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Resumen en inglés 
Post-transcriptional gene silencing (PTGS) or RNA interference (RNAi) was one 

of the most outstanding discoveries of the 90s decade that impacted biology fields. 

Nowadays multiple researches are still being conducted to understand the diverse RNAi 

pathways widespread among every eukaryotic lineage. These mechanisms utilize small 

interfering RNAs (siRNAs) to target and either degrade the complementary transcripts or 

block their translation into proteins. The specificity conferred by the siRNAs allows the 

control of the exogenous and endogenous invasive nucleic acids, constituting a powerful 

defense of the organism and its genome, while in some organisms they orchestrate a 

refined control of endogenous transcripts. Since the initial discovery of the RNAi in fungi, 

a continuously expanding world of small RNAs (sRNAs) and RNAi mechanisms have 

demonstrated to participate in the control of fundamental processes of the lifestyle of 

these organisms such as growth, reproduction, stress adaptation, and pathogenesis. Here 

in this work, we carry out a detailed characterization of the atypical RNase R3B2 of 

Mucor lusitanicus in order to shed light over the complex interaction of the main RNAi 

pathways of this fungus, which are a canonical RNAi mechanism, where the Dicer 

RNases produce the siRNA, and a non-canonical RNAi pathway (NCRIP), driven by 

R3B2 that degrades specific endogenous transcripts without the production of typical 

siRNA.  

We determined that R3B2 binds in vitro both single-stranded RNA (ssRNA) and 

double-stranded RNA (dsRNA), although it is only capable to cut ssRNA. While the RNA 

binding was dependent on both double-strand RNA binding domains (dsRBD), the 

substrate specificity was fully determined by the RNase III domain (RIIID), although the 

crystal tructure of this domain shows an overall architecture similar to other well 

described RNase III proteins that cut dsRNA. The dimerization of the protein results in a 

narrowed RNA channel regarding other well described RNase III proteins that suggests a 

restricted access of dsRNA to the catalytic centers of the RNase. In fact, the relative 

position of a lysine (K84) to the catalytic centers and the charged nature of the lateral 

chain of the amino acid could explain the preference of U in the penultimate position of 

the sRNAs generated by the NCRIP, allowing us to propose a mechanistic model for 

ssRNA processing by R3B2.  

The in vivo characterization of R3B2 revealed its interaction with Dicer proteins 

of M. lusitanicus establishing a direct link between the canonical RNAi and the NCRIP. 

We dissected the interactions based on the domain architecture of both proteins and their 

structural prediction taking advantage of the latest advances on artificial intelligence. The 

yeast-two hybrid assay showed that the contact between R3B2 and Dicer-1 was stronger 

that the detected with Dicer-2, involving two clearly different regions of the proteins. A 

strong interaction involved the linker region between both dsRBD of R3B2, where a novel 

putative interaction region (PIR) was described, and the PAZ-platform domains of Dicer-

1. This interaction suggests an inhibitory role of R3B2 over Dicer activity by affecting 



the PAZ-mediated binding of dsRNA. The second interaction was weaker and involved 

the corner of the helicase domain in the base of Dicer-1 protein and the first dsRBD of 

R3B2. This interaction resembled the characterized in animals between Dicer proteins 

and their multi-dsRBD domain-containing partners, representing the first description of 

this kind of Dicer partners in the fungal kingdom. Our in vivo mutational analysis of the 

interacting regions of R3B2 revealed that both regions are essential for R3B2 in the 

canonical RNAi.  Surprisingly, while the absence of the strong interaction with the PAZ-

platform region yielded a similar performance of the canonical RNAi than the r3b2Δ 

strain, the absence of the weak interaction with the helicase domain showed a more 

pernicious effect over the mechanism. These results suggest that in absence of the weak 

interaction, the strong one remains causing a complete blockage of the Dicer activity, 

which is compatible with the described positive and negative role of R3B2 on the 

processes mediated by the canonical RNAi. The substrate specificity and these in vivo 

results suggest that R3B2 is necessary to cleave the ssRNA stretches of the dsRNA in 

order to produce adequate dsRNA termini for Dicer processing. We explored this 

possibility by analyzing the effect of R3B2 absence over the sRNA length and strand 

polarity distribution during active growth and the stationary phase. The results obtained 

revealed two clearly different situations in regard of the growth state and the type of genes 

regulated by the RNAi mechanisms of M. lusitanicus. While R3B2 is necessary to 

produce exonic-siRNAs (ex-siRNA) during exponential growth, it was completely 

dispensable or even a negative regulator of the production of these siRNAs during the 

stationary phase. In addition, it was dispensable for the silencing of Genomic 

Retrotransposable Elements of Mucoromycotina LINE1-like (Grem-LINE1) during 

exponential growth, but negatively regulates them during the stationary phase, as 

previously described. These results agreed with the proposed differential dsRNA 

production by RdRP-1 and RdRP-2 and prompted us to re-analyze previously published 

sRNA datasets of RNAi mutants to propose a model for RNAi mechanisms in M. 

lusitanicus that include the results of these thesis results.   

Finally, we extended the previous R3B2 phylogenetic analyses and showed that 

the unusual preference for ssRNA cleavage is conserved in Mucorales. In addition, we 

proved that the ortholog protein of Lichtheimia corymbifera, a Mucorales species causing 

mucormycosis, was able to complement the defects in the RNAi canonical pathway and 

the NCRIP by the absence of R3B2 in M. lusitanicus, reinforcing that the R3B2 function 

is conserved in this fungal order.  
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I.1. Los hongos Mucorales 

I.1.1. Características generales 

 Los Mucorales son un grupo de hongos basales heterotálicos caracterizados por la 

producción, durante la reproducción sexual, de zigosporas, unas esporas sexuales de 

pared gruesa, generalmente ornamentada y pigmentada. Las zigosporas se forman tras la 

fusión de hifas de dos individuos haploides de diferente tipo sexual, (+) y (-), dando lugar 

a la mezcla de citoplasmas y núcleos que conduce posteriormente a la cariogamia, 

formando un cigoto diploide (Figura 1). Tras un período de latencia se produce la 

germinación de la zigospora dando lugar a un germoesporangiofóro en cuyo ápice se 

desarrolla el germosporangio en el que se producen, mediante meiosis, las 

germoesporangiosporas haploides que darán lugar a un nuevo micelio. La mayor  parte 

del ciclo celular de este orden de hongos filamentosos es haploide y las hifas de su micelio 

normalmente son cenocíticas, salvo en algunos casos en los que pueden producirse septos 

de manera irregular o delimitando las estructuras sexuales, por lo que se trata de hongos 

multinucleados (Talbot, 1971). Estas hifas vegetativas que forman el micelio haploide se 

reproducen de forma asexual mediante la producción de esporangiosporas, unas esporas 

unicelulares e inmóviles (Figura 1). Las esporangiosporas se generan dentro de unas 

estructuras especializadas conocidas como esporangios que están sostenidos sobre los 

esporangióforos, unas prolongaciones verticales sobre el micelio, vulgarmente 

denominadas hifas aéreas. La prolongación del esporangióforo para formar una cúpula 

bien diferenciada dentro del esporangio, denominada columela, diferencia a los 

Mucorales del resto de hongos filamentosos (Guarro et al., 1999; Hoffmann et al., 2013).  

 
Figura 1. Ciclo de vida de los Mucorales.  

Representación del ciclo de vida de los Mucorales donde se muestran la fase reproductiva sexual (abajo), tras el 

encuentro de dos micelios haploides de sexo (+) y (-), y la fase de reproducción asexual (arriba). Figura tomada de 

Curtis & Barnes (2003) y adaptada por coherencia interna en la terminología. 



El grupo de los Mucorales presenta una distribución geográfica cosmopolita 

(Tedersoo et al., 2014), siendo generalmente saprófitos que pueden crecer sobre el suelo, 

la materia vegetal en descomposición, los alimentos y los excrementos de animales 

(Richardson, 2009). Se trata de hongos de rápido crecimiento que colonizan sustratos 

ricos en carbono y que presentan diversos usos para el ser humano, tanto para la 

fabricación de compuestos de interés industrial como para la producción de alimentos 

(Spatafora et al., 2017). Así, además de sus usos tradicionales para la fermentación de 

soja y arroz (Londoño-Hernández et al., 2017), su creciente interés industrial ha permitido 

su aplicación para la producción de biocombustibles (Satari & Karimi, 2018; Vicente et 

al., 2010) y lípidos (Conti et al., 2001; Papanikolaou et al., 2007), así como para la 

obtención de compuestos tales como carotenos (Kuzina & Cerdá-Olmedo, 2007) y 

quitosano (Kaur & Dhillon, 2014). Por otro lado algunos Mucorales presentan un modo 

de vida endofítico (RuYong & Hong, 1995) o actúan como parásitos vegetales, animales 

e incluso de otros Mucorales (Benny et al., 2001). Algunas especies de este grupo 

producen una enfermedad en humanos conocida como mucormicosis (Prakash & 

Chakrabarti, 2019) que presenta una alta letalidad y cuya incidencia ha sufrido un 

marcado incremento en los últimos años afectando sobre todo a individuos 

inmunodeprimidos, aunque también puede afectar a individuos con un sistema 

inmunológico totalmente funcional que hayan sufrido heridas o quemaduras. 

Actualmente se han dado numerosos casos de mucormicosis en pacientes infectados por 

SARS-CoV-2 debido a la alteración del sistema inmune que produce el virus y al uso de 

corticoides para el tratamiento del COVID-19 (Singh et al., 2021).  Este aumento en la 

incidencia y su alta letalidad han puesto de manifiesto la necesidad de profundizar en la 

biología de este tipo de hongos para el desarrollo de terapias efectivas para su tratamiento 

(Bruch et al., 2021).   

I.1.2. Filogenia y mucormicosis 

 Los análisis de filogenia molecular desarrollados en los últimos años han dado 

lugar a una actualización de la clasificación clásica de los hongos basales (Figura 2). 

Tradicionalmente, se consideraba la existencia del filo Zygomycota que englobaba, en 

base a criterios morfológicos, los actuales filos Mucoromycota y Zoopagomycota (Benny 

et al., 2001). Pero los nuevos análisis han supuesto una modificación de esta clasificación, 

de modo que los hongos basales se dividen taxonómicamente en los filos Cryptomycota, 

Blastocladiomycta, Chytridiomycota, Zoopagomycota y Mucoromycota (Spatafora et al., 

2017). Este último filo, Mucoromycota, a su vez se divide en las clases Glomeromycotina, 

Mortierellomycotina y Mucoromycotina, siento esta última la que integra al orden 

Mucorales, junto con los órdenes Endogonales y Umbelopsidales (Spatafora et al., 2016).  
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Figura 2. Clasificación de los Hongos.  

Representación del árbol del reino de los hongos donde se muestra sombreado en azul el antiguo grupo polifilético de 

los zigomicetos (Zygomycota). Figura modificada de Lee & Idnurm (2017). 

 Los Mucorales como el grupo monofilético descrito en la actualidad (Spatafora et 

al., 2016) engloban a 55 géneros en los que se agrupan 260 especies, (Wijayawardene et 

al., 2018) de las cuales 38 se han asociado con la enfermedad infecciosa mucormicosis 

(Walther et al., 2019). Estas especies patógenas oportunistas pertenecen a los géneros 

Rhizopus, Mucor, Lichtheimia, Cunninghamella, Apophysomyces, Rhizomucor y 

Saksenaea, siendo los tres primeros los causantes de más de la mitad de los casos de 

mucormicosis registrados a nivel mundial (Figura 3) (Cornely et al., 2019; Jeong et al., 

2019).  

La mucormicosis es una enfermedad emergente rara en términos relativos, pero 

con una alta letalidad en casos de infección diseminada, para la que no se dispone de 

tratamientos eficaces (U. Binder et al., 2014; Lax et al., 2020). En su forma más habitual 

se presenta con un cuadro de infección rino-órbito-cerebral, cutánea o pulmonar, siendo 

más habitual su inicio a partir de las vías respiratorias en pacientes inmunocomprometidos 

(Richardson, 2009). Las esporas de estos hongos, que presentan una distribución ubicua, 

dan lugar a un micelio filamentoso en el hospedador que invade los vasos sanguíneos 

generando trombos y necrosis de los tejidos afectados (Frater et al., 2001). Se han descrito 

diversos factores de riesgo, como la diabetes no controlada o la hiperferremia, que 

predisponen a individuos inmunocompetentes a la mucormicosis (U. Binder et al., 2014; 

Hassan & Voigt, 2019), pero han sido precisamente los tratamientos iniciales a base de 

corticoides para los infectados graves por SARS-CoV-2, los que han generado un 

espectacular aumento de los casos de mucormicosis, especialmente en el contiene asiático 

(Singh et al., 2021).  

 Aunque la mucormicosis se considera una infección rara por su incidencia, como 

se ha mencionado anteriormente, se trata de la tercera más frecuente causada por hongos 

después de la aspergilosis y la candidiasis (Skiada et al., 2013), presentando una tasa de 

mortalidad muy elevada comprendida entre 40 – 80 % (Cornely et al., 2019). Esta alta 

mortalidad se explica, en parte, por la ausencia de un tratamiento eficaz debido a la 

resistencia natural de estos hongos a la mayoría de antifúngicos disponibles (Schwarz et 



al., 2019). Por ello, es urgente caracterizar nuevas dianas terapéuticas sobre las que poder 

desarrollar tratamientos eficaces contra esta enfermedad (Garre, 2022). 

