutantes con reversion del
fenotipo y la estirpe control MU636 (WT). En el genotipo silvestre se debian producir
tres fragmentos de 1,75 kb, 1,37 kb y 0,93 kb, mientras que las estirpes homocariontes

para la delecion se debian observar solo tres fragmentos de 2,81 kb, 0,93 kb y 0,35 kb.
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Se muestra a la izquierda del gel el esquema de ambos loci para indicar la posicion de
los cebadores usados en las PCR y los puntos de corte de la enzima de digestion.

Con el objetivo de conocer la causa de esta reversion fenotipica, se
procedio a secuenciar el genoma de ambas estirpes, MU913 y MU914, junto con
la estirpe parental MU909, para identificar las posibles mutaciones causantes de
este aumento en el porcentaje de supervivencia a 30 °C. La secuenciacion del
genoma completo se realiz6 con un equipo de secuenciacion masiva (MiSeq
System de lllumina). Las secuencias de las tres estirpes que mapean en el
genoma de M. lusitanicus se analizaron con el programa CLC Genomics

Workbench 20.0 (https://digitalinsights.giagen.com) y la plataforma web de

Galaxy (Afgan et al., 2018) para identificar cambios que aparecian en las estirpes
revertientes y estaban ausentes en la estirpe parental. La busqueda de variantes
se centr6 en mutaciones puntuales por cambio de base, inserciones, deleciones
y variantes estructurales. De estas se seleccionaron aquellas que se
encontraban en un gen o en regiones préoximas a uno y que pudieran afectar a

Su expresion.

Tabla 5. Listado de mutaciones localizadas en genes o0 en regiones préximas a

genes en las estirpes MU913 y MU914.

%

Estirpe ID Funcién Tipode ) noca- Localiza- Scaffold
mutacion S ciéon
riosis
-1,6-N- Variacién
MU913 182750  acetilglucosaminiltrans- de 100 Exon S2: 15687
ferasa nucleoétido
Repeticion rica en .
MU913 874212 leucina (interaccién Insercion 81,25 Ag“?‘s S2: 4961162-
. P abajo 4961163
proteina-proteina)
; . Variacion
MU914 135024 izl o de 100 Ex6n S1: 324730
dependiente de AMP -
nucleoétido
Quinasa de Variacion
MU914 725702 A . de 100 Intrén S2: 1074836
serina/treonina ”»
nucleétido
. . . S2: 3481664-
MU914 160432 Helicasa de DNA/RNA Insercion 100 Intrén 3481665
. ., . S2:4981022-
MU914 152274 Peptidasa C19 Insercion 52 Intron 4981023
L . Aguas
Funcién desconocida- ;
109568- p . abajo- S4: 88661-
MU914 109569 Protemazciﬂrg dedo de Insercién 63,2 Aguas 88662
arriba
. Aguas S4: 2214904-
MU914 162982 GTPasa Ran Insercion 75 arriba 2214905
Sintetasa de leucil- L Aguas S4: 4165807-
MU914 153122 tRNA Delecion 50,7 arriba 4165808
Proteina con dedos L . S5: 2335420-
MU914 156514 EYVE Insercion 84 3'UTR 5335421
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157081-
I 114011°
MuU914 148106
115761-
MU914 756945

Funcién desconocida-
Proteina de unién a
ssDNA

Cotransportador de
sodio-nucleésido
CNT1/CNT2

Posible lipasa-Funcion
desconocida

Delecion

Insercién

Insercién

100

85,7

91,8

Aguas
abajo-
Aguas
abajo

Aguas
abajo

Aguas
abajo-
Aguas
abajo

S7: 2643841

S7:3076422-
3076423

S11: 659586-
659587

alD de genes anotados en la version 1 de la secuenciacion de la estirpe silvestre CBS277.49.

bvarios genes afectados.

Tabla 6. Listado de variantes estructurales localizadas en genes o0 en regiones

proximas a genes de las estirpes MU913 y MU914.

Tipo de

%

Localiza-

Estirpe ID Funcion mutacion Homoca- cion Scaffold
riosis
- . L Aguas S2: 1499286-
MU913 106722 Funcion desconocida Insercion 92,86 arriba 1499301
Factor de transcripcién
MU913 L 95,24/ Aguas S3: 36925-
MU914 160895 con clrslrjr::?rI]Isra de Insercion 8571 abajo 36940
Transportador de GDP- . c Aguas S3: 4556384-
MU913 155924 fucosa Compleja 102,71 abajo 4556483
Proteina con dominios . . S4: 1059458-
MU913 156039 GRAM Insercion 66,67 Intron 1059477
Subunidad H del :
MU913 110062 complejo de Compleja 73,17 Aa%:‘f’lg’ 841514?;185;4?5
condensina !
Proteina asociada a la
MU913 110439 resistencia a diferentes Insercion 83,87/ Aguas S4: 2698105-
MuU914 medicamentos 93,10 abajo 2698119
(superfamilia ABC)
Proteina con . Intrén y S5: 991653-
LSS Ll repeticiones WD40 CoEEE L exon 991752
Hipotética
oxidorreductasa-
Quinasa de Algu'a Y S5: 2000602
156499- . . . abajo- : -
MU913 b serina/treonina de Compleja 84,21
121280 traduccidn de sefial con Agugs 2090702
L abajo
un dominio sensor
PAS/PAC
Receptores de
lipopotreina de baja .
MU913 112234 densidad con dominios Insercion 54,55 Ag“.as S6: 503532-
d - . abajo 503533
e unién a calcio
similares a EGF
MU913 165063 Proteina con dedo de Delecion 75 Intrqn y S6: 1586261-
zinc exon 1586360
Subunidad de 30 kDa )
MU913 157362 de NADH Compleja 150 AOUASERISI- o705
; abajo 987308
deshidrogenasa
L, . . Exén e S10: 473896-
d C
MU913 115397 Funcién desconocida Compleja 80,08 intrén 473995
863342 Ferredoxina- gggj?i S10: 824893-
. . . :
MU913 167661° F_osfodleste_ras_a de Compleja 80,08 Aguas 824992
glicerofosforil diester -
abajo
MU913 157510 Proteina con dedo de Insercion 98,51/ Intrén S12: 152752-
MU914 zinc 98,36 152755
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Proteina conservada o Aguas S13: 94075-
iR e de funcién desconocida li=clelan o abajo 94174
L, . L, . S1: 3373137-
MU914 136814 Funcién desconocida Insercion 81,25 Intrén 3373158
L . . Aguas S2:1272108-
MU914 106649 Funcién desconocida Insercién 75 abajo 1272207
Diadenosina 'y .
MU914 78352 difosfoinositol Insercién 75 Exoén S2: 2834015-
. ; 2834114
poifosfato hidrolasa
Componente del ) i
MU914 107939 complejo del poro Inversion 84 Exén 83"1;‘?5;0
nuclear (sc Nup85)
Transportador de GDP- . c Aguas S3: 4556347-
MU914 155924 fucosa Compleja 116,95 abajo 4556446
MU914 155959 Funcién desconocida Insercion 94,74 Ag“?‘s 54 41166
abajo 41265
. . . Aguas S4:41198-
MU914 155959 Funcion desconocida Compleja 90 abajo 41297
Proteina con )
MU914 156407 repeticiones de Delecion 73,33 Agl_Jas S5: 1131112-
o arriba 1131211
anquirina
Transferasa .
MU914 112741 GPI11/PIG-F de Insercion 95,65 Aguas  S6: 2035814-
. arriba 2035913
etanolamina-Fosfato
Hidrolasa de glicésido . )
MU914 153684  de lafamilia 3 (beta-  Delecion 94,74 ECUE
. 2659262
glucosidasa)
Hipotética proteina de . Aguas S7:1957829-
MU914 113739 membrana Insercion 83,33 abajo 1957847
L . ., . S7: 2462430-
MU914 113949 Funcién desconocida Insercion 90,48 Exén 2462444
MU914 167295 Funcién desconocida Insercion 96,67 Intrén 896562;1;’620
Mdltiples L S9: 654322-
MU914 genesb - Insercion 77,42 - 739302
MU914 157457 Funcion desconocida Insercién 80,85 Aguas S11: 154300-
abajo 154317
15458 oA
115618- o . > S11: 181865-
MU914  1iceog.  Funcidn desconocida- Delecion 85,71 = 504499
b Funcion desconocida-
115621 ., .
Funcion desconocida
Multiples s S14: 75268-
MU914 genes® - Inversion 70 - 154085
Sintetasa de na Aguas S14: 78313-
MU914 157599 espermidina Insercion 90,63 abajo 78332
Multiples L. S16: 4412-
MU914 genes® - Delecion 59,09 - 34165