 

Figura 3. Porcentaje de los géneros de Mucorales causantes de mucormicosis en las diferentes regiones 

geográficas del planeta. 

Figura modificada de Jeong et al. (2019). 

I.1.3. M. lusitanicus como organismo modelo 

 El hongo filamentoso M. lusitanicus, anteriormente llamado Mucor circinelloides 

f. lusitanicus (Wagner et al., 2020), se ha erigido como el modelo de referencia en la 

investigación genética de los Mucorales debido a la posibilidad de realizar 

modificaciones genéticas, a diferencia de lo que ocurre en la mayoría de especies de este 

grupo de hongos basales. Recientemente, se ha conseguido también desarrollar la 

tecnología para modificar el genoma de una segunda especie de Mucorales, Rhizopus 

microsporus (Lax et al., 2021), gracias a la aplicación de la galardonada técnica de 

CRISPR-Cas9. Si bien el modelo de Mucorales por excelencia fue Phycomyces (Cerdá-

Olmedo, 2001), el desarrollo temprano de una técnica de transformación eficaz para 

introducir DNA exógeno en M. lusitanicus supuso una revolución (van Heeswijck & 

Roncero, 1984). Desde las transformaciones iniciales basadas en la introducción de 

plásmidos  autoreplicativos que contenían genotecas para complementar fenotipos 

mutantes identificados en el laboratorio (Navarro et al., 2000) hasta la modificación 

directa y precisa del genoma mediante recombinación homóloga utilizando fragmentos 

lineales de DNA (Gutiérrez et al., 2011; Navarro et al., 2001), el repertorio de técnicas 

moleculares se ha incrementado notablemente año tras año incrementando el interés por 

M. lusitanicus como modelo de investigación.  
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  Estas técnicas basadas en la transformación génica permiten tanto la 

manipulación del genoma para modificar genes (mutación o deleción completa, 

sobreexpresión, etiquetado, …), como la explotación de las propias rutas biológicas del 

hongo para silenciar genes específicos mediante plásmidos que transcriben RNA de doble 

cadena (double-stranded RNA o dsRNA). Así, se han podido caracterizar a nivel 

molecular las respuestas a la luz, incluyendo la fotocarotenogénesis (Corrochano & 

Garre, 2010), el mecanismo de silenciamiento génico (Torres-Martínez & Ruiz-Vázquez, 

2016) y enzimas clave involucradas en la síntesis de ácidos grasos (Rodrigues et al., 

2019). El gran rendimiento de estas técnicas no hubiese sido posible sin la puesta a 

disposición pública del genoma de M. lusitanicus que tiene un tamaño de ≈ 36 megabases 

y alrededor de 12.000 genes anotados (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/Muccir1_3/Muccir1_3.home.html).  

 En cuanto a su manejo en el laboratorio, M. lusitanicus es un hongo fácilmente 

cultivable con un ciclo de vida corto (Figura 1) que permite la realización de múltiples 

ensayos en poco tiempo. La germinación de las esporas asexuales o esporangiosporas se 

produce en unas pocas horas, tras la cual se inicia el desarrollo de un micelio haploide 

(Figura 4A), cenocítico y multinucleado que al ser expuesto a luz azul adquiere un tono 

anaranjado por la acumulación de β-caroteno (Silva et al., 2006; Velayos et al., 2000). 

Tras 48-72 horas, del micelio surgen los esporangióforos en cuyo ápice se desarrollan los 

esporangios repletos de esporangiosporas (Figura 1), generalmente multinucleadas, que 

pueden ser fácilmente recolectadas y almacenadas durante largos periodos de tiempo a 

4ºC o congeladas a -20ºC o -70ºC. A pesar de que M. lusitanicus es un hongo heterotálico 

con dos tipos sexuales morfológicamente similares, (+) y (-), que pueden conjugarse para 

dar lugar a una zigospora (Figura 1), no se ha conseguido la germinación de estas esporas 

sexuales en condiciones de laboratorio ( Li et al., 2011) y,  por tanto, en estas condiciones 

se cultiva y propaga mediante reproducción asexual o vegetativa.  

El crecimiento vegetativo de M. lusitanicus puede ser modulado de manera 

sencilla ajustando el pH del medio de cultivo para trabajar con colonias (Figura 4B) en 

medios ácidos (pH 2,8-3,2) o con micelios extendidos (Figura 4A) en medios más 

alcalinos (pH 4-5). El control de la forma de crecimiento facilita el estudio de caracteres 

de forma cuantitativa como, por ejemplo, el cálculo de la frecuencia de silenciamiento 

cuando se utiliza un plásmido que produce una horquilla de doble cadena en un RNA 

derivado de un gen estructural de la carotenogénesis, carB, que provoca la aparición de 

parches albinos en las colonias (Figura 4B) (Calo et al., 2012; De Haro et al., 2009), o el 

estudio de características morfológicas, como la tasa de crecimiento o la de esporulación 

de lo diferentes micelios (Trieu et al., 2015). Además, M. lusitanicus es un hongo 

dimórfico capaz de alternar entre un crecimiento micelial (Figura 4C) y levaduriforme 

(Figura 4D). La transición micelio-levadura está condicionada por factores ambientales 

como la baja disponibilidad de oxígeno y la presencia de fuentes de carbono fermentables 

(Orlowski, 1991). Dicha transición es reversible y ha sido ampliamente estudiada debido 

https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html
https://mycocosm.jgi.doe.gov/Muccir1_3/Muccir1_3.home.html


a su implicación en la virulencia del hongo, ya que la forma micelial muestra una mayor 

virulencia (Lee et al., 2013).  

 
Figura 4. Morfología macroscópica y microscópica de M. lusitanicus. 

A) Crecimiento micelial de M. lusitanicus donde se aprecia la influencia del fotoperiodo en la producción de esporas. 

B) Crecimiento colonial de M. lusitanicus donde puede observarse la aparición de parches albinos debido al 

silenciamiento del gen carB. C) Hifas de M. lusitanicus vistas al microscopio. D) M. lusitanicus en forma levaduriforme 

visto al microscopio (Lee et al., 2013). 

I.2. Silenciamiento génico 

I.2.1. Generalidades 

 El silenciamiento génico mediado por RNA, silenciamiento génico 

postranscripcional (post-transcriptional gene silencing o PTGS) o interferencia de RNA 

(RNA interference o RNAi) es un mecanismo que permite la inhibición de la expresión 

de un determinado gen de forma dirigida, a través de la degradación de su RNA mensajero 

(messenger RNA o mRNA), la inhibición de su traducción o el bloqueo de su transcripción 

(Ghildiyal & Zamore, 2009). Las primeras observaciones de este fenómeno de forma 

simultánea en plantas (Napoli et al., 1990) y hongos (Romano & Macino, 1992), donde 

se denominó cosupresión y “quelling”, respectivamente, han supuesto una revolución en 

el campo de la regulación de la expresión génica gracias al ingenio de estos primeros 

investigadores a la hora de interpretar sus observaciones. El propósito de las 

investigaciones iniciales consistía en la sobreexpresión de genes involucrados en la 

síntesis de pigmentos tanto en petunia, como en Neurospora crassa. Pero la introducción 

de transgenes planteada para lograr esa sobreexpresión dio lugar a la aparición de una alta 

proporción de individuos transgénicos en los que se observaba el fenotipo opuesto al 

esperado, es decir, una reducción en la producción del pigmento de interés. Al estudiar la 

acumulación del mRNA de los genes empleados en la transformación se determinó que 

la menor acumulación del pigmento correlacionaba con una menor expresión de estos 

genes. Este hecho suponía que el intento de sobreexpresar un gen a veces provocaba el 

efecto contrario, su silenciamiento, un fenómeno que era reversible (Romano & Macino, 

1992). Paralelamente, otros investigadores que utilizaban como modelo de estudio 
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Caenorhabditis elegans estaban desarrollando una técnica denominada inhibición 

antisentido, basada en la observación de que la introducción en células de RNA de cadena 

sencilla (single-stranded RNA o ssRNA), preferentemente con sentido opuesto a la 

transcripción (antisentido), impedía la traducción de genes específicos (Fire et al., 1991). 

Pero el mecanismo subyacente no comenzó a esclarecerse hasta que se descubrió 

posteriormente que este fenómeno observado en C. elegans era inducido por una molécula 

de dsRNA formada al hibridar el mRNA y el RNA antisentido (Fire et al., 1998). Los 

trabajos posteriores a estas primeras observaciones pusieron de manifiesto que la 

cosupresión, el quelling, el PTGS y el RNAi eran en realidad la observación del mismo 

fenómeno conservado en los eucariotas, quedando así establecidas las bases del modelo 

de silenciamiento génico mediado por RNA (Hutvágner & Zamore, 2002).  

En el modelo básico de RNAi (Figura 5), las moléculas de dsRNA activan la 

maquinaria de silenciamiento y son reconocidas por ribonucleasas (RNasas) III de tipo 

Dicer (Bernstein et al., 2001), que las cortan en dsRNAs pequeños de interferencia (short 

interfering RNAs o siRNA) de 21-25 pares de bases (pb) (Hammond et al., 2000). A 

continuación, los siRNAs se introducen en el complejo proteico de silenciamiento 

inducido por RNA (RNA-induced silencing complex o RISC) que, tras degradar una de 

las hebras, utiliza la otra como guía para reconocer transcritos complementarios (Zamore 

et al., 2000). El reconocimiento de la secuencia complementaria por parte del RISC, 

provoca que una RNasa de tipo Argonauta, presente en el complejo, genere un corte 

endonucleolítico en el transcrito y provoque su posterior degradación (S. M. Hammond 

et al., 2001). Además de este sistema de RNAi básico, algunos organismos presentan un 

proceso secundario de amplificación producido por polimerasas de RNA dependientes de 

RNA (RNA-dependent RNA polymerase o RdRP) que, utilizando como molde los 

productos del RISC, generan nuevas moléculas de dsRNA capaces de retroalimentar el 

proceso (Forrest et al., 2004; Makeyev & Bamford, 2002; Sijen et al., 2001).  

 

Figura 5. Mecanismo general de silenciamiento génico.  

Representación del mecanismo básico de silenciamiento génico y sus componentes junto con las moléculas de RNA 

que intervienen. El color azul y rojo indican los RNA con el mismo sentido y antisentido, respectivamente con respecto 

a la transcripción. 

Aunque el RNAi se describió como un mecanismo de defensa frente a ácidos 

nucleicos exógenos, tales como virus, elementos genéticos móviles y transgenes que 

pueden afectar a la integridad del genoma, pronto se descubrió su capacidad para regular 

la expresión génica endógena. En los eucariotas se han descrito tres clases mayoritarias 

de pequeños RNA endógenos (endogenous short RNAs o esRNA) (Figura 6A), también 



conocidos como pequeños RNA no codificantes (small non-coding RNAs o sncRNA) o, 

simplemente, pequeños RNA (small RNAs o sRNA). En base a su estructura y biogénesis 

se diferencian en:   

1) Micro-RNA (miRNA). Los miRNA están especializados en la regulación de 

la expresión génica. Son los esRNA más conocidos y se han identificado en 

animales (Ambros, 2004), plantas (Reinhart et al., 2002), hongos (Lee et al., 

2010) y protistas (Molnár et al., 2007). Aunque se han descrito 

particularidades específicas de su biogénesis en cada uno de los reinos 

mencionados, todos presentan como característica distintiva que están 

codificados a partir de loci genómicos diferentes a los de los genes que 

regulan. Así, cuando estos loci se transcriben producen una molécula de 

ssRNA no codificante que forma una estructura en horquilla intramolecular, 

denominada pri-miRNA. Los pri-miRNA son procesados total o parcialmente 

en el núcleo por las RNasas de tipo Dicer o Drosha para dar lugar en primer 

lugar a un pre-miRNA y finalmente al miRNA. Una vez maduros, los pre-

miRNA o los miRNA son transportados al citoplasma donde finaliza su 

procesamiento (Bartel, 2004). Los miRNA resultantes son moléculas de 21-

25 pb con características similares a los siRNA, por lo que una vez en el 

citoplasma entran en la ruta de silenciamiento al ser captados por el complejo 

RISC y actúan como guía para desencadenar su función biológica sobre los 

transcritos complementarios (Figura 6A). Se trata por tanto de siRNA 

codificados por los genomas de los organismos que regulan 

postranscripcionalmente la expresión de genes endógenos relacionados con 

procesos tales como el desarrollo (Flynt & Lai, 2008), la inmunidad (Pedersen 

& David, 2008), la senescencia celular y el cáncer (Schickel et al., 2008), entre 

otros. 

 

2) RNA asociados a proteínas PIWI (PIWI-interacting RNAs o piRNA). Los 

piRNA son esRNA especializados en la defensa del genoma frente a 

elementos móviles. Se trata de esRNA que se producen específicamente en 

células animales de la línea germinal o que presentan un estado totipotencial, 

y están codificados por loci genómicos específicos que presentan un gran 

número de repeticiones (Ozata et al., 2018). La biogénesis de los piRNA 

difiere del resto de esRNA debido a que no depende de dsRNA o del 

procesamiento por parte de RNasas del tipo Dicer. Los transcritos precursores 

de los piRNA maduran a través de un complejo mecanismo conocido como 

ciclo ping-pong (Gunawardane et al., 2007) dando lugar a los piRNA de 

respuesta y piRNA rezagados con un tamaño de 21-35 nt (Figura 6A) (Ozata 

et al., 2018).  
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Figura 6. Biogénesis de los diferentes esRNA.  

A) Esquema de la producción y maduración de las diferentes clases de esRNA y las enzimas clave del proceso en 

animales. Figura modificada de Lucas et al. (2013). B) Posibles fuentes genómicas de dsRNA para la producción de 

endo-siRNA (izquierda) y representación del producto de la transcripción (derecha). Figura de Pérez-Arques (2020), 

modificada de Ghildiyal & Zamore (2009). RNA pol, Polimerasa de RNA dependiente de DNA; 5’cap, caperuza del 

mRNA; Exp, exportina. 

3) siRNA endógenos (endogenous siRNAs o endo-siRNA). Los endo-siRNA son 

esRNA que se han descrito en la mayoría de los organismos eucarióticos 

(Claycomb, 2014). Su función es la de regular la expresión génica endógena 

y su mecanismo de acción es el propio del RNAi con la particularidad de la  

procedencia de las moléculas de dsRNA. Mientras que el mecanismo de RNAi 

clásico se desencadena por la detección de moléculas de dsRNA exógenas, los 



endo-siRNA proceden de secuencias genómicas cuya transcripción produce 

RNA con el potencial de formar dsRNA (Ghildiyal & Zamore, 2009; 

Hutvágner & Zamore, 2002). Existen diversas situaciones que pueden generar 

dsRNA a partir de la transcripción endógena (Figura 6B): loci cuyos 

transcritos presentan complementariedad intramolecular; transcripción 

convergente de genes en una misma región del genoma; transcripción 

bidireccional mediada por dos promotores enfrentados; transcripción de 

repeticiones o duplicaciones invertidas; e incluso interacciones 

intermoleculares en trans, donde la transcripción de una duplicación invertida 

situada en un locus alejado permite la formación del dsRNA por 

complementariedad. Este dsRNA también se genera de forma 

postranscripcional, principalmente en plantas y hongos, a través de la 

intervención de las RdRP (Liu et al., 2010; Sijen et al., 2007). En cualquier 

caso, los dsRNA de origen endógeno disparan el mecanismo de RNAi al ser 

reconocidos por las enzimas del tipo Dicer, que los procesarán para dar lugar 

a los endo-siRNA de 21 pb (Figura 6A).  

I.2.2. El silenciamiento génico en hongos 

Gran parte de los conocimientos que hoy se tienen sobre el funcionamiento del 

silenciamiento génico proviene de las descripciones que se realizaron del proceso en 

hongos. Anteriormente se ha comentado la serie de sucesos que llevaron a la descripción 

del “quelling” en N. crassa (Romano & Macino, 1992), pero los hongos han desarrollado 

una enorme diversidad de mecanismos y moléculas de silenciamiento que les permiten 

un control refinado de sus funciones biológicas.  

La descripción de moléculas semejantes a los miRNA (miRNA-like o milRNA) de 

animales en N. crassa y su relación con la regulación de la expresión génica en hongos 

se produjo de forma tardía (Lee et al., 2010). Posteriores análisis bioinformáticos de datos 

de secuenciación masiva, confirmados mediante hibridación tipo Northern o por PCR 

cuantitativa (quantitative PCR o qPCR), han demostrado su presencia en especies tales 

como Cryptococcus neoformans (Jiang et al., 2012), Aspergillus flavus (Bai et al., 2015), 

Fusarium oxysporum (Chen et al., 2014), Penicillium chrysogenum (Dahlmann & Kück, 

2015) y Trichoderma reesei (Kang et al., 2013). El ascomiceto N. crassa es un buen 

representante de la enorme diversidad de especializaciones del silenciamiento génico en 

hongos. Ejemplos de estas especializaciones son el mecanismo de mutaciones puntuales 

inducidas por repetición (repeat-induced point mutation o RIP) y el silenciamiento 

meiótico inducido por DNA desapareado (meiotic silencing of unpaired DNA o MSUD), 

ambos descritos como mecanismos de defensa (Gladyshev, 2017; Shiu et al., 2001). El 

mecanismo de RIP provoca la introducción de mutaciones (C→T) sobre secuencias 

repetidas y transposones para inactivarlos, mientras que el MSUD es un fenómeno de 

silenciamiento que actúa sobre aquellos genes cuya secuencia queda desapareada durante 

el entrecruzamiento meiótico, por no estar presentes en el cromosoma homólogo. 
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Además, en N. crassa también se han descrito los qiRNA, unos sRNA relacionados con 

la proteína QDE-2 que se inducen por daños en el DNA con el objetivo de disminuir la 

producción de proteínas en la célula mientras se realizan las reparaciones de esos daños 

(Lee et al., 2009), y los siRNA independientes de Dicer (dicer independent siRNAs o 

disiRNA), cuya biogénesis no requiere de las RNasas III del tipo Dicer (Lee et al., 2010). 

Por último, no se puede olvidar el papel del silenciamiento como mecanismo de defensa 

frente a ácidos nucleicos exógenos. Es la detección del dsRNA en N. crassa la que induce 

la expresión de las proteínas Dicer y Argonauta entre otras, desencadenando la respuesta 

antiviral que permite al RNAi defender al organismo (Choudhary et al., 2007).  

Los endo-siRNA son el grupo de sRNA mejor descrito, no solo en N. crassa, sino 

en hongos en general. Entre la gran variedad de procesos con los que se han relacionado, 

se encuentra el silenciamiento de los elementos genéticos móviles durante el crecimiento 

vegetativo protegiendo la integridad del genoma (Murata et al., 2007; Navarro-Mendoza 

et al., 2019; Nicolás et al., 2010; Nolan et al., 2005; Pérez-Arques et al., 2020), un 

mecanismo homólogo al silenciamiento inducido por sexo (sex-induced silencing o SIS) 

en C. neoformans (Wang et al., 2010) y la regulación  en procesos biológicos como 

crecimiento y esporulación (Carreras-Villaseñor et al., 2013; Nicolás et al., 2007), 

reproducción sexual (Nicolás et al., 2015; Son et al., 2017) y respuesta a estrés oxidativo 

y nutricional (Cervantes et al., 2013; Trieu et al., 2015). Destaca por su interés para la 

comunidad científica, médica y agroforestal, el papel de los endo-siRNA en la expresión 

de factores de virulencia (Qutob et al., 2013), la resistencia a antifúngicos (Calo et al., 

2014, 2017; Chang et al., 2019), la capacidad de algunas especies patógenas para silenciar 

genes del hospedador con el fin de evadir la respuesta inmunitaria (Wang et al., 2016, 

2017), o ,más sorprendentemente, la inducción del crecimiento de Candida albicans 

durante la infección a través del uso de miRNA del hospedador (Halder et al., 2022). 

Queda así patente la enorme relevancia de los mecanismos de silenciamiento en hongos 

y la cantidad de funciones que regulan, lo que los convierte en un excelente modelo para 

estudiar el papel de los endo-siRNA.   

I.2.3. Mecanismos de silenciamiento génico descritos en M. lusitanicus 

La ausencia del mecanismo de RNAi canónico en levaduras como Saccharomyces 

cerevisiae (Drinnenberg et al., 2009) ha provocado que los mayores hitos de investigación 

se realizasen sobre el ascomiceto modelo N. crassa. Pero la necesidad de estudiar el 

fenómeno en hongos distintos a los ascomicetos ha fomentado la búsqueda de modelos 

alternativos, entre los que destaca M. lusitanicus. Este hongo basal se ha erigido, debido 

a sus ventajas como modelo de estudio (Véase I.1.3), en el primero donde se ha 

caracterizado detalladamente cada uno de los elementos proteicos que participan en el 

RNAi, convirtiéndolo en un excelente candidato para desentrañar la regulación génica 

mediada por RNAi en hongos. Tanto es así que, hasta la fecha, se han descrito tres rutas 

de silenciamiento génico en M. lusitanicus que son el resultado de combinaciones 

específicas de las proteínas de silenciamiento identificadas: la ruta canónica de RNAi, la 



ruta de regulación endógena y de generación de epimutantes y la ruta no canónica (non-

canonical RNAi pathway o NCRIP).  

En M. lusitanicus se han descrito dos RNasas III similares a Dicer (Dicer-like o 

Dcl), denominadas Dcl1 y Dcl2. Ambas presentan una arquitectura de dominios similar 

(Figura 7) y conservada respecto a esta familia de proteínas con una región helicasa N-

terminal, una región intermedia de unión a RNA y una región C-terminal con dos 

dominios RNasa III (RNase-III domain o RIIID) y un motivo de unión a dsRNA (double-

stranded RNA binding motive o DSRM), este último más definido en el caso de Dcl1. 

Aunque fue descrita posteriormente, Dcl2 es la RNasa esencial para la biogénesis de la 

mayor parte de los siRNA descritos en M. lusitanicus, lo que le otorga un papel 

protagonista en el mecanismo canónico de RNAi y en el de regulación endógena que solo 

es complementado parcialmente por Dcl1 (De Haro et al., 2009; Nicolás et al., 2007). Por 

su parte, Dcl1 es esencial para la producción de los endo-siRNA derivados de exones de 

clase IV (Véase I.2.3.2) (Nicolás et al., 2010) y para la producción de epimutantes junto 

a Dcl2 (Calo et al., 2017). Otra RNasa III, no de tipo Dicer, denominada R3B2, sustituye 

a las anteriores en la ruta no canónica de silenciamiento (Non-canonical RNAi pathway o 

NCRIP). La proteína R3B2 presenta una arquitectura de dominios (Figura 7) similar a las 

RNasas III bacterianas y de algunas plantas, con un dominio RIIID y dos dominios de 

unión a dsRNA (double-stranded RNA binding domain o dsRBD) (Trieu et al., 2015). 

Esta última RNasa degrada los mRNA controlados por la NCRIP y está involucrada en 

un mecanismo de regulación no caracterizado sobre la generación de epimutantes (Calo 

et al., 2017). 

En cuanto a las proteínas del tipo Argonauta, el genoma de M. lusitanicus presenta 

tres genes que cifran las proteínas denominadas Ago1, Ago2 y Ago3. Las tres proteínas 

presentan una arquitectura similar (Figura 7) con un dominio PIWI-Argonauta-Zwille 

(PIWI-Argonaute-Zwile domain o PAZ) en la región N-terminal, un dominio medio 

(midle domain o MID) central y un dominio RNasa H del tipo PIWI (PIWI) en la región 

C-terminal. De estas, Ago1 es la que presenta una mayor similitud con las detectadas en 

otros Mucorales y es la ejecutora de los cortes guiados por siRNA de los mecanismos de 

RNAi caracterizados (Cervantes et al., 2013). Por el contrario, se desconoce la función 

de las proteínas Ago2 y Ago3, presentando la primera un codón de parada prematuro que 

podría impedir su traducción.  

En M. lusitanicus, al igual que en otros hongos, los mecanismos de RNAi están 

mediados por la participación de RdRP que producen el dsRNA. Se han identificado tres 

RdRP denominadas RdRP1, RdRP2 y RdRP3, que suponen uno de los hechos 

diferenciales de las tres rutas de silenciamiento de este hongo. Se trata de grandes 

proteínas de más de 1000 aminoácidos (Figura 7) que presentan el dominio característico 

de polimerasa de RNA dependiente de RNA, y que se encuentra interrumpido en el caso 

de RdRP1 (Calo et al., 2012). La RdRP1 es la encargada de generar el dsRNA inicial que 

desencadena el mecanismo de silenciamiento canónico, mientras que la RdRP2 participa 
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en un ciclo de amplificación posterior de dicho mecanismo y en la producción de 

epimutantes (Calo et al., 2012). Por el contrario, la RdRP3 solo participa en el mecanismo 

no canónico de silenciamiento junto a las otras dos (Calo et al., 2017; Trieu et al., 2015). 

Precisamente, el requerimiento de RdRP1, RdRP2, Dcl1 y/o Dcl2 para la biogénesis de 

los endo-siRNA de M. lusitanicus permitió elaborar una clasificación que sugiere 

aspectos bioquímicos diferentes en la actividad de estas enzimas que otorgan caracteres 

distintivos a los siRNA que producen (Nicolás et al., 2010).  

 
Figura 7. Proteínas que participan en la maquinaria de RNAi de M. lusitanicus. 

Arquitectura de dominios descrita en el texto de los elementos proteicos, representada mediante formas geométricas 

cuya localización se predice bioinformáticamente mediante similitud de secuencias. Figura de Pérez-Arques (2020), 

modificada de Ruiz-Vázquez et al. (2015). 