2D de genes anotados en la version 1 de la secuenciacion de la estirpe silvestre CBS277.49.

bvarios genes afectados.

°Porcentajes alterados por un fallo en el codigo del programa, a la espera de actualizacion.

dGen afectado en la otra estirpe, también en exon e intrén y con una variante estructural distinta, pero con
un porcentaje de lecturas con la alteracion inferior al 50 %.

El analisis de los genomas de los revertientes fenotipicos revelo la
presencia de un gran numero de mutaciones en las dos estirpes, que no se
detectaron en la estirpe parental (Tablas 5y 6), lo que dificulta la seleccién de
un gen o un grupo de genes como causantes de la reversion del fenotipo. El

namero de mutaciones que se encontraban en genes o en regiones proximas a
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genes detectadas fue de 17 para MU913 y 33 para MU914. A pesar de ello, se
identificaron cuatro genes que presentaban mutaciones en ambas estirpes y
podrian ser responsables de la supresion del fenotipo mutante. Tres de los genes
mostraban las mismas alteraciones en ambas estirpes, como ocurria en el caso
de los genes 160895, 110439 y 157510, que codifican para un factor de
transcripcion con cremallera de leucina, una proteina asociada a la resistencia a
diferentes medicamentos de la superfamilia ABC y una proteina con dedo de
zinc, respectivamente. Por otro lado, también se encontré un gen con mutaciones
en cada una de las estirpes revertientes, el gen con ID 155924 (transportador de
GDP-fucosa), que posee variaciones estructurales diferentes en ambas estirpes
en las regiones adyacentes (Tabla 7). Se espera que alguna de las mutaciones
identificadas en estos genes comunes a las dos estirpes revertientes sea la
responsable de la supresion del fenotipo de defecto de crecimiento a 30 °C de

los mutantes para hspAl2a.

Tabla 7. Seleccion de variantes localizadas en genes o0 en regiones proximas a

genes que afectan a ambas estirpes.
%

Estirpe ID Funcion Tipo de Homoca- Loc_a}hza- Scaffold
mutacion L cion
riosis
MU913 4 60895 Fagé%r frirtﬁiﬂifgré?” Insercien 2224/ ARILES = e
MU914 leucina 85,71 abajo 36940
Transportador de GDP- ' a Aguas S3: 4556384-
MU913 155924 fucosa Compleja 102,71 abajo 4556483
Transportador de GDP- . a Aguas S3: 4556347-
MuU914 155924 fucosa Compleja 116,95 abajo 4556446
Proteina asociada a la
MU913 110439 resistencia a diferentes Insercion 83,87/ Aguas S4: 2698105-
MuU914 medicamentos 93,10 abajo 2698119
(superfamilia ABC)
MU913 Proteina con dedo de s 98,51/ . S12: 152752-
MU914 157510 Zinc Insercion 98.36 Intron 152755

aPorcentajes alterados por un fallo en el codigo del programa, a la espera de actualizacion.

lll. 3. 5. Analisis de virulencia de las estirpes mutantes en hspAl2a

Como se ha mencionado anteriormente, la ruta del silenciamiento no
candnica NCRIP se ha relacionado con la virulencia del hongo, debido a que
mutantes para distintos genes de la ruta han mostrado una reduccién de su
virulencia en ratén (Pérez-Arques et al., 2020). Debido a la relacién que existe

entre el gen hspAl2a y esta ruta, via R3B2, y las dificultades que muestran los
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mutantes en esta chaperona para crecer a 30 °C, pensamos que estas estirpes
podrian mostrar una reduccion de su virulencia en ratones. Para ello, se realizé
un ensayo de virulencia incluyendo las dos estirpes mutantes para hspAl2a,
MU909 y MU910, y las estirpes MU636 y NRRL3631, usadas como control
virulento y avirulento, respectivamente (Figura 29). A ratones macho de la estirpe
OF-1, inmunosuprimidos cada cinco dias con ciclofosfamida, se les inyectaron
1x108 esporas de las estirpes indicadas dos dias después de la primera
inmunosupresion. Ambas estirpes mutantes mostraron una reduccion de la
virulencia respecto a la estirpe control virulenta MU636, aunque solo en una de
ellas las diferencias fueron estadisticamente significativas (Figura 29). Ademas,
las diferencias de estas estirpes respecto a la estirpe avirulenta NRRL3631 no
son estadisticamente significativas, indicando que su virulencia es mas parecida
a la estirpe avirulenta, que a la estirpe virulenta. Segun estos datos, las estirpes
carentes de hspAl2a muestran una reduccion en su capacidad infectiva, por lo
que la actividad de la proteina HspAl2a parece necesaria en la virulencia del

hongo.

WT

100
_I_I—| - NRRL3631
hspA12a/
} hspA12aA

50

Porcentaje de supervivencia

0 T T T 1~
0 5 10 15 20

Dias tras la infeccion

Figura 29. Ensayo de virulencia de mutantes hspA12aA en ratén. Se muestra el
porcentaje de supervivencia de ratones OF-1 inmunosuprimidos tras la inoculacién de
las esporas de las estirpes correspondientes a lo largo de los 20 dias que duré6 el
experimento. En amarillo se representa la estirpe WT virulenta (MU636), en rojo la
estirpe control avirulenta (NRRL3631) y en verde y violeta las estirpes mutantes para
hspAl2a (MU909 y MU910, respectivamente). El asterisco (*) indica una diferencia

significativa en una prueba de Mantel-Cox (P < 0,05).
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lll. 4. Implicacién de la proteina HspAl2a en el silenciamiento

génico de M. lusitanicus
[ll. 4. 1. Participacion de HspAl2a en el silenciamiento canénico

La ribonucleasa R3B2 no solo participa en la ruta NCRIP, sino que también
esta implicada en el silenciamiento candnico, puesto que mutantes que carecen
de esta proteina muestran una baja eficacia de silenciamiento en respuesta a
transgenes (Trieu et al., 2015; Calo et al., 2017). La participacién de R3B2 en la
ruta canonica, sugirio que la proteina HspAl2a podria estar implicada del mismo
modo en esta via de silenciamiento. Para comprobar si efectivamente esta
Hsp70 participa en el silenciamiento canonico, se realizé un ensayo basado en
el silenciamiento del gen carB de M. lusitanicus en respuesta a la introduccién
del plasmido pMAT1253 (Calo et al., 2012), que contiene una repeticion invertida
de un fragmento del gen carB bajo el control de un promotor inducido por glucosa
(gpd1P) (Wolff y Arnau, 2002). La transcripcion de este fragmento produce una
molécula de RNA con estructura de horquilla que induce el silenciamiento del
gen carB enddgeno y con ello la supresion de la sintesis de carotenos. Por lo
tanto, en aquellos individuos donde el silenciamiento funcione de manera
correcta, se producira el silenciamiento del gen carB, lo que producira micelios o
parches de estos micelios albinos. Por otro lado, en aquellos individuos donde el
sistema del silenciamiento candnico se vea alterado, no se producira el

silenciamiento del gen y el micelio sera completamente amarillo.

El plasmido pMAT1253 se introdujo mediante transformacion en las
estirpes mutantes para hspAl2a (MU909 y MU910), en la estirpe MU636 como
control positivo y en la estirpe MU413 control negativo, ya que presenta una
delecién del gen agol, que es esencial para la via candnica del silenciamiento
(Cervantes et al., 2013). Los transformantes de todas las estirpes fueron picados
en cajas de medio YNB 3,2 y se incubaron 4 dias en condiciones de luz continua,
al cabo de los cuales se analizo la coloracion de sus micelios (Tabla 8). La
cuantificacion del porcentaje de colonias albinas revel6 que ambos mutantes
para el gen hspAl2a mostraban frecuencias de silenciamiento similares a la
estirpe control MU636 con fenotipo silvestre y muy alejadas de la frecuencia de

silenciamiento del 0 % de la estirpe MU413. De este modo, HspAl2a no parece
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estar implicada en esta ruta de silenciamiento candnico inducida por transgenes

de M. lusitanicus.

Tabla 8. Andlisis de la participacion de hspAl2a en el silenciamiento candnico
inducido por transgenes.

Transformantes Transformantes

Estirpe Genotipo % Silenciamiento

albinos amarillos
MuU413 agol 0 12 0
MUG36 WT 104 0 100
MU909 hspAl2a 115 2 98,3
MU910 hspAl2a 90 1 98,9

[ll. 4. 2. Participacion de HspA1l2a en el silenciamiento no candnico

R3B2 es la proteina clave del silenciamiento no canénico en M. lusitanicus,
por ello cabria esperar que la proteina HspAl2a formara también parte de este
sistema debido a su interaccién con esta ribonucleasa. Para comprobar esta
hipotesis se realizaron diferentes ensayos de RT-gPCR utilizando dos genes
chivatos, con ID 156292 y 142378 (llamados rvt, y desh, respectivamente),
regulados por el silenciamiento no candnico en este hongo. Estos genes
chivatos, fueron seleccionados a partir de un analisis transcriptémico realizado
en nuestro laboratorio, donde se comparé el transcriptoma de la estirpe MU412,
mutante para r3b2, y la estirpe MU636 utilizada como estirpe silvestre,
creciéndose el hongo en medio YPG con pH 4,5 y bajo condiciones de luz
continua. El gen rvt, que codifica un dominio de unién a zinc tipico de
retrotranscriptasas, es una diana directa del silenciamiento no candnico, por lo
gue no existen genes intermediarios entre el sistema y el silenciamiento de rvt,
mientras que el gen desh, que codifica una deshidrogenasa de aldehido, esta
regulado de manera indirecta (Ghizlane Tahiri, comunicacion personal). Tras
seleccionar estos genes regulados por NCRIP, se comprobd que no estuvieran
regulados por el silenciamiento canonico, recurriendo a analisis transcriptomicos
realizados con mRNA (Nicolas et al., 2015) y sRNA (Trung et al., 2015).

Para llevar a cabo los ensayos de RT-qPCR, las estirpes de M. lusitanicus
fueron incubadas en las mismas condiciones en las que se realizaron los
ensayos de supervivencia a diferentes temperaturas, realizando cultivos en
medio sélido bajo condiciones de oscuridad a 26 °C y 30 °C, aunque en esta
ocasion se utilizé el medio YPG a pH 4,5y con una cantidad de 2,5x10° esporas
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por caja para favorecer el crecimiento del hongo. El micelio para obtener las
muestras de RNA, con las que se obtendria el cDNA empleado en el experimento
de gPCR, se recogio a las 24 horas. Para realizar este experimento se utilizaron
las estirpes MU412 y MU419, ambas mutantes para el silenciamiento no
canonico (r3b2A y rdrp-1A, respectivamente), la estirpe MU636 como estirpe

silvestre y las dos estirpes mutantes para hspAl2a (Figura 30).
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Figura 30. Ensayo de RT-gPCR para determinar la implicacién de hspAl2a en el
silenciamiento no candnico. A) Expresion relativa del gen rvt, determinada mediante
RT-gPCR, en las estirpes indicadas crecidas a 26 °C. B) Expresion relativa del gen rvt,
determinada mediante RT-gPCR, en las estirpes indicadas crecidas a 30 °C. C)
Expresion relativa del gen desh, determinada mediante RT-qPCR, en las estirpes
indicadas crecidas a 26 °C. D) Expresion relativa del gen desh, determinada mediante
RT-gPCR, en las estirpes indicadas crecidas a 30 °C. En amarillo se representa la
estirpe WT (MU636), en azul la estirpe mutante para r3b2 (MU412), en rojo la estirpe
mutante para rdrpl (MU419) y en verde y violeta las estirpes mutantes para hspAl2a
(MU909 y MU910, respectivamente). Los valores fueron normalizados usando el factor
de elongacion 1 (ef-1) como control interno. El asterisco (*) indica una diferencia
significativa en una prueba t de Student de dos colas de muestras desapareadas con
respecto a la estirpe MU636 (WT) (P < 0,01).
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Como se observa en la Figura 30, la expresion de los dos genes chivatos
no varié en los mutantes para el gen hspAl2a con respecto a la estirpe silvestre
cuando el hongo se incubo6 a temperatura 6ptima, es decir, a 26 °C. En cambio,
en estas condiciones, la expresion de los genes chivatos en los mutantes en
genes de NCRIP (r3b2A y rdrp-1A) si presentaron diferencias ya que, como cabia
esperar, la expresion de estos genes deberia aumentar al estar inhibida esta

ruta.