Finalmente, dos elementos cuya función no se conoce con exactitud son las 

proteínas Qip y RnhA (Calo et al., 2017). La proteína Qip (QDE2-interacting protein) es 

probable ortóloga de la exonucleasa homónima caracterizada en N. crassa (Lee et al., 

2010). Esta exonucleasa presenta un dominio RNasa tipo H (Figura 7) que degrada 

ssRNA. De la misma forma, RnhA es una helicasa similar a SAD-3 ortóloga de la 

homónima cuya participación se ha descrito en el MSUD de N. crassa (Hammond et al., 

2011). Esta helicasa presenta un dominio DEXDc, un dominio helicasa UvrD/REP 

(UvrD) y un dominio NF-XI de dedo de zinc (Figura 7).    



I.2.3.1. Mecanismo canónico de silenciamiento 

El mecanismo o ruta canónica de silenciamiento fue el primero en ser descubierto 

y descrito detalladamente en M. lusitanicus (Figura 8) y es capaz de silenciar la expresión 

de transgenes que generan RNA aberrante (aberrant RNA o aRNA) (Calo et al., 2012; De 

Haro et al., 2009), secuencias repetidas y transposones presentes en el genoma, así como 

genes endógenos (Nicolás et al., 2010; Pérez-Arques et al., 2020). Estas moléculas son 

convertidas en dsRNA por acción de la RdRP1 (Calo et al., 2012). Las moléculas de 

dsRNA son procesadas por Dcl2, y en menor medida por Dcl1, dando lugar a siRNA de 

21 o 25 pb (De Haro et al., 2009; Nicolás et al., 2003). Estos siRNA son cargados en el 

RISC, cuyo componente principal en M. lusitanicus es Ago1 (Cervantes et al., 2013), 

donde se utiliza una de las hebras como guía para identificar y degradar los transcritos 

complementarios. Se considera que Ago1 y Qip, además de formar parte del RISC, deben 

de participar en la biogénesis o estabilización de los siRNA, ya que en ausencia de estas 

proteínas no se detecta su acumulación (Calo et al., 2017; Cervantes et al., 2013). Tras el 

corte endonucleolítico de los transcritos complementarios a la guía, los fragmentos de 

RNA fruto de la degradación entran en un ciclo de retroalimentación o amplificación 

donde RdRP2 sintetiza dsRNA adicional que vuelve a ser procesado por la enzima Dcl2 

(Calo et al., 2012). El resultado del procesamiento de este dsRNA secundario genera 

siRNA de 25 nt, de ambos sentidos respecto al transcrito diana, y de 21 nt, exclusivamente 

antisentido (Calo et al., 2012; Ruiz-Vázquez et al., 2015). Debido al descenso de la 

frecuencia de silenciamiento detectada en los mutantes r3b2-, se sabe que esta RNasa 

juega un papel positivo en este mecanismo (Trieu et al., 2015), pero el modo de actuación 

aún se desconoce.  

I.2.3.2. Mecanismo de regulación endógena y de producción de epimutantes 

La adaptación del mecanismo canónico de silenciamiento, descrito anteriormente, 

permite a M. lusitanicus una regulación de los genes endógenos basada en la producción 

de endo-siRNA principalmente derivados de exones (exonic short interfering RNAs o ex-

siRNA). Los ex-siRNA son complementarios a los genes de cuyos exones derivan, 

ejerciendo una regulación sobre estos y otros con secuencias similares en trans (Nicolás 

et al., 2010; Nicolás et al., 2015). Esta ruta de silenciamiento regula de forma directa o 

indirecta cerca de 700 genes relacionados con funciones tales como el metabolismo, la 

defensa del organismo, la transducción de señales o la virulencia del hongo (Cervantes et 

al., 2013; De Haro et al., 2009; Nicolás et al., 2015; Pérez-Arques et al., 2020). De estos, 

se identificaron y clasificaron 324 loci productores de ex-siRNA en 4 clases basadas en 

las proteínas implicadas en su biogénesis (Nicolás et al., 2010):  

Clase I: Agrupa a 9 exones productores de ex-siRNA cuya biogénesis depende de 

Dcl2 y RdRP2. Su polaridad incluye secuencias con sentido y antisentido de 23-24 

nt con un característico uracilo en su extremo 5’. Se unen a Ago1 para dirigir la 

degradación de sus transcritos diana. 
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Clase II: Se trata del grupo mayoritario, incluyendo 222 exones productores de ex-

siRNA. Comparten las características bioquímicas y funcionales de los ex-siRNA 

de clase I, pero su biogénesis depende en este caso de Dcl2 y RdRP1. Junto con la 

anterior clase controlan procesos tales como el crecimiento vegetativo, la 

esporulación, la respuesta a estrés nutricional y la reproducción sexual (Nicolás et 

al., 2015). 

Clase III: Agrupa a 88 exones productores de ex-siRNA cuya biogénesis puede ser 

realizada por cualquiera de las proteínas Dicer y depende de RdRP1 y RdRP2. Se 

trata de ex-siRNA mayoritariamente de polaridad con sentido y la presencia de un 

residuo de uracilo en la penúltima posición del extremo 3’. En contraposición a las 

clases anteriores, estos ex-siRNA no presentan un tamaño definido y ninguno tiene 

capacidad de unión a Ago1.  

Clase IV: Se trata de la clase minoritaria donde se agrupan 5 exones productores de 

ex-siRNA cuyas características bioquímicas y funcionales son similares a la clase 

anterior. En este caso, su biogénesis depende de Dcl1, RdRP1 y RdRP2.  

Las investigaciones posteriores a esta clasificación determinaron que Ago1 y R3B2 

son necesarias para la biogénesis de la mayoría de las cuatro clases de ex-siRNA, a pesar 

de que las clases III y IV no se unen a la primera (Cervantes et al., 2013; Trieu et al., 

2015).  

Este mecanismo de control endógeno de la expresión génica basado en RNAi es el 

mismo que participa en la generación de epimutantes. Los epimutantes son aislados de 

M. lusitanicus que muestran el silenciamiento transitorio de un gen que les permite 

adaptarse a una situación de estrés (Calo et al., 2014). Este fenómeno se describió por 

primera vez al observar la aparición de individuos resistentes al antifúngico FK506 que 

no presentaban mutaciones en el gen diana de este compuesto. Un análisis detallado de 

los siRNA del hongo determinó que la presencia de FK506 disparaba en algunos 

individuos la acumulación de siRNA derivados del gen diana que provocaban su 

silenciamiento, posibilitando el crecimiento en presencia del agente antifúngico. 

Posteriormente, se demostró que este mecanismo podía operar frente a otros compuestos 

antifúngicos y otros estreses (Chang et al., 2019), e incluso que este silenciamiento 

transitorio se mantenía durante el proceso de infección (Chang & Heitman, 2019), de 

modo que puede tener importantes implicaciones en el tratamiento de la mucormicosis.  

Como se ha mencionado, el mecanismo molecular de la ruta de generación de 

epimutantes es el propio del sistema canónico de silenciamiento (Figura 8), con la 

salvedad de que RdRP2 presenta un papel predominante en contraposición a RdRP1 y 

RdRP3 (Calo et al., 2017). Se desconoce el modo en el que RdRP2 participa en la ruta, si 

es mediante el procesamiento del aRNA inducido por el estrés o si es en la amplificación 

posterior. De cualquier modo, las proteínas RdRP2, Dcl1, Dcl2, Ago1, RnhA y Qip, son 



necesarias para su funcionamiento (Calo et al., 2017), confiriendo a M. lusitanicus la 

capacidad de adaptarse de forma rápida y reversible a estreses ambientales.  

I.2.3.3. Mecanismo no canónico de silenciamiento y la regulación de las rutas de RNAi 

La descripción de los ex-siRNA de clase III y IV sugería la existencia de una ruta 

diferente de silenciamiento (Nicolás et al., 2010) que se hizo patente con el posterior 

descubrimiento de R3B2 (Trieu et al., 2015). La identificación de los siRNA dependientes 

de RdRP e independientes de Dcl (rdrp-dependent dicer-independent siRNAs o rdRNA) 

en el doble mutante dcl1-/dcl2- llevó al descubrimiento de R3B2, una inusual RNasa de 

tipo III, involucrada en la degradación de mRNA. El mecanismo en el que participa 

recibió el nombre de NCRIP o ruta no canónica de silenciamiento (Figura 8) debido a la 

participación de RdRP1, RdRP2 y RdRP3, a las que posteriormente se añadiría RnhA, 

pero ninguna de las proteínas Dcl ni Ago1 (Calo et al., 2017; Trieu et al., 2015). Debido 

a que el aumento de la producción de rdRNA correlaciona con un descenso en la 

acumulación de los mRNA de los que proceden, el mecanismo constituye una ruta de 

silenciamiento capaz de regular la expresión de ciertos genes. Estos rdRNA, al igual que 

las clases III y IV de ex-siRNA, son mayoritariamente con sentido, presentando una 

distribución de tamaños aleatoria y la presencia de un uracilo en la penúltima posición 

del extremo 3’. De hecho, R3B2 es necesario para la producción de la mayoría de los ex-

siRNA de las clases III y IV (Trieu et al., 2015). Por su parte, el análisis pormenorizado 

de los rdRNA indica un enriquecimiento de genes relacionados con el metabolismo, la 

respuesta al estrés oxidativo y la reproducción sexual entre los genes controlados por la 

NCRIP (Trieu et al., 2015) y los estudios más recientes también indican su participación 

de forma indirecta en la estabilidad del genoma y una relación directa con la virulencia 

(Pérez-Arques et al., 2020).  

La existencia de estos tres mecanismos de silenciamiento en M. lusitanicus capaces 

de regular la expresión génica supone un gran nivel de complejidad que se ve acrecentado 

por la interrelación que muestran estas rutas. Varias investigaciones sobre estos 

mecanismos han puesto de manifiesto que la ausencia de una NCRIP funcional, ya sea 

por la ausencia de RdRP1 o R3B2, produce un considerable aumento en la producción de 

epimutantes (Calo et al., 2014, 2017). Se ha sugerido que existe una competición por el 

sustrato que dispara la actividad de las rutas, el aRNA, que en condiciones normales 

serían degradados por la NCRIP, pero ante un estímulo ambiental o un estrés serían 

derivados hacia la vía epimutacional. De igual manera, las últimas investigaciones 

indican que R3B2 regula negativamente la producción de siRNA derivados de 

transposones (Pérez-Arques et al., 2020), lo que supone todo un rompecabezas dada su 

necesidad para el correcto funcionamiento de la ruta canónica de RNAi.  
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Figura 8. Mecanismos de silenciamiento génico descritos en M. lusitanicus. 

El dsRNA exógeno o generado por la actuación de las RdRP sobre transcritos endógenos es derivado a la ruta canónica 

(izquierda) donde es procesado por las RNasas Dcl para producir los ex-siRNA que guiarán al complejo RISC en la 

degradación de los transcritos diana. Los productos de degradación de Ago1 pueden ser reciclados por RdRP2 para 

producir nuevos siRNA secundarios en un proceso que se conoce como retroalimentación o amplificación del 

silenciamiento. La actividad parcial de las RdRP sobre los transcritos endógenos puede derivarlos a la ruta no canónica 

o NCRIP (derecha) donde son degradados por la RNasa R3B2 dando lugar a los rdRNA que presentan un uracilo 

característico en el penúltimo nt de su extremo 3’. Se indica la hebra con sentido (rojo) y antisentido (azul). Figura 

modificada de Pérez-Arques (2020). 



I.3. R3B2, la ribonucleasa del mecanismo no canónico de 

silenciamiento 
El descubrimiento de R3B2 supuso un claro ejemplo de las ventajas que presenta 

M. lusitanicus como modelo de estudio. La descripción de los productos de degradación 

de esta ruta, los rdRNA, y la implicación de las RdRP, llevó a una búsqueda de genes que 

codifican RNasas III en el genoma de este hongo (Trieu et al., 2015). Gracias al desarrollo 

de las técnicas de mutagénesis dirigida se pudo determinar que, de las cuatro RNasas 

candidatas encontradas, R3B2 era la necesaria para el funcionamiento de la NCRIP. Ya 

desde su descubrimiento, R3B2 se consideró como una RNasa III inusual porque presenta 

una arquitectura de dominios solo vista en procariotas, hongos y algunas plantas (Aguado 

& TenOever, 2018; Court et al., 2013; Kiyota et al., 2011). 

Las RNasas III son endoribonucleasas que presentan una actividad específica frente 

a dsRNA (Court et al., 2013). La familia de las RNasas de tipo III se divide actualmente 

en cuatro clases (Figura 9A) atendiendo a la arquitectura de dominios que presentan sus 

integrantes (Liang et al., 2014). 