Por otro lado, cuando el hongo se crecid a temperaturas mas elevadas, en
este caso 30 °C, la ausencia del gen hspAl2a si afect6 a la expresion de los
genes chivatos respecto a la estirpe silvestre produciendo un aumento de dicha
expresion, lo que indicaria una reduccién en la actividad de la ruta de
silenciamiento no candnico en estas condiciones. Este hecho se confirma porque
los niveles de expresion en los dos mutantes de NCRIP fueron similares a los

mutantes de la chaperona a 30 °C.

Por otro lado, se quiso comprobar la importancia de la temperatura en la
expresion del gen hspAl2a, ya que como se ha observado en los resultados
anteriores, la temperatura parece tener un papel fundamental en la funcién de
HspAl2a en la ruta NCRIP. Para ello se realiz6 un ensayo de RT-qPCR en las
mismas condiciones anteriores, utilizando solo la estirpe silvestre MU636 crecida
a tres temperaturas diferentes: 26°C, 28 °C y 30 °C (Figura 31). Los resultados
muestran que la expresion de hspAl2a aumenta conforme aumenta la

temperatura de cultivo del hongo.

Estas diferencias en la expresion mostraron una relacion con los
resultados expuestos anteriormente, donde el papel de la HspAl2a en la ruta
NCRIP se cifie a condiciones donde la temperatura es mas elevada. Esto esta
en consonancia con los resultados de los genes chivatos, a 30 °C la
disponibilidad de HspAl2a es mayor en el micelio silvestre, de modo que su
mutacion es mas apreciable en esas condiciones de temperatura que a 26 °C

donde se expresa mucho menos.
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Figura 31. Ensayo de RT-qPCR para determinar la regulacion de la expresion de
hspAl2a por la temperatura. Gréfica representativa de los datos obtenidos en el
ensayo de RT-qPCR con muestras de la estirpe MU636 (WT) de M. lusitanicus a 26 °C,
28 °C y 30 °C para el gen hspAl2a. Los valores fueron normalizados usando el factor
de elongacion 1 (ef-1) como control interno. El asterisco (*) indica una diferencia
significativa en una prueba t de Student de dos colas de muestras desapareadas (P <
0,01).

lll. 5. Caracterizacion in vitro de la proteina HspAl2a
lll. 5. 1. Andlisis de la actividad RNasa de R3B2 en presencia de HspA1l2a

Como se ha mencionado, se observo recientemente que R3B2 es capaz
de unirse tanto a dsRNA como a ssRNA, aungue solo digiere este ultimo
(Canovas-Marquez et al., 2021). Con el objetivo de comprobar el posible efecto
de la proteina HspAl2a en la actividad RNasa de R3B2, se realizaron ensayos
de actividad RNasa in vitro en presencia de ambas proteinas, R3B2 y HspAl2a,
simultdneamente. La idea original fue utilizar la proteina HspAl2a completa, pero
tras varios intentos se comprob6é que, independientemente de la etiqueta
utilizada (GST o 6xHistidinas), resultaba imposible su purificacién, debido a que
precipitaba. Ante las dificultades para purificar la proteina HspAl2a al completo,
se realizo el ensayo con la region SBD de HspAl12a que interacciona con R3B2,

gue si se pudo expresar en E. coli.
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Para la purificacién de la regibn SBD de HspAl2a, esta se expreso
fusionada a la etiqueta GST en E. coli. Para ello, se generé el plasmido
PMAT2213 (Figura 32A), obtenido tras la clonacién del cDNA correspondiente a
la regién SBD de HspAl2a en el plasmido pGEX-KG. Tras la transformacion de
la estirpe BL21 con este plasmido y la induccién por IPTG, se procedi6 a la
purificacion de la proteina de fusion mediante matrices de sefarosa con glutation.
Una vez purificada la proteina se dirigio con trombina que corta entre el
fragmento SBD vy la etiqueta de GST, permitiendo eliminar la etiqueta y obtener

el fragmento SBD puro (Figura 32B).
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Figura 32. Purificacién del fragmento SBD de HspAl2a. A) Plasmido pMAT2213
construido a partir de la clonacion de la region SBD en el vector pGEX-KG, que permite
la produccion del fragmento SBD unido a la etiqueta de GST. B) Proteinas purificadas
para el ensayo de actividad RNasa. A la izquierda se muestran dos alicuotas de la
proteina SBD purificada (90 y 180 ng), y a la derecha dos de la proteina R3B2 (50 y 100

ng), esta Ultima cedida por Canovas-Marquez.

En el ensayo de actividad RNasa in vitro se incubo por separado ssRNA 'y
dsRNA marcados radiactivamente con diferentes relaciones estequiométricas
(2:1, 1:1 y 1:2) de R3B2 (Canovas-Marquez et al., 2021) y SBD, ademas de
controles en los que se afadi6 solo una de las dos proteinas (Figura 33). La
actividad RNasa in vitro de R3B2 frente a ssRNA no se vio alterada por la

presencia del fragmento SBD de HspAl2a, al igual que su incapacidad para
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cortar dsRNA. Este resultado podria deberse a que es necesaria la proteina
HspAl2a completa para que la actividad de la ribonucleasa pueda verse
modificada o porque esta proteina no actla directamente sobre la actividad de
R3B2, pudiendo actuar como una proteina que genere cierta estabilidad en R3B2
o en el complejo formado.

ssRNA dsRNA

Figura 33. Andlisis de la actividad RNasa de R3B2 en presencia de la region SBD
de HspA12a. Separacion electroforética en geles de poliacrilamida del resultado de los
ensayos de actividad RNasa utilizando ssRNA y dsRNA marcados radiactivamente. Las
secuencias de RNA corresponden a una parte de la secuencia del gen carB de M.
lusitanicus (véase apartado Il. 14. 5. de Materiales y Métodos). Como control negativo
(C-) se incubaron los RNA en ausencia de proteinas, mientras que en el control positivo
(C+) las muestras se incubaron en presencia de la RNase Il de E. coli, RNC. La
concentracion de R3B2 utilizada en todos los ensayos fue de 3,5 ng/ul, mientras que la
de SBD fue de 0,9-1,8-3,6 ng/pl, generando una relacion entre estas proteinas de 2:1,
1:1 y 1:2. En el control de SBD sin R3B2 se utilizo la concentracion mas alta de las
indicadas anteriormente.
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IV. 1. Proteinas que interaccionan con R3B2

En M. lusitanicus se han identificado dos rutas principales de
silenciamiento génico (Torres-Martinez y Ruiz-Vazquez, 2016). Los mecanismos
vinculados con la ruta candnica dependen de la ribonucleasa Dicer, mientras que
la otra ruta denominada no candnica o NCRIP depende de la RNasa Il atipica
R3B2, que esta restringida al orden de los Mucorales (Trieu et al., 2015;
Canovas-Marquez et al., 2021). Esta ruta no candnica ha sido recientemente
relacionada con el control de la estabilidad genémica y la virulencia de M.
lusitanicus, un patégeno oportunista de humanos que junto a otros Mucorales
produce la mucormicosis (Pérez-Arques et al., 2020). Esta enfermedad posee
una alta tasa de letalidad y una incidencia creciente, la cual se ha visto
aumentada con la crisis sanitaria actual con los casos del denominado hongo
negro en numerosos pacientes de COVID de la India (Alvarez et al., 2009; Singh
et al., 2021). El hecho de que esta ruta esté restringida a este orden de hongos
y que controle los genes de virulencia, abre nuevas posibilidades de tratamiento.
Durante esta tesis se han tratado de identificar nuevos elementos de la ruta
NCRIP en un intento de profundizar en su funcionamiento y de poder encontrar

nuevas dianas moleculares que puedan servir para el desarrollo de antifingicos.