1) La clase I integra a las RNasas III procariotas y algunas eucariotas que, 

mayoritariamente, presentan una arquitectura simple con un dominio RIIID y 

un dominio dsRBD. La presencia de este único RIIID implica la 

homodimerización de este tipo de proteínas para generar el corte 

endonucleolítico en el dsRNA (Court et al., 2013). Entre los miembros 

procariotas mejor caracterizados de esta clase encontramos RNC de Escherichia 

coli y de Aquifex aeolicus (Gan et al., 2006), siendo esta última la primera 

RNasa III de la que se obtuvo la estructura tridimensional, lo que permitió 

desentrañar el funcionamiento de los dominios RIIID (Blaszczyk et al., 2001; 

Zamore, 2001).  Las RNasas III de clase I son dependientes de magnesio y están 

implicadas principalmente en la maduración de RNA ribosómicos. Se incluye 

en esta clase también la Mini-III de Bacillus subtilis, que presenta únicamente 

un dominio RNasa III, lo que llevó a los autores a generar la antigua clase IV 

de RNasas III (Redko et al., 2008). La presencia de esta clase en eucariotas se 

limita a la proteína ribosómica mitocondrial L3 y RIRNC de Glomeromicetos, 

ambas probablemente procedentes de eventos de transferencia horizontal desde 

el ancestro de las mitocondrias (Greber & Ban, 2016) y desde una cianobacteria 

(Lee et al., 2018), respectivamente.   

2) La clase II agrupa a las RNasas III de hongos y algunas plantas, que pueden 

presentar un dominio N-terminal (N-terminal domain o NTD), un dominio 

RNasa III y al menos un dominio dsRBD. Al igual que las RNasas III de Clase 

I bacterianas, estas enzimas homodimerizan para llevar a cabo el corte del 

dsRNA facilitado por el NTD. Pertenecen a esta clase las proteínas Rnt1p de S. 

cerevisiae (Liang et al., 2014; Song et al., 2017), Dcr1 de Kluveromyces 

polysporus (Weinberg et al., 2011) y Dcr1 de C. albicans (Bernstein et al., 
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2012). Las RNasas III de Clase II también están involucradas en la maduración 

de RNA ribosómicos (ribosomal RNAs o rRNA), aunque adicionalmente se ha 

descrito la actuación de las Dcr1 de K. polysporus y C. albicans como enzimas 

Dicer no canónicas que participan en el RNAi de estos organismos (Court et al., 

2013). También se han descrito algunos integrantes de esta clase tanto en 

Arabidopsis thaliana como en hongos Mucorales cuya arquitectura de dominios 

contiene un dsRBD adicional en la región C-terminal (Kiyota et al., 2011; Trieu 

et al., 2015). 

3) La clase III agrupa a las RNasas III eucarióticas similares a Drosha con una 

arquitectura de dominios que incluye una región N-terminal donde se puede 

encontrar regiones ricas en prolina o en arginina y serina, junto con una región 

C-terminal que contiene dos dominios RIIID y un dsRBD. Se trata de proteínas 

de gran tamaño relacionadas con el procesamiento inicial de los miRNA 

eucarióticos, la maduración de los ribosomas, la regulación de la transcripción 

y procesamiento del RNA y el mantenimiento de la integridad del genoma (Lee 

& Shin, 2018).  

4) La clase IV está representada por las RNasas III eucarióticas similares a Dicer 

con una arquitectura de dominios que presenta una región helicasa N-terminal, 

seguida de una región central con diversos dominios relacionados con la unión 

del RNA y una región C-terminal similar a la clase III. Al igual que la clase 

anterior, son proteínas de gran tamaño relacionadas con el procesamiento de los 

miRNA y los siRNA de las rutas de RNAi, donde regulan multitud de procesos 

en hongos (Nicolás et al., 2013), animales (Kurzynska-Kokorniak et al., 2015) 

y plantas (Mukherjee et al., 2013).  

Atendiendo a esta clasificación actual, la proteína R3B2 de M. lusitanicus se 

clasifica como una RNasa III de clase II, dado que su arquitectura presenta un dominio 

RIIID y dos dominios dsRBD. Esta arquitectura difiere de las descritas en levaduras de 

la misma clase debido a la ausencia de la región N-terminal. En este sentido, los análisis 

filogenéticos (Figura 9B) llevados a cabo pusieron de manifiesto que se trataba de una 

nueva familia de RNasas III cuya distribución se limitaba al orden Mucorales (Trieu et 

al., 2015). La comparación de las secuencias de los residuos del centro catalítico del RIIID 

(Figura 9C) de esta nueva familia mostraba diversas sustituciones que ponían en duda su 

clasificación como una verdadera RNasa III y su actividad catalítica, ya que el efecto 

negativo de estas sustituciones había sido descrito anteriormente en la proteína RNC de 

E. coli (Sun et al., 2004). A nivel de secuencia la proteína R3B2 de M. lusitanicus y en 

general las integrantes de esta nueva familia presente en Mucorales difiere 

sustancialmente de las RNasas III eucariotas. Esta característica, junto al hecho de que el 

dominio RIIID más parecido al de esta proteína se encuentre en las bacterias 

Burkholderiales, sugiere que la presencia de estas proteínas en los Mucorales se debe a 

un fenómeno de transferencia horizontal (Trieu et al., 2015). 



En cuanto a su papel en las rutas de RNAi de M. lusitanicus, la naturaleza de los 

rdRNA mayoritariamente con sentido y la participación de las RdRP llevó a hipotetizar 

que R3B2 era capaz de degradar fragmentos de ssRNA marcados con pequeñas regiones 

de dsRNA (Figura 8) (Trieu et al., 2015). De la misma forma, pero actuando sobre los 

mRNA regulados también por las proteínas Dcl, se daría lugar a las clases III y IV de ex-

siRNA. Esta controvertida hipótesis asignaba especificidad sobre el ssRNA a una RNasa 

III, una actividad que, si bien había sido descrita en el pasado (Dunn, 1976; Weinberg et 

al., 2011), se considera como residual o inespecífica para este tipo de RNasas. 

 

Figura 9. La familia de R3B2 en Mucorales. 

A) Representación de las cuatro clases de RNasas III y su arquitectura de dominios básica. Se indica la longitud de las 

proteínas en aminoácidos. B) Relación filogenética de los integrantes de la familia de R3B2 en Mucorales. Los números 

en rojo indican los valores de bootstrap para 100 réplicas. C) Aminoácidos de la familia de R3B2 en regiones 

conservadas del RIIID en comparación con el RIIID de la proteína RNC de E. coli. El motivo característico de las 

RNasas III se indica en gris y los aminoácidos relacionados con la unión de metales se marcan con asteriscos, en rojo 

aquellos indispensables para la catálisis. Hs, Homo sapiens; Gi, Giardia intestinalis; Sc, S. cerevisiae; Kp, K. 

polysporus; Aa, A. aeolicus; Bs, B. subtilis; M.c., M. lusitanicus; M.c.c., Mucor circinelloides; R.d., R. delemar; P.b., 

P. blackesleeanus. Figura modificada de Liang et al. (2014) y Trieu et al. (2015). 
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Casi dos décadas de estudio han puesto de manifiesto la existencia de una compleja 

red de regulación génica basada en la maquinaria de silenciamiento génico del hongo M. 

lusitanicus. La especialización de la maquinaria canónica de silenciamiento para ejercer 

un control refinado de la expresión génica, así como su capacidad para aportar plasticidad 

fenotípica ante situaciones de estrés, suponen una situación interesante con importantes 

implicaciones para el tratamiento de la mucormicosis. La existencia de un mecanismo no 

canónico o NCRIP, con un papel antagonista a la generación de epimutantes, sitúa el foco 

e interés en R3B2. El estudio de los productos de la NCRIP ha llevado a plantear que 

R3B2 posee una actividad catalítica que difiere del resto de RNasas de su familia. Este 

nuevo tipo de RNasa III sin caracterizar presenta un papel central en la NCRIP, por lo 

que tanto su modo de acción, como su interrelación con el resto de proteínas del RNAi 

suponen un nuevo campo de investigación que justifica la realización de esta tesis.  

En base a estos antecedentes, el objetivo principal de esta tesis doctoral es 

caracterizar estructural y funcionalmente la RNasa III R3B2 con el fin de esclarecer su 

participación en las rutas de RNAi de M. lusitanicus. Este objetivo principal se ha 

dividido en los siguientes objetivos específicos: 

1) Caracterización estructural de la proteína R3B2. 

2) Análisis in vitro de actividad catalítica de R3B2. 

3) Análisis de la interacción de R3B2 con otras proteínas del silenciamiento. 

4) Estudio de la conservación funcional de la familia de proteínas de R3B2 en 

Mucorales. 
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III.1. Estirpes utilizadas 

III.1.1. Estirpes de E. coli 

La Tabla 1 muestra las estirpes de E. coli utilizadas, su genotipo y su origen o 

referencia.  

Tabla 1. Estirpes de E. coli utilizadas en este trabajo. 

Estirpe Genotipo Referencia 

DH5α 
F-, recA1, edA1, gyrA96, hsdR17(rk

-, mk
-), supE44, 

thi-1, relA1, lacZ, λ-. 
(Hanahan, 1983) 

BL21(DE3) 
F-, ompT, hsdS(r-

B, m-
B), gal, dcm, λDE3 (lacI, 

lacUV5-T7 gene 1, ind1, sam7, nin5) 

(Studier & 

Moffatt, 1986) 

La estirpe DH5α se utilizó para la construcción y amplificación rutinaria de 

plásmidos bacterianos. Entre sus características destacan: 

1) La mutación del gen recA favorece la estabilidad de los plásmidos al evitar su 

recombinación. 

2) La mutación del gen lacZ permite la selección blanca/azul al ser complementada 

por una amplia variedad de plásmidos utilizados habitualmente que llevan una 

copia de este gen con un sitio de clonación múltiple dentro de su secuencia. 

3) La adquisición del estado competente es sencilla y puede mantenerse, 

congeladas a -80ºC, durante largos periodos de tiempo. 

La estirpe BL21(DE3) se utilizó para la expresión de proteínas recombinantes 

etiquetadas con el motivo de 6 histidinas. Esta estirpe es deficiente en las proteasas Lon 

y OmpT, permitiendo el aislamiento de grandes cantidades de proteínas recombinantes 

intactas. La estirpe BL21(DE3) incorpora el gen de la polimerasa de RNA del fago T7 

bajo el control del promotor del operón Lac. El plásmido pET-15b, utilizado como vector 

de expresión, lleva la región operadora del operón LacZ controlando un promotor 

dependiente de la polimerasa de RNA del fago T7 situado aguas arriba del sitio de 

clonación múltiple (multipe cloning site o MCS), de modo que el gen a expresar queda 

bajo la acción de ese promotor (Figura 10). La presencia de IPTG en el medio de cultivo 

de esta estirpe provoca la expresión de la polimerasa y la presencia de un plásmido 

derivado de pET-15b conduce a la obtención de la proteína de interés. 



 
Figura 10. Representación del sistema de expresión de proteínas recombinantes en la estirpe BL21(DE3). 

La incorporación de IPTG al medio de un cultivo en fase exponencial de crecimiento provoca el desacoplamiento del 

represor lac del promotor que expresa la polimerasa T7 de RNA, integrada en el cassete DE3, y del promotor reconocido 

por dicha polimerasa en los vectores de la serie pET, permitiendo la expresión de los genes clonados aguas abajo.  

III.1.2. Estirpes de S. cerevisiae 

La Tabla 2 muestra las estirpes de S. cerevisiae utilizadas, su genotipo y su origen 

o referencia. Las nuevas estirpes portadoras de plásmidos derivadas de estas se indican 

en la sección III.2.3. 

Tabla 2. Estirpes de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo 

Estirpe Genotipo Referencia 

PJ69-4α 

MATα, trp1-901, leu2-3,112, ura3-52, his3-200, 

gal4Δ, gal80Δ, LYS2::GAL1-HIS3-GAL2-ADE2, 

met2::GAL7-lacZ 

(James et al., 

1996) 

PJ69-4a 

MATa, trp1-901, leu2-3,112, ura3-52, his3-200, 

gal4Δ, gal80Δ, LYS2::GAL1-HIS3-GAL2-ADE2, 

met2::GAL7-lacZ 

(James et al., 

1996) 

Las estirpes PJ69-4 de S. cerevisiae presentan un gran número de auxotrofías sobre 

las que radica su utilidad para el doble híbrido en levaduras (yeast-two hybrid o Y2H). 

Las auxotrofías a leucina y triptófano son complementadas por los vectores presa, como 

pACTII, y cebo, como pBD-Gal4, respectivamente, mientras que las auxotrofías a 

histidina, adenina y uracilo pueden ser utilizadas para analizar la interacción de proteínas 

que reconstituyen el factor GAL4, dado que estos genes se encuentran bajo el control de 

este factor de transcripción. Además, estas estirpes incorporan el gen lacZ bajo el control 

del mismo factor GAL4, permitiendo realizar ensayos cuantitativos a través de la 

actividad β-galactosidasa de estas estirpes.  
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III.1.3. Estirpes de hongos filamentosos 

 Las estirpes de M. lusitanicus empleadas y producidas en este trabajo se indican 

en la Tabla 3 junto con la sección en la que fueron producidas. Todas las estirpes con el 

prefijo MU han sido obtenidas en la Universidad de Murcia.  

 La estirpe R7B de M. lusitanicus, utilizada como control silvestre, deriva de la 

estirpe silvestre CBS277.49 (Schipper, 1976) y es auxótrofa para leucina. La estirpe 

MU402, utilizada como estirpe receptora de las construcciones que afectan al locus r3b2, 

deriva de la estirpe R7B y es auxótrofa para uridina y leucina. La estirpe MU412, utilizada 

para la integración de las versiones homólogas de r3b2 en el locus carRP, lleva una 

deleción de r3b2 provocada por reemplazamiento de parte de este gen por el marcador 

pyrG en el fondo genético MU402. 