Para encontrar nuevos genes que interviniesen en la ruta se utilizé la
estrategia de purificacion por afinidad en tandem (TAP) debido a que esta
disefiada para aislar complejos de proteinas del organismo en estudio, en este
caso M. lusitanicus. Aungque se construyo con éxito la estirpe que portaba en su
genoma el gen r3b2 fusionado a la etiqueta TAP, la baja presencia de la proteina
de fusion impidi6 su purificacion. Debido a estos resultados negativos, se
procedi6 a realizar el rastreo de una genoteca de cDNA de M. lusitanicus, usando
el sistema de doble hibrido de levadura, para intentar identificar proteinas que
interaccionaran con la proteina R3B2. En esta busqueda solo se detectaron dos

proteinas que interaccionaran con esta ribonucleasa:

-La propia R3B2, que ya se conocia que dimeriza (Canovas-Marquez et
al., 2021).

-Una nueva proteina perteneciente a la familia de las Hsp70, que se

denomina HspAl2a por su similitud miembros de la subfamilia HspA12.

117



IV. Discusion

La region de R3B2 involucrada en la interaccion con HspAl2a es la
llamada NTF, la cual incluye al dominio RNasa Il y uno de los dominios de union
a dsRNA, de manera similar a lo que ocurre en la interaccion de R3B2 consigo
misma, ya que esta se produce a través del dominio RNasa Ill (Canovas-
Marquez et al., 2021). Sin embargo, la interaccion HspAl2a-R3B2 no ocurre solo
a través del dominio RNasa lll, ni tampoco solo a través del dominio de unién a

dsRNA, sino que es necesaria la presencia de ambos.

La proteina HspAl12a, como otras proteinas Hsp70, presenta dos regiones
claras. En el extremo amino, y representando la mayor parte de la secuencia de
la proteina (69 %), posee el dominio NBD, muy diferente del presente en el resto
de las proteinas Hsp70. Este dominio tiene los residuos conservados para unir
ATP (Figura 14), lo que le permitiria catalizar su hidrdlisis produciendo una
alteracion en la configuracion de la proteina (Gething y Sambrook, 1992). El
extremo carboxilo de HspAl2a carece del tipico dominio SBD que se encuentra
en el resto de las proteinas Hsp70 (Brocchieri et al., 2008) y que es utilizado para
interaccionar con el sustrato. Es de destacar que la interaccién de HspAl2a con
R3B2 ocurre a través de la regidn de la proteina correspondiente al dominio SBD,

sugiriendo que esta funcionando con un dominio de unién a sustrato.

IV. 2. La familia de chaperonas hspA12

La familia de genes que codifican hipotéticas proteinas Hsp70 se
encuentra representada en M. lusitanicus por un total de 25 genes, superando
en numero a modelos de estudio como S. cerevisiae, con 14 genes (Kominek et
al., 2013), o humanos, con 17 genes (Brocchieri et al., 2008). Las proteinas
HSP70 de estas dos especies se han clasificado en distintas subfamilias
atendiendo a sus relaciones evolutivas. Algunas subfamilias, como el grupo | de
humanos y que corresponde a las proteinas HspA12, esta ausente en levaduras
(Figura 15). El andlisis filogenético de las proteinas de M. lusitanicus y humanas
reveld que el hongo tiene representantes para todas las subfamilias de humanos,
excepto para la familia V. No obstante, el resultado mas interesante fue el
elevado numero de miembros de la subfamilia HspA12 que posee M. lusitanicus,

gue supera el 50 % de los genes hsp70 de esta especie (14 de 25 genes hsp70),
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y a su vez explica el mayor nimero de genes hsp70 del hongo con respecto a

humanos y otras especies (Figura 17).

La expansion de genes que cifran proteinas de la subfamilia HspA12 no
es exclusiva de M. lusitanicus y se ha producido en otras especies,
principalmente hongos y dentro de este grupo, la divisibn Mucoromycota muestra
las cifras mas altas, aunque existen especies muy relacionadas
filogenéticamente donde esta subfamilia no estd presente, como Candida
albicans o S. cerevisiae. Fuera del reino de los hongos, la expansion se ha
producido también en la evolucion de algunas especies concretas de grupos
filogenéticos de animales, como Mollusca, Annelida, Chordata, Cnidaria y
Porifera; y de plantas, como Viridiplantae y Acytosteliales. A pesar de la
evidencia de la expansion de la subfamilia, no existen datos que nos permitan

relacionar la misma con una ventaja evolutiva y se necesitan mas estudios.

Algunas especies del reino fungi, como C. albicans o S. cerevisiae,
anteriormente mencionadas, carecen de proteinas homélogas a R3B2
(Canovas-Marquez et al.,, 2021), de componentes clave del mecanismo de
silenciamiento génico, como proteinas similares a Dicer o RARP (Nakayashiki,
2009), y de genes pertenecientes a la subfamilia hspAl12. A esta observacion
hay que afiadir que especies de Mucorales, como P. parasitica, R. microsporus
y L. corymbifera, que presentan proteinas homodlogas a R3B2 con actividad
ribonucleasa especifica de ssRNA como la propia R3B2 de M. lusitanicus
(Canovas-Marquez et al., 2021) poseen también genes hspA12. Esta correlacion
podria apoyar la idea de que las proteinas HspAl12 estan relacionadas con el
mecanismo de silenciamiento génico, aunque existen un gran nuamero de
especies en Mucorales donde se observa la presencia de R3B2 y no se observa

la de proteinas de la subfamilia HspA12.

Un hecho muy llamativo es que en aquellas especies donde se han
identificado un gran nimero de estos genes, se observan agrupaciones de genes
hspAl12 en determinadas regiones del genoma (Figura 18). Estas agrupaciones
pueden deberse a duplicaciones génicas que se han conservado, probablemente
debido a la ventaja evolutiva que la presencia de las copias extras de estos

genes puede suponer para estas especies.