Tabla 3. Estirpes de M. lusitanicus utilizadas en este trabajo. 

Estirpe Genotipo  Referencia u origen 

R7B leuA-  (Roncero, 1984) 

MU402 leuA-; pyrG-  (Nicolás et al., 2007) 

MU412 leuA-; r3b2::pyrG  (Trieu et al., 2015) 

MU878 leuA-; r3b2::r3b2-pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU879 leuA-; r3b2::r3b2-pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU882 leuA-; r3b2::ΔH2-pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU883 leuA-; r3b2::ΔH2-pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU884 leuA-; r3b2::RBD2*-pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU885 leuA-; r3b2::RBD2*-pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU886 leuA-; r3b2::ΔCTF-pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU887 leuA-; r3b2::ΔCTF-pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU888 leuA-; r3b2::pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU889 leuA-; r3b2::pyrG  Véase IV.2.3.1 

MU1226 r3b2::pyrG; carRP::r3b2-leuA  Véase IV.3.3.1 

MU1227 r3b2::pyrG; carRP::r3b2-leuA  Véase IV.3.3.1 

MU1232 r3b2::pyrG; carRP::Lcr3b2-leuA  Véase IV.3.3.1 

MU1233 r3b2::pyrG; carRP::Lcr3b2-leuA  Véase IV.3.3.1 

MU1238 r3b2::pyrG; carRP::Rmr3b2-leuA  Véase IV.3.3.1 

MU1239 r3b2::pyrG; carRP::Rmr3b2-leuA  Véase IV.3.3.1 

 

Las otras estirpes de hongos filamentosos utilizadas como fuente de RNA para la 

obtención del cDNA de las proteínas homólogas de R3B2 fueron sendas estirpes 

silvestres de R. microsporus (R. microsporus ATCC11559; van Tieghem, 1875) y L. 

corymbifera (L. corymbifera JMRC:FSU:9682; amablemente cedida por la Dra. Kerstin 

Voigt, Leibniz Institute for Natural Product and Infection Biology, Alemania).  



III.2. Medios, condiciones de crecimiento y 

transformación 

III.2.1. Medios de cultivo 

a) Medios para E. coli 

LB       g/l 

- Triptona      10 

- NaCl      10 

- Extracto de levadura    5 

El pH se ajusta a 7,3 con NaOH. La preparación del medio sólido se realizó 

añadiendo 20 g/l de agar. Los antibióticos ampicilina o cloranfenicol se añadieron, 

cuando fue necesario, tras autoclavar a una concentración final de 100 o 50 μg/ml, 

respectivamente.  
 

b) Medios para S. cerevisiae 

YPAD       g/l 

- Glucosa      20 

- Peptona      20 

- Extracto de levadura    10 

- Hemisulfato de adenina    0,3 

Para la preparación del medio sólido se añadió 20 g/l de agar.  

SD       g/l 

- Glucosa      20 

- Bases nitrogenadas de levaduras sin  

aminoácidos y sulfato amónico   1,7 

- Sulfato de amonio     5 

- DO-X      Véase Tabla 4 

Para la preparación del medio sólido se añadió 20 g/l de agar.  

Mezcla Dropout (DO) de aminoácidos  g 

- Arginina      2 

- Isoleucina      3 

- Lisina      3 

- Metionina      2 

- Fenilalanina     5 

- Treonina      20 

- Tirosina      3 

- Valina      15 
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Se trituran los aminoácidos en un mortero hasta obtener un polvo homogéneo. A 

continuación, se añaden las cantidades indicadas en la Tabla 4 y se vuelve a 

triturar para obtener el SD sin el aminoácido (X) correspondiente. 

Tabla 4. Suplementos de aminoácidos para la transformación de levaduras y estudios de interacción. 

 SD-X 

 -L -W -WL -WLH -WLA 

DO 5,3 5,3 5,3 5,3 5,3 

Hemisulfato de adenina 0,6 0,6 0,6 0,6  

Histidina 0,2 0,2 0,2  0,2 

Leucina  1    

Uracilo 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Cantidad añadida a SD (g/l) 0,63 0,71 0,63 0,61 0,57 

Todos los valores se muestran en gramos. El SD-L se suplementa con triptófano 

tras autoclavar a una concentración de 20 mg/l. Al SD-WLH se le añade 2,5 mM 

de 3-amino-1,2,4-triazol antes de autoclavar.  

c) Medios para M. lusitanicus, R. microsporus y L. corymbifera 
 

El pH de los medios de cultivo se ajustó a 3,2 o 4,5 para obtener un crecimiento 

colonial o micelial, respectivamente.  

YPG       g/l 

- Extracto de levadura    3 

- Peptona      10 

- Glucosa      20 

Para la preparación del medio sólido se añadió 15 g/l de agar.  

YNB       g/l 

- Sulfato amónico     1,5 

- Ácido glutámico     1.5 

- Bases nitrogenadas de levadura sin  

aminoácidos y sulfato de amonio   0,5 

- Glucosa      10 

Para la preparación del medio sólido se añadió 20 g/l de agar. Para su uso con 

protoplastos en los experimentos de transformación, se añadió 91,05 g/l de 

sorbitol. Tras autoclavar se suplementó con 1 ml/l de tiamina (1 mg/ml) y niacina 

(1 mg/ml) y, cuando fue necesario, se suplementó con 2 ml de leucina (10 mg/ml) 

y/o 1 ml de uridina (200 mg/ml). 

MMC       g/l 

- Casaminoácidos     10 

- Bases nitrogenadas de levadura sin  

aminoácidos y sulfato de amonio   0,5 

- Glucosa      20 



Para la preparación del medio sólido se añadió 15 g/l de agar. Para su uso con 

protoplastos la presión osmótica del medio se ajustó añadiendo 91,05 g/l de 

sorbitol. Tras autoclavar se añadió 1 ml/l de tiamina (1 mg/ml) y niacina (1 mg/ml) 

y, cuando fue necesario, se suplementó con 1 ml de uridina (200 mg/ml). 

III.2.2. Preparación de células competentes y transformación de E. coli 

La preparación de células competentes de E. coli se inició a partir de un cultivo 

líquido de 10 ml de LB incubado toda la noche a 37ºC con agitación (250 r.p.m.). Se 

inoculó 30 ml de LB con 3 ml del cultivo anterior y se incubó en las mismas condiciones 

hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm (OD600 nm) entre 0,5 y 0,7. Una vez alcanzada 

esa densidad óptica todos los pasos del procedimiento se realizaron en frio, siendo el 

primero la centrifugación del cultivo durante 5 min a 6000 r.p.m. y 4ºC. Tras descartar el 

sobrenadante, se lavó el pellet celular con 15 ml de una solución fría de 100 mM CaCl2, 

centrifugando en las mismas condiciones. Nuevamente, se resuspendió el pellet en 15 ml 

de la misma solución y se incubó en hielo entre 40 min y 3 h. Se centrifugaron las células 

en las mismas condiciones y tras descartar el sobrenadante se resuspendieron en un 

volumen final de 3 ml de la misma solución a la que se adicionó 690 μl de 80% glicerol. 

Finalmente, se repartieron las células competentes en alícuotas de 100 μl que fueron 

almacenadas a -80ºC hasta su utilización. 

Para la transformación de las células competentes de E. coli mediante choque 

térmico, las alícuotas se descongelaron en hielo y se les añadió al menos 1 ng de plásmido 

circular o 20 μl de mezcla de ligación. Tras incubar durante 20 min en hielo, se sometió 

la preparación a un pulso de 2 min a 42ºC en un termobloque, seguido de 2 min en hielo. 

A continuación, se añadió 900 μl de LB y se dejó recuperar las células durante 1 h a 37ºC. 

Se sembró una alícuota de 100 μl en una placa de LB suplementado con el antibiótico 

adecuado y el resto se centrifugó durante 1 min a 13000 r.p.m. Finalmente se resuspendió 

el resto en 100 μl de LB y se sembró en otra placa del mismo medio. Las células 

transformadas se incubaron durante 16-24 h a 37ºC.  

III.2.3. Transformación de levaduras y ensayo de doble híbrido en levaduras 

Las estirpes de S. cerevisiae utilizadas para el Y2H fueron PJ69-4α, que recibió los 

vectores derivados de pACTII que expresan el dominio de activación de Gal4 (Gal4AD), 

y PJ69-4a, que recibió los vectores derivados de pBD-Gal4 que expresan el dominio de 

unión a DNA de Gal4 (Gal4BD) (James et al., 1996). Una vez obtenidos los transformantes 

haploides para cada vector se generó un stock de los mismos que puede ser almacenado 

a -80ºC y utilizado repetidamente para la generación de nuevos diploides. Los medios de 

cultivo utilizados se detallan en III.2.1. 

La transformación de levaduras se realizó siguiendo el método de PEG3350-acetato 

de litio (Gietz et al., 1995). Brevemente, a un cultivo de la estirpe correspondiente de 

levadura en YPAD de 2 ml crecido durante toda la noche a 30ºC en agitación (200 rpm) 
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se le añadió 8 ml de medio fresco y se incubó 5 h en las mismas condiciones. El cultivo 

se centrifugó durante 5 min a 2300 r.p.m., se desechó el sobrenadante y el precipitado se 

resuspendió en 5 ml de acetato de litio 100 mM, de los que se utilizaron 1,5 ml por cada 

nueve transformaciones. Una fracción de 1,5 ml se centrifugó durante 5 min a 2300 r.p.m. 

y se descartó el sobrenadante. El pellet de levaduras se resuspendió en la siguiente mezcla: 

230 μl 50% (p/v) PEG3350, 35 μl acetato de litio 1 M, 46 μl de agua bidestilada y 9 μl de 

DNA de esperma de salmón (5 mg/ml) (Cat. D1626, Sigma) desnaturalizado 5 min a 

100ºC. A 32 μl de la mezcla de levaduras anterior se le añadió 300-600 ng de plásmido 

en un volumen de 1-2 μl, y se incubó en un termociclador durante 30 min a 30ºC, 25 min 

a 42ºC y 1 min a 30ºC. Las levaduras transformadas del sexo α se sembraron en placas 

de SD-L (sin leucina) para seleccionar la incorporación de los vectores derivados de 

pACTII (leu+) y las del sexo a en SD-W (sin triptófano) para seleccionar la incorporación 

de los vectores derivados de pBD-Gal4 (trp+). Los transformantes se incubaron durante 3 

días a 30ºC.  

Para la generación de los stocks de levaduras haploides que se conservaron a -80ºC, 

se recolectaron los transformantes utilizando una punta amarilla de micropipeta doblada 

a modo de asa y se resuspendieron por duplicado en 0,7 ml del medio SD correspondiente 

con un 23% de glicerol. Los stocks se mezclaron concienzudamente y se almacenaron a -

80ºC. La Tabla 5 muestra los stocks generados a lo largo de este trabajo. Los plásmidos 

que contiene cada stock se describen en la sección III.3.2. 

Los ensayos de Y2H comenzaron con la obtención de las estirpes diploides que 

portaban las combinaciones de vectores deseadas para cada interacción. Para la obtención 

de cada diploide, se depositaron 2 μl de cada stock de sexo opuesto en el mismo punto de 

una placa de YPAD y se incubó durante 24 h a 30ºC. Los diploides generados en la 

colonia resultante se seleccionaron en SD-WL. Para ello, la colonia se recolectó con un 

asa de siembra y se resuspendió en 50 μl de agua destilada estéril. A continuación, se 

sembró 4 μl de la colonia resuspendida en SD-WL y se incubó durante 48 h a 30ºC. Los 

diploides seleccionados se recolectaron de la misma forma y se volvieron a sembrar bien 

por extensión para seleccionar colonias individuales o bien poniendo gotas de 4 μl en SD-

WL, SD-WLH+3-AT y SD-WLA a modo de control de crecimiento y selección de 

interacciones débiles y fuertes, respectivamente. La selección de las interacciones se 

realizó a 30ºC y el crecimiento fue analizado durante 2 semanas.   

Tabla 5. Colección de levaduras haploides generadas en este trabajo. 

ID Sexo Plásmido Descripción 

MU1Y Mat α pACTII Control negativo que expresa Gal4AD. 

MU2Y Mat α pMAT1966 Expresa Gal4AD-R3B2. 

MU3Y Mat α pMAT1985 Expresa Gal4AD-Ago-1. 

MU4Y Mat α pMAT1984 Expresa Gal4AD-Ago-2. 

MU5Y Mat α pMAT1989 Expresa Gal4AD-Ago-3. 

MU6Y Mat α pMAT1983 Expresa Gal4AD-Dicer-1. 

MU7Y Mat α pMAT1990 Expresa Gal4AD-Dicer-2. 



MU8Y Mat α pMAT1982 Expresa Gal4AD-Qip. 

MU9Y Mat α pMAT1988 Expresa Gal4AD-RdRP-1. 

MU10Y Mat α pMAT1993 Expresa Gal4AD-RdRP-2. 

MU11Y Mat α pMAT1986 Expresa Gal4AD-RdRP-3. 

MU12Y Mat α pMAT1987 Expresa Gal4AD-RnhA. 