119



IV. Discusion

IV. 3. El papel del gen hspAl2a en el crecimiento a altas

temperaturas

Los genes que codifican proteinas de choque térmico actdan
generalmente en condiciones de estrés, frecuentemente estrés térmico, y su
expresion esta regulada por estas. Se ha realizado el andlisis de expresion del
gen hspAl2a a diferentes temperaturas comprobandose que, como cabia
esperar, dicha expresion es dependiente de la temperatura y aumenta cuando

sube.

Debido a las dificultades para detectar la interaccion entre HspAl2a y
R3B2 in vivo en el propio M. lusitanicus, se procedié a comprobar si realmente
existe una relacion funcional entre ambas comprobando si mutantes carentes de
hspAl2a estaban afectados en los procesos regulados por la ruta NCRIP. Como
la expresion del gen de esta chaperona, al igual que ocurre con la mayoria de
este tipo de genes, responde a cambios de temperatura, se estudio el efecto de
la temperatura en los mutantes para este gen. Existe el inconveniente del alto
namero de genes hspAl2 presentes en M. lusitanicus, que podrian presentar
cierta redundancia funcional y, por tanto, dificultar que se observé un fenotipo en

los mutantes para hspAl2a en condiciones de temperaturas elevadas.

Se pudieron obtener dos estirpes mutantes carentes del gen hspAl2a,
MU909 y MU910, y el estudio de su comportamiento puso de manifiesto que
cuando se crecen a 30 °C presentan un defecto en el crecimiento. A esta
temperatura, que representa solo 4 °C mas que la temperatura Optima de
crecimiento de M. lusitanicus, solo un porcentaje menor al 1 % de esporas de los
mutantes forman colonias densas, mientras que todas las esporas de la estirpe
silvestre son capaces de formarlas (Figura 22). Este efecto en el crecimiento de
las esporas de las estirpes mutantes no se debe a un defecto en su germinacion,
ya que la ausencia de este gen no desemboca en un retraso en la germinacién
de las esporas en estas estirpes mutantes, las esporas germinan igual que las
esporas de la estirpe silvestre en todas las temperaturas testadas (Figura 23).
La ausencia de defectos en la germinacion sugiere que la deficiencia de
HspAl2a provoca un defecto en el crecimiento a 30 °C después de que las

esporas hayan germinado de forma normal.
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Como se ha indicado, el porcentaje de esporas de las estirpes mutantes
para hspAl2a que crecen a 30 °C fue muy bajo, inferior al 1 %. Este fenotipo se
produce siempre que se recogen esporas de individuos de estas estirpes
mutantes crecidos a 26 °C y se siembran a 30 °C. Sin embargo, cuando se cogen
esos pocos individuos que han crecido a 30 °C, se cultivan a 30 °C, se siembran
esas esporas y se incuban a 30 °C, se comprueba que la proporcion de
individuos que forman colonias densas ahora, respecto al nUmero de esporas
sembradas, aumenta al 30 %. Es decir, ahora la tasa de supervivencia
representa la tercera parte de la que presenta la estirpe silvestre y es mucho
mayor que la supervivencia de las esporas de las estirpes mutantes recogidas a
26 °C y crecidas en las mismas condiciones. Este porcentaje de supervivencia
se mantiene si se realizan varios pases vegetativos a 30 °C, por lo que esa
resistencia se hereda. Pero si los ciclos de crecimiento de estos mismos
individuos resistentes a 30 °C se realizan a 26 °C, tras varios pases a esta
temperatura, el porcentaje de supervivencia desciende hasta los datos iniciales
inferiores al 1 %. En todos los controles que se han realizado en los diferentes
pasos de este experimento se pudo comprobar que todos los individuos
analizados todos carecian de hspAl2a. Los resultados sugieren que la causa de
esta reversion parcial de la supervivencia a 30 °C no se debe a nuevas
mutaciones en el DNA de estos individuos resistentes ya que la resistencia se
pierde cuando se crecen a 26 °C, lo que lleva a pensar que se podria
corresponder con un patrén de herencia epigenético que se produce y se
mantiene a 30 °C, pero que se pierde cuando los individuos resistentes se crecen
a 26 °C durante varios pases vegetativos. Este fendbmeno, en cierta medida,
recuerda a la aparicion de epimutantes resistentes a FK506 (Calo et al., 2014) y
acido 5-fluoroorotico (Chang et al., 2019), que depende directamente de la ruta

epimutacional de silenciamiento génico.

Ademas, los mutantes en hspAl2a resistentes a 30 °C mostraban un
crecimiento micelial deficiente cuando se compararon con el crecimiento de la
estirpe silvestre a esa misma temperatura. El fenotipo de crecimiento original se
recuperaba tras varios pases de estos individuos a 26 °C, a la vez que también
se recuperaban los porcentajes bajos de supervivencia de la primera siembra

realizada. Se mostraba asi que ambos fenotipos se producen de manera
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simultanea, sugiriendo que estan determinados por los mismos posibles cambios

epigenéticos.

Durante estos experimentos de crecimiento de los mutantes en el gen
hspAl2a a diferentes temperaturas se pudieron aislar dos individuos distintos,
MU913 y MU914, que mostraban una reversion fenotipica permanente ya que el
100 % de las esporas sembradas crecia a 30 °C. Esta estabilidad del fenotipo
sugiere que, en este caso, se ha producido en estos individuos alguna mutacion,
en el mismo gen o en genes distintos, que suprime el defecto en el crecimiento

a 30 °C de la delecion en el gen hspAl2a.

IV. 4. Identificacidon del gen causante de la reversion fenotipica

Como se ha comentado anteriormente, las estirpes MU913 y MU914
presentaban una reversion espontanea del defecto en el crecimiento a 30 °C del
mutante hspAl2aA del que derivan (MU909). Para identificar las mutaciones y
genes implicadas en la supresion del fenotipo mutante se procedido a la
secuenciacion masiva del genoma de ambas estirpes y de la estirpe parental
(MU909). De los cambios exclusivos de MU913 y MU914, es decir, ausentes en
la estirpe parental MU909, se seleccionaron los que estuvieran en genes o cerca
de regiones codificantes y, ademas, superaran el 50 % de presencia en las
lecturas realizadas. Estos criterios lo cumplieron 17 cambios para el caso de
MU913 y 33 para MU914 (Tablas 5 y 6). Estos elevados numeros de cambios
dificulta la identificacién de la mutacion responsable de la supresién del fenotipo
mutante y, por tanto, se decidié concentrar la atencién en genes que presentaran

mutaciones en ambas estirpes.

De los cuatro genes que presentaban mutaciones en las dos estirpes
revertientes, tres de ellos mostraban la misma alteraciobn en ambas estirpes,
aunque los porcentajes de homocariosis eran distintos en las dos estirpes (Tabla
7). Este era el caso de los genes 160895, 110439 y 157510, que codifican para
un factor de transcripcion con cremallera de leucina, una proteina de la
superfamilia ABC asociada a la resistencia a diferentes medicamentos y una
proteina con dedo de zinc, respectivamente. Estas variantes podrian encontrarse

en la estirpe parental en un porcentaje indetectable, sobrerrepresentandose en
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las estirpes MU913 y MU914, o bien podrian haber surgido idénticas alteraciones
en estas dos estirpes de forma independiente. En estudios previos en M.
lusitanicus, se identificaron mutantes independientes para el gen cnbR que
habian sufrido la misma mutacién puntual de un cambio de una tiamina por una
adenina (Lee et al., 2013), lo que apoya que las mutaciones en estos estos genes

se consideren como candidatas a ser responsables de este fenotipo.