MU15Y Mat a pBD-Gal4 Control negativo que expresa Gal4BD. 

MU16Y Mat a pMAT1979 Expresa Gal4BD-R3B2. 

MU18Y Mat a pMAT1974 Expresa Gal4BD-F18. 

MU19Y Mat a pMAT1976 Expresa Gal4BD-F14. 

MU20Y Mat a pMAT1978 Expresa Gal4AD-CTF 

MU21Y Mat a pMAT1994 Expresa Gal4BD-Ago-1. 

MU22Y Mat a pMAT1995 Expresa Gal4BD-Ago-2. 

MU23Y Mat a pMAT1998 Expresa Gal4BD-Ago-3. 

MU24Y Mat a pMAT1996 Expresa Gal4BD-Dicer-1. 

MU25Y Mat a pMAT1999 Expresa Gal4BD-Dicer-2. 

MU26Y Mat a pMAT1511 Expresa Gal4BD-Qip. 

MU27Y Mat a pMAT2000 Expresa Gal4BD-RdRP-1. 

MU28Y Mat a pMAT1997 Expresa Gal4BD-RdRP-2. 

MU29Y Mat a pMAT2032 Expresa Gal4BD-RdRP-3. 

MU30Y Mat a pMAT2036 Expresa Gal4BD-RnhA. 

MU32Y Mat α pMAT1973 Expresa Gal4AD-F18. 

MU33Y Mat α pMAT1975 Expresa Gal4AD-F14. 

MU34Y Mat α pMAT1977 Expresa Gal4AD-CTF. 

MU35Y Mat α pMAT2203 Expresa Gal4AD-ΔCTF. 

MU38Y Mat a pMAT2202 Expresa Gal4BD-ΔCTF. 

MU40Y Mat α pMAT2252 Expresa Gal4AD-D1R1. 

MU41Y Mat α pMAT2251 Expresa Gal4AD-D1R2. 

MU42Y Mat α pMAT2253 Expresa Gal4AD-D1R3. 

MU50Y Mat α pMAT2254 Expresa Gal4AD-D1R2A. 

MU51Y Mat α pMAT2255 Expresa Gal4AD-D1R2B. 

MU52Y Mat α pMAT2256 Expresa Gal4AD-D1R2C. 

MU53Y Mat α pMAT2259 Expresa Gal4AD-D12AB. 

MU81Y Mat α pMAT2317 Expresa Gal4AD-ΔH2. 

MU82Y Mat α pMAT2318 Expresa Gal4AD-F14_ΔH2. 

MU83Y Mat α pMAT2321 Expresa Gal4AD-RBD2*. 

MU84Y Mat α pMAT2322 Expresa Gal4AD-CTF_RBD2*. 

MU85Y Mat α pMAT2319 Expresa Gal4AD-ΔCTF_ΔH2. 

MU88Y Mat a pMAT2314 Expresa Gal4BD-ΔH2. 

MU89Y Mat a pMAT2315 Expresa Gal4BD-F14_ΔH2. 

MU90Y Mat a pMAT2313 Expresa Gal4BD-RBD2*. 

MU91Y Mat a pMAT2311 Expresa Gal4BD-CTF_RBD2*. 

MU92Y Mat a pMAT2316 Expresa Gal4BD-ΔCTF_ΔH2. 

MU93Y Mat α pMAT2329 Expresa Gal4AD-PIR. 

MU94Y Mat α pMAT2328 Expresa Gal4AD-dsRBD2. 

MU95Y Mat a pMAT2334 Expresa Gal4BD-PIR 

MU96Y Mat a pMAT2333 Expresa Gal4BD-dsRBD2. 

MU98Y Mat α pMAT2326 Expresa Gal4AD-D1R2BC. 

MU99Y Mat α pMAT2330 Expresa Gal4AD-D2R1. 

MU100Y Mat α pMAT2331 Expresa Gal4AD-D2R2. 
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MU101Y Mat α pMAT2332 Expresa Gal4AD-D2R3. 

MU103Y Mat α pMAT2337 Expresa Gal4AD-D1R1A. 

MU104Y Mat α pMAT2338 Expresa Gal4AD-D1R1AB. 

MU105Y Mat α pMAT2339 Expresa Gal4AD-D1R1B. 

MU106Y Mat α pMAT2340 Expresa Gal4AD-D1R1BC. 

MU107Y Mat α pMAT2341 Expresa Gal4AD-D1R1C. 

MU108Y Mat a pMAT2342 Expresa Gal4BD-LcR3B2. 

MU109Y Mat a pMAT2343 Expresa Gal4BD-LcF18. 

MU110Y Mat a pMAT2344 Expresa Gal4BD-LcF14. 

MU111Y Mat a pMAT2345 Expresa Gal4BD-LcPIR. 

MU112Y Mat a pMAT2346 Expresa Gal4BD-LcdsRBD2 

MU113Y Mat a pMAT2347 Expresa Gal4BD-LcCTF. 

III.2.4. Transformación de M. lusitanicus 

La transformación de M. lusitanicus se realizó mediante la electroporación del 

DNA en protoplastos (Gutiérrez et al., 2011) generados a partir de esporas pregerminadas. 

En el caso de transformación con plásmidos circulares, la siembra en medio selectivo 

permite el aislamiento de transformantes que mantienen extracromosómicamente el DNA 

plasmídico (van Heeswijck & Roncero, 1984), mientras que en el caso de transformación 

con fragmentos lineales de DNA, la siembra en medio selectivo permite recuperar 

transformantes en los que el DNA se ha integrado en el genoma del hongo, 

preferiblemente mediante recombinación homóloga (Navarro et al., 2001).  

La generación de protoplastos de M. lusitanicus se realizó a partir de esporas de la 

estirpe de interés recién recolectadas de micelio crecido en placas de YPG pH 4,5. El día 

anterior al inicio del protocolo se preparó un cultivo de 25 ml de YPG con 12,5·107 

esporas y se almacenó durante toda la noche a 4ºC. A la mañana siguiente, el cultivo se 

incubó durante 3-4 h a 250 r.p.m. y 26ºC en oscuridad hasta que la mayoría de las esporas 

mostraron las yemas de germinación. El cultivo se transfirió a un tubo de 50 ml y se 

centrifugó 5 min a 280 xg para eliminar el medio. El precipitado con las esporas se 

resuspendió en 5 ml de PS (0,5 M Sorbitol; 0,1 M Tampón fosfato pH 6,5) y se centrifugó 

en las mismas condiciones. Tras descartar el sobrenadante, las esporas se resuspendieron 

en un volumen final de 4 ml de PS y se les añadió 1 ml de PS con 5 mg de enzimas líticas 

de Trichoderma harzianum (Cat. L1412, Sigma) y 0,3 μl (4·10-4 U) de quitosanasa de 

Streptomyces sp. (Cat. C0794, Sigma). La preparación con las esporas y las enzimas se 

incubó durante 90 min a 30ºC y 60 r.p.m. para digerir las paredes fúngicas. La reacción 

se detuvo añadiendo 20 ml de sorbitol 0,5 M frio y las enzimas se retiraron realizando 

dos lavados, centrifugando 5 min a 200 xg, con 5 ml de sorbitol 0,5 M frio. Los 

protoplastos se resuspendieron en un volumen final de 800 μl de sorbitol 0,5 M frio.  

Las mezclas de transformación se realizaron con 100 μl de protoplastos y 1-5 μg de 

DNA en un volumen máximo de 10 μl en agua bidestilada o de 20 μl en sorbitol 0,5 M. 

Las mezclas de transformación se transfirieron a cubetas de electroporación de 2 mm 

(Cat. FB102, Fisher Scientific) pre-enfriadas y se sometieron a un pulso eléctrico de 0,8 



kV, 25 μF de capacidad y resistencia constante de 400 Ω en un electroporador Gene Pulser 

XCell (Bio-Rad) con los siguientes módulos: modulo principal (Cat. 1652666), modulo 

CE (Cat. 1652667), módulo PC (Cat. 1652668) y módulo de choque (Cat. 1652669). 

Inmediatamente tras el pulso, se añadió a cada cubeta 1 ml de YPG pH 4,5 con sorbitol 

0,5 M frio y los protoplastos electroporados se recuperaron en tubos de 2 ml durante 1 h 

a 150 r.p.m. y 26ºC. Los protoplastos transformados se centrifugaron a 110 xg durante 5 

min y se resuspendieron a razón de 200 μl de YNB pH 3,2 con sorbitol 0,5 M por cada 

placa que se pretendió sembrar. Los transformantes se sembraron en placas de MMC con 

sorbitol 0,5 M pH 3,2 cuando se estaba complementado la auxotrofía a uridina, o en placas 

de YNB con sorbitol 0,5 M pH 3,2 cuando se estaba complementando la auxotrofía a 

leucina. Las placas se incubaron al menos 3 días a 26ºC en oscuridad hasta observar el 

crecimiento de los transformantes.  

III.3. Manipulación de DNA 

III.3.1. Amplificación de DNA mediante PCR 

Todas las reacciones de amplificación de DNA se llevaron a cabo con la enzima 

Herculase II Fusion DNA polymerase (Cat. 600677, Agilent). Las mezclas de reacción se 

prepararon siguiendo las instrucciones del suministrador. En las amplificaciones cuyo 

molde fue DNA genómico de M. lusitanicus se añadió DMSO a una concentración final 

del 5%.  

Salvo que se indique lo contrario, las condiciones de amplificación consistieron en 

una desnaturalización inicial a 95ºC de 3 min, cuando el molde era un fragmento de DNA 

lineal o un plásmido, o de 5 min, cuando el molde era DNA genómico. A continuación, 

se realizaron 35 ciclos de desnaturalización a 95ºC durante 30 s, alineamiento a 58ºC 

durante 20 s y extensión a razón de 30 s/kb de fragmento esperado a 72ºC. Tras los ciclos, 

se realizó una extensión final a 72ºC con una duración de 2 veces el tiempo de extensión 

de los ciclos.  

Para la fusión de fragmentos con extremos solapantes (PCR de fusión), las 

reacciones de PCR se prepararon con 50-100 ng de cada uno de los moldes ajustados a 

una relación 1:1 molar. Las condiciones de amplificación incluían 10 ciclos para permitir 

la fusión de cadenas y la generación del molde (Figura 11A), y 25 ciclos adicionales para 

su amplificación (Figura 11B). Los primeros 10 ciclos consistieron en una 

desnaturalización inicial de 5 min a 95ºC, seguida de 10 ciclos de 95ºC durante 30 s, 70ºC 

durante 1 s, una rampa de 0,3ºC/s hasta la temperatura de alineamiento de las regiones 

solapantes, 30 s a la temperatura anterior, y una rampa de 0,3ºC/s hasta los 68ºC para 

extender las cadenas durante 2 min. A continuación, los 25 ciclos de amplificación 

consistían en una desnaturalización de 95ºC durante 30 s, 70ºC durante 1 s, la temperatura 

de alineamiento de los oligonucleótidos menos 5ºC durante 30 s, y una extensión de 30 

s/kb a la que se sumaban 10 s por ciclo, a 68ºC. Finalmente, se realizó una extensión final 

de 5 min a 68ºC.  
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Figura 11. Representación de la PCR de fusión.  

A) Los ciclos iniciales de la PCR están encaminados a facilitar el alineamiento de los moldes a través de su región 

solapante, programándose su temperatura de alineamiento (TM1), y su posterior extensión del extremo 3’-OH libre. 

Debido a la similitud de tamaños de las regiones solapantes respecto a los cebadores, es probable que también se 

produzca una extensión de cadenas que no pueden ser extendidas al solapar por sus extremos 5’. Cuando la TM1 es 

cercana a la TM2 puede producirse una amplificación de las últimas cadenas, regenerando en cada ciclo las que han 

solapado por su extremo 3’. B) Los ciclos posteriores están encaminados a amplificar el molde fusionado.  

III.3.2. Construcción de plásmidos y oligonucleótidos utilizados 

La Tabla 6 describe los plásmidos utilizados en este trabajo y resume su 

construcción o su origen, incluyendo en el primer caso el origen del inserto y los 

nucleótidos utilizados para su amplificación. Todos los plásmidos cuyo objetivo era la 

expresión de proteínas o RNA, in vivo o in vitro, se secuenciaron para asegurar la ausencia 

de mutaciones. La Tabla 7 describe los oligonucleótidos utilizados en este trabajo para la 

manipulación de DNA en los ensayos de PCR, construcción de plásmidos y 

comprobación de las ediciones genómicas. Los oligonucleótidos utilizados en los ensayos 

de RT-qPCR se muestran en la Tabla 9.  

Para generar la secuencia que codifica la variante RIII-, se utilizaron 

oligonucleótidos portadores de las mutaciones (Figura 12). La región 5’ del cDNA de 

r3b2 se amplificó hasta la región de las mutaciones utilizando los oligonucleótidos R3B2- 

Fow-NdeI y MutRev, mientras que la región 3’ desde el punto de las mutaciones se 

amplificó con MutFow y R3B2-Rev2-XhoI. Ambos fragmentos fueron fusionados 

mediante PCR utilizando los oligonucleótidos R3B2-Fow-NdeI y R3B2-Rev2-XhoI, y el 

producto de fusión resultante se clonó en pET-15b (Véase III.3.2) dando lugar a 

pMAT1965. La secuencia que codifica la variante RBD2* se generó de la misma forma 

(Figura 12) amplificando la región 5’ con los oligonucleótidos R3B2-Fow-NdeI y R3B2-

Mut-Rev2, y la región 3’ con los oligonucleótidos R3B2-Mut-Fow2 y R3B2-Rev2-XhoI. 