En el cuarto el gen, 155924, que cifra un transportador de GDP-fucosa, la
alteracion sufrida es diferente en ambas estirpes, convirtiéndolo en un serio

candidato a ser responsable de este fendmeno de reversion fenotipica.

Algunos de estos genes se han relacionado en otros estudios con las
proteinas Hsp o la resistencia a altas temperaturas. Por un lado, los factores de
choque térmico (HSF o heat shock factor) son factores de transcripcion que
tienen un papel esencial en la respuesta al choque térmico y a otros estreses,
promoviendo la expresion de proteinas Hsp. Estos factores de transcripcion
poseen cremalleras de leucina que son esenciales para su estructura (Prandl et
al., 1998; Barna et al., 2018). Por otro lado, algunas cochaperonas Hsp40 poseen
regiones similares a dedos de zinc, esenciales para la interaccion de estas
proteinas con proteinas Hsp70 y para el correcto mantenimiento de las proteinas
de la célula ante distintos estreses, como el aumento de temperatura (Lu et al.,
1998; Fan et al., 2005).

I\V. 5. El papel de hspAl2a en las rutas de silenciamiento de M.

lusitanicus

Los mutantes carentes de HspAl2a, MU909 y MU910, se analizaron para
determinar si estaban afectados en alguna de las rutas de silenciamiento génico
de M. lusitanicus. Cuando a la estirpe silvestre de este hongo se le introduce un
plasmido que expresa un fragmento del gen carB, capaz de adoptar una
estructura de horquilla, se produce el silenciamiento de este gen, que se refleja
en que el micelio del hongo pasa de color amarillo, debido a la acumulacion de
B-caroteno, a albino, por el silenciamiento del gen carB enddgeno, uno de los

genes estructurales de la sintesis de carotenos (Calo et al., 2012). Cuando ese
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mismo plasmido se introdujo en las estirpes MU909 y MU910 se observa que el
silenciamiento génico se produce casi en el 100 % de transformantes obtenidos,
lo que indica que esta ruta no se ve afectada por la eliminacion del gen hspA1l2a,
descartando la implicacion de la proteina HspAl2a en el silenciamiento

canonico.

Para comprobar el efecto sobre NCRIP se analizé la expresion de genes
regulados por esta ruta, concretamente los genes rvt y desh, a distintas
temperaturas, teniendo en cuenta la regulacion de la expresion del gen hspAl2a
por la temperatura (Figura 30). La expresion de ambos genes a 26 °C es similar
en los mutantes en hspAl2ay en la estirpe silvestre, sin embargo, su expresion
a 30 °C es mayor en los mutantes con respecto a la estirpe silvestre. Este
incremento de expresion es semejante al observado en mutantes en dos genes
clave de esta ruta de silenciamiento no candnico, como son rdrp-1y r3b2, lo que
sugiere que HspAl2a puede ser importante para el correcto funcionamiento de
la ruta NCRIP a temperaturas superiores a las que normalmente crece el hongo.
Asi, podria estar sucediendo que HspAl2a se una a R3B2 en condiciones de
altas temperaturas, estabilizando a esta proteina, de modo que la ausencia de
HspAl2a a 30 °C en el mutante haga que R3B2 no sea funcional y los mRNA

gue son diana de la ruta dejan de ser degradados y se acumulen.

El hecho de que HspAl2a sea esencial para la ruta NCRIP cuando se
produce un aumento de temperatura, abre la posibilidad de que esta proteina
sea esencial para el silenciamiento bajo otras circunstancias. Las Hsp70 estan
presentes de manera constitutiva en la célula, aunque se pueden sobreexpresar
ante determinados estreses, no solamente con aumentos de temperatura, sino
también ante otros estreses, como el estrés oxidativo (Whitesell y Lindquist,
2005; Morano et al., 2012). Por lo tanto, es posible especular que esta proteina
no actue en el silenciamiento solamente ante aumentos de temperatura, sino

también ante otras circunstancias que supongan un estrés para el hongo.

IV. 6. El papel de hspA12a en la virulencia de M. lusitanicus

La reciente vinculacion que se ha descubierto entre la virulencia y la ruta

NCRIP (Pérez-Arques et al., 2020), sumado al impacto que produce la delecion
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de hspAl2a en M. lusitanicus cuando crece a temperaturas de 30 °C sobre la
expresion de las dianas de esta ruta, permite plantear la hipotesis de que este

gen se encuentra involucrado en la virulencia de este hongo.

En ensayos de virulencia con ratones inmunosuprimidos se observa que
se produce una reduccion en la virulencia de las estirpes mutantes para hspAl2a
en comparacion con la estirpe virulenta de M. lusitanicus. La reduccion es clara
para ambos mutantes, pero la diferencia es estadisticamente significativa solo
para uno de los mutantes, aunque hay que indicar que en el segundo caso no es
estadisticamente significativa por un solo ratdbn. Ademas, ambas estirpes
mutantes presentan un fenotipo de virulencia mas préximo a la estirpe avirulenta
(NRRL3631), que a la estirpe virulenta (MU636) (Figura 29). Este resultado
apoya gque hspAl2a es importante para el funcionamiento de la ruta NCRIP, ya
que los mutantes en genes claves de la ruta, como r3b2 y rdrp-1, muestran
también una reduccion de la virulencia en el mismo tipo de ensayos (Pérez-
Argues et al., 2020).

IV. 7. Actividad RNasa de R3B2 en presencia de HspAl2a

Los ensayos llevados a cabo con R3B2 para mostrar su actividad,
demostraron que R3B2 era capaz de unirse tanto a dSRNA como a ssRNA, pero
era capaz de digerir solo ssRNA (Canovas-Marquez et al., 2021). Estos ensayos
se realizaron a 30 °C, temperatura a la que, como se ha observado en este
trabajo, la ruta NCRIP se ve afectada por la ausencia de HspAl2a. Como
HspAl2a y R3B2 interaccionan entre si, se podria esperar un aumento en la
actividad RNasa in vitro de R3B2 si se afiade simultaneamente a la reaccion
HspAl2a. Debido a las dificultades para la purificacion de la proteina HspAl2a
completa, los ensayos para analizar la actividad RNasa se realizaron con la
region SBD, cuya purificacion es posible y es, ademas, la region por la que esta
proteina interacciona con R3B2. Los resultados mostraron que la actividad
RNasa de R3B2 no se vio afectada con la presencia de la region SBD. Esta falta
de efecto en la actividad de R3B2 no descarta que HspAl2a influya en la
actividad RNasa de R3B2 in vivo, puesto que se esta utilizando solo una parte

de la proteina y falta una parte importante de esta, como es el dominio NBD. De
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hecho, la interaccion de las proteinas Hsp70 con otras proteinas se realiza tras
la hidrolisis de ATP por el dominio NBD de estas chaperonas, lo que genera un
cambio conformacional en la chaperona y facilita su posterior union con las

proteinas diana (Gething y Sambrook, 1992; Kominek et al., 2013).

IV. 8. Modelo de actuacion de HspAl2a

Los resultados de esta tesis nos llevan a plantear un modelo de actuacion
de HspAl2a en la ruta NCRIP (Figura 34). Esta proteina tendria un papel
importante a temperaturas superiores a 26 °C, como es 30 °C, donde se produce
un incremento de la expresién del gen hspAl2a. En estas condiciones, la
proteina HspAl2a se uniria con R3B2 a través de su region NTF estabilizandola
para permitir que continle degradando sus mMRNA dianas a esa temperatura. La
ausencia de HspAl2a o R3B2 tendria el mismo resultado en los niveles de
transcrito de los genes diana de la ruta a 30 °C pero, en cambio, a 26 °C la falta
de HspAl2a no tendria ninguna consecuencia en esos niveles, tal como se ha
observado en los mutantes en hspAl2a. Por tanto, HspAl2a podria actuar como
una proteina accesoria a R3B2, permitiendo que la ruta siga funcionando en

condiciones de temperaturas elevadas.

Aungue los mutantes para hspAl2a no mostraban tener afectada la ruta
candnica del silenciamiento génico, no se puede descartar la participacion de
este gen en la ruta, puesto que estos ensayos fueron llevados a cabo a 26 °C.
Por otro lado, puesto que el papel de R3B2 en la ruta candnica es desconocido,
aunque se cree que puede participar junto a las proteinas Dicer (Calo et al.,
2017), el papel de HspAl2a en esta ruta podria ser menor al observado en la
ruta NCRIP.

Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas Hsp han sido
relacionadas en multiples ocasiones con el silenciamiento génico (Apartado I. 3.
1.). Se ha demostrado en numerosas ocasiones la relacion que existe entre las
proteinas Hsp70 y Hsp90 con el complejo RISC (Johnston et al., 2010; lwasaki
et al., 2010; Smith et al., 2009; Iki et al., 2010) y también de cochaperonas con
proteinas vinculadas al mecanismo de silenciamiento (Pare et al., 2013; Sjogren

et al., 2018), pero nunca se habia observado una implicacion directa de proteinas
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HspAl2 en el silenciamiento génico, menos aun con la proteina R3B2, tan

particular en la naturaleza.

Esta interaccion se ha observado en M. lusitanicus, pero hay que tener en
cuenta la presencia de proteinas similares a R3B2 en otros Mucorales, con la
misma actividad RNAsa especifica de ssRNA, (Canovas-Marquez et al., 2021),
y en algunos de estos Mucorales también se encuentra esta subfamilia de
proteinas HspAl12, por lo que puede pensarse que esta interaccidbn puede
encontrarse en otras especies de los Mucorales y puede ser importante para la

estabilidad de la ruta cuando la temperatura aumenta.

_ | 30 °C
(RARP3 (RdRP3
, RdRP2 , RdRP2
/RdRP1 /RdRP1
IR I 11ty p e prriry LIl 1111l
T L T v T T a0
v v
(6{337— EEEENE |H||l|J| ( ?:532 EEEENE ”I”LIJI
U u
u L1111 u L1111l
LLLrrrt U - LErrrra u
(NN u RN u
\\ll\J\ o |||LiJ|
rdRNAs rdRNAs

Figura 34. Modelo de laruta NCRIP a 26 y 30 °C. A la izquierda se muestra el modelo
de la ruta NCRIP a 26 °C. A la derecha se muestra el modelo para esta ruta a 30 °C,

donde actuaria la proteina HspA12a.
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V. Conclusiones

Los resultados de este trabajo permiten generar las siguientes

conclusiones:

1. Se ha identificado en un ensayo de doble hibrido de levadura una
proteina Hsp70, perteneciente a la subfamilia de proteinas HspA1l2,
llamada HspAl2a, que interacciona con R3B2, proteina clave del

mecanismo de silenciamiento no canénico NCRIP en M. lusitanicus.

2. Lainteraccion identificada entre R3B2 y HspAl2a se produce a través
de sus regiones NTF, que posee un dominio RNasa Il y un dominio de
unién a dsRNA, y SBD, el cual no posee ningun dominio conservado,

respectivamente.

3. M. lusitanicus presenta una expansion de la subfamilia HspA12, que
se ha identificado también en otras especies, incluyendo algunas del
orden de Mucorales, y que podria suponer una ventaja adaptativa

desconocida.

4. La proteina HspAl2a es necesaria para el correcto crecimiento a
temperaturas de 30 °C, ya que dos estirpes mutantes independientes
para el gen hspAl2a muestran un crecimiento deficiente cuando sus
esporas son sembradas a 30 °C, solo 4 °C superior a su temperatura
Optima de crecimiento, no estando relacionado este crecimiento

andmalo con un defecto en la germinacion.

5. Un porcentaje bajo de esporas de las estirpes mutantes para hspAl2a
produjeron colonias con un crecimiento silvestre a 30 °C. Este fenotipo
se mantenia en los sucesivos ciclos vegetativos de forma parcial y
reversible, sugiriendo la existencia de un mecanismo epigenético

implicado en la supresion del fenotipo mutante.

6. Se han identificado los principales genes candidatos implicados en la
supresion del fenotipo de crecimiento defectuoso a 30 °C de los

mutantes para hspAl2a. Los genes candidatos identificados codifican
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un transportador de GDP-fucosa, un factor de transcripcion con
cremallera de leucina, una proteina de la superfamilia ABC asociada a
la resistencia a diferentes medicamentos y una proteina con dedo de

zinc.

7. La proteina HspAl2a parece ser importante para la virulencia de M.
lusitanicus, ya que los mutantes para hspAl2a muestran una virulencia
reducida en ratdn respecto a la estirpe virulenta control y mas parecida

a la estirpe avirulenta control.

8. La proteina HspAl2a no parece participar en la ruta candnica del
silenciamiento génico en M. lusitanicus bajo las condiciones

empleadas en esta tesis.

9. La proteina HspAl2a es esencial para el correcto funcionamiento de la
ruta NCRIP bajo condiciones de temperaturas superiores a 26 °C,
siendo prescindible para el correcto funcionamiento de esta cuando M.

lusitanicus crece en su temperatura optima.

10. Se sugiere un modelo de actuacién de la proteina HspAl2a en la ruta
NCRIP del silenciamiento génico de M. lusitanicus en el cual HspAl2a
interaccionaria con el homodimero de R3B2 cuando el hongo se
encuentra a temperaturas superiores a 26 °C, con el objetivo de
estabilizar a esta ribonucleasa y permitir el correcto funcionamiento de
la ruta NCRIP.
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