El producto de fusión se generó con los oligonucleótidos R3B2-Fow-NdeI y R3B2-Rev2-

XhoI y fue clonado de la misma forma (Véase III.3.2) dando lugar a pMAT1980. Para 

generar la variante ΔCTF, la región de r3b2 hasta F14 se amplificó utilizando los 



oligonucleótidos R3B2-Fow-NdeI y R3B2-Rev5-XhoI, este último oligonucleótido 

incluía un codón de Stop y se clonó en pET-15b (Véase III.3.2) dando lugar a pMAT2040.  

 
Figura 12. Obtención de alelos mutados de r3b2 para su expresión en E. coli. 

Las mutaciones (*) se introdujeron en los oligonucleótidos utilizados para amplificar la región 5’ y 3’ del cDNA de 

manera que quedasen incorporadas a la secuencia. Posteriormente se realizó una PCR fusión de ambos fragmentos para 

obtener el cDNA mutado que fue clonado en pET-15b. 

Para la obtención de RNB, la secuencia codificante del dominio RIIID de RNC se 

amplificó utilizando como molde 1 μl de una dilución 1000 de un cultivo líquido de la 

estirpe DH5α de E. coli. Los oligonucleótidos utilizados fueron Ecrnc-Fow1-NdeI y 

Ecrnc-Rev-R3B2, obteniéndose un fragmento de 444 pb. Este fragmento del gen rnC de 

E. coli junto con los últimos 1041pb del gen r3b2, que codifica los dos dsRBD de la 

proteína y que se amplificó en las mismas condiciones con los oligonucleótidos R3B2-

Fow-rnc y R3B2-Rev2-XhoI, se unieron por PCR fusión utilizando los oligonucleótidos 

Ecrnc-Fow1-NdeI y R3B2-Rev2-XhoI. El fragmento de fusión obtenido se clonó 

utilizando las enzimas de restricción NdeI y XhoI en pET-15b para generar el plásmido 

pMAT2072. Utilizando el DNA de DH5α se amplificó, con los oligonucleótidos Ecrnc-

Fow1-NdeI y Ecrnc-Rev1-XhoI, y se clonó el gen rnc completo con las mismas enzimas 

de restricción anteriores en pET-15b, dando lugar al plásmido pMAT2071. Estos 

plásmidos se introdujeron en la estirpe BL21(DE3) de E. coli y se indujo la expresión de 

ambas proteínas (Véase III.5.2).  

La construcción de los plásmidos que expresan los alelos de R3B2 con 

sustituciones en N52 y K84 se realizó mediante la introducción de mutaciones en los 

oligonucleótidos y PCR de fusión. El alelo que codificaba N52E se construyó a partir de 

dos fragmentos que incluían la mutación, amplificados respectivamente con los 

oligonucleótidos R3B2-Fow-NdeI y R3B2-N52E-Rev, y R3B2-N52E-Fow y R3B2-

Rev2-XhoI, que se utilizaron para hacer una PCR fusión con los oligonucleótidos R3B2-

Fow-NdeI y R3B2-Rev2-XhoI. El fragmento fue clonado utilizando las enzimas de 

restricción NdeI-XhoI en el vector pET-15b dando lugar al plásmido pMAT2089. El alelo 
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que codificaba N52D se construyó de la misma forma, pero fusionando los fragmentos 

amplificados con R3B2-Fow-NdeI y R3B2-N52D-Rev, y R3B2-N52D-Fow y R3B2-

Rev2-XhoI, para dar lugar al plásmido pMAT2090. El alelo K84A se construyó a partir 

de los fragmentos amplificados con R3B2-Fow-NdeI y R3B2-K84A-Rev, y R3B2-K84A-

Fow y R3B2-Rev2-XhoI. El alelo K84E se construyó a partir de los fragmentos 

amplificados con R3B2-Fow-NdeI y R3B2-K84E-Rev, y R3B2-K84E-Fow y R3B2-

Rev2-XhoI. El alelo K84Q se construyó a partir de los fragmentos amplificados con 

R3B2-Fow-NdeI y R3B2-K84Q-Rev, y R3B2-K84Q-Fow y R3B2-Rev2-XhoI. Los pares 

de fragmentos obtenidos para cada mutación se fusionaron por PCR utilizando los 

oligonucleótidos R3B2-Fow-NdeI y R3B2-Rev2-XhoI y, en todos los casos, se clonaron 

en los sitios NdeI-XhoI de pET-15b para dar lugar a los plásmidos pMAT2301, 

pMAT2302 y pMAT2303, respectivamente. Estos plásmidos fueron utilizados para 

transformar la estirpe BL21(DE3) de E. coli.  

La construcción de los fragmentos de reemplazamiento del locus r3b2 se realizó 

sobre el plásmido pMAT1294 (Figura 13) (Trieu et al., 2015), que contiene el gen r3b2 

y sus regiones adyacentes (874 pb aguas arriba y 1029 pb aguas abajo) clonadas en los 

sitios XbaI-XhoI del vector pBluescript. Para la construcción del control positivo con la 

versión silvestre del gen r3b2, se amplificó un fragmento de 2 kb que contiene el gen 

pyrG de la estirpe R7B utilizando los oligonucleótidos PyrGFow2kb-NdeI y 

PyrGRev2kb-VspI, se digirió con NdeI y VspI y se clonó y orientó en el sitio NdeI de 

pMAT1294 para dar lugar al plásmido pMAT2065 (Figura 13). La clonación de los alelos 

mutados del gen r3b2 se realizó sustituyendo la región NsiI-NdeI en pMAT2065, que 

contiene el gen r3b2, por la misma región conteniendo el producto de PCR fusión con los 

oligonucleótidos R3B2-F11 y R11 para generar cada alelo a partir de pMAT1294 (Figura 

13). El alelo que codifica ΔH2 se generó por PCR fusión a partir de un fragmento de 1,6 

kb amplificado con los oligonucleótidos R3B2-F11 y R3B2-Rev-Del2 y un segundo 

fragmento de 1,8 kb amplificado con R3B2-Fow-Del2 y R11. El alelo que codifica 

RBD2* se generó por PCR fusión a partir de un fragmento de 2,4 kb amplificado con los 

oligonucleótidos R3B2-F11 y R3B2-Mut-Rev2 y un segundo fragmento de 1,1 kb 

amplificado con R3B2-Mut-Fow2 y R11. El alelo que codifica ΔCTF se generó por PCR 

fusión a partir de un fragmento de 1,8 kb amplificado utilizando los oligonucleótidos 

R3B2-F11 y R3B2-Rev5-fterm y un segundo fragmento de 1 kb amplificado con R3B2-

Fow8 y R11. La clonación de cada uno de estos fragmentos que contienen los alelos ΔH2, 

RBD2* y ΔCTF dio lugar a los plásmidos pMAT2067, pMAT2068 y pMAT2069, 

respectivamente (Figura 13). Para delecionar R3B2 se realizó una PCR reversa utilizando 

el plásmido pMAT2065 con los oligonucleótidos PyrGFow2kb-NdeI y R3B2-Rev10-

NdeI, el producto de 6,5 kb resultante fue circularizado tras su digestión con NdeI para 

dar lugar al plásmido pMAT2070 (Figura 13). La digestión de los plásmidos pMAT2065, 

pMAT2067, pMAT2068, pMAT2069 y pMAT2070 con XbaI y XhoI permitió la 

obtención de los fragmentos lineales utilizados para el reemplazamiento en el locus r3b2 

de la estirpe MU402 de M. lusitanicus.  



 

 

 
Figura 13. Construcción de los plásmidos que contienen los fragmentos de reemplazamiento del locus r3b2. 

Representación de la construcción a partir de pMAT1294 (Trieu et al., 2015) y el fragmento PyrG2kb. Los 

oligonucleótidos utilizados se indican en magenta. UP, región aguas arriba de r3b2; DO, región aguas abajo de r3b2. 
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Para la expresión y purificación de la variante ΔH2 (Figura 34A) su cDNA se 

generó amplificando un fragmento de 0,7 kb con los oligonucleótidos R3B2-FowY-XhoI 

y R3B2-Rev-Del2 y un fragmento de 0,8 kb con los oligonucleótidos R3B2-Fow-Del2 y 

R3B2-Rev2-NsiI. Ambos fragmentos se fusionaron por PCR con los oligonucleótidos 

R3B2-FowY-XhoI y R3B2-Rev2-NsiI, se digirió el producto de la fusión con XhoI y NsiI 

y se clonó utilizando las mismas enzimas en pBD-Gal4 dando lugar al plásmido 

pMAT2314. 

Para la construcción de los plásmidos que portan el fragmento de 

reemplazamiento del locus carRP en la complementación de r3b2, el locus r3b2 

amplificado con los oligonucleótidos R3B2-F11 y R3B2-Rev13-NheI, se digirió con 

NheI y XhoI y se clonó en los sitios NheI y XhoI del plásmido pMAT1472, que contiene 

el marcador de selección y las regiones adyacentes del locus carRP, dando lugar al 

plásmido pMAT2097. La construcción del fragmento de reemplazamiento que contiene 

el cDNA de Lcr3b2 bajo el control del promotor de Mlr3b2 (Figura 47B) se realizó 

amplificando el cDNA, clonado anteriormente para su expresión en E. coli (Véase 

IV.3.2), con los oligonucleótidos LcR3B2-Fow1-XhoI y LcR3B2-Rev1-SacII y el 

promotor con los oligonucleótidos R3B2-F11-NheI y R3B2-Rev10-XhoI. Los 

fragmentos se digirieron con XhoI y SacII y NheI y XhoI, respectivamente, y se clonaron, 

en una ligación triple, en los sitios NheI y SacII de pMAT1472, para dar lugar al plásmido 

pMAT2307. Para la construcción del fragmento de reemplazamiento que contiene el 

cDNA de Rmr3b2 bajo el control del promotor de Mlr3b2 (Figura 47B), el RNA extraído 

de un cultivo de 20 ml de YPG con 107 esporas de R. microsporus ATCC11559 incubado 

durante 16 h a 250 r.p.m. en condiciones de oscuridad, se retrotranscribió utilizando 

Expand™ Reverse Transcriptase (Cat. 11785826001; Roche) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. El fragmento de 1 kb del gen Rmr3b2 se amplificó a partir del cDNA total 

obtenido utilizando los oligonucleótidos RmR3B2-F1-NdeI y RmR3B2-R2-SacII y se 

digirió con NdeI y SacII. El promotor de Mlr3b2 se amplificó con los oligonucleótidos 

R3B2-F11-NheI y R3B2-Rev10-NdeI y se digirió con NheI y NdeI. Los dos fragmentos 

se clonaron simultáneamente en los sitios NheI y SacII de pMAT1472, para dar lugar al 

plásmido pMAT2327. 

Para la construcción de estos plásmidos portadores del cDNA de los genes   

homólogos se introdujo un MCS en el plásmido pMAT1253 (De Haro et al., 2009), 

utilizado anteriormente para determinar la frecuencia de silenciamiento en las estirpes de 

M. lusitanicus que portaban versiones mutadas del gen r3b2 (Véase IV.2.3.2). La 

introducción del MCS se realizó mediante la hibridación de los oligonucleótidos 

fosforilados MCS-ApaI y MCS-ApaI-compatible y su clonación en el sitio ApaI para dar 

lugar al plásmido pMAT2038 (Figura 14A), sobre el que se clonaron las diferentes 

construcciones. El locus completo de Mlr3b2 se amplificó con los oligonucleótidos 

R3B2-F11-NheI y R3B2-R11-NheI, se digirió con NheI y se clonó y orientó en el sitio 

NheI de pMAT2038 para dar lugar al plásmido pMAT2043, que fue utilizado como 

control positivo de la complementación. Con el fin de reducir el número de 

oligonucleótidos, las construcciones de Lcr3b2 y Rmr3b2 se fusionaron sin incorporar 



secuencias solapantes en ambos fragmentos de manera que las secuencias de restricción 

que habían sido previamente incorporadas a los plásmidos para la integración en el 

genoma no se incorporasen al producto de amplificación (Figura 14B). En el caso del 

cDNA de Lcr3b2, se amplificó un fragmento de 2,5 kb, que contenía el promotor de 

Mlr3b2 y el cDNA del gen de L. corymbifera, a partir del plásmido pMAT2307 utilizando 

los oligonucleótidos R3B2-F11-NheI y LcR3B2-Rev1-SacII y un fragmento de 1 kb que 

contenía la región 3’-UTR (untranslated region o UTR) del gen Mlr3b2 utilizando los 

oligonucleótidos R3B2-Fow8-LcR3B2 y R3B2-R11-NheI. Ambos fragmentos fueron 

fusionados mediante PCR utilizando los oligonucleótidos R3B2-F11-NheI y R3B2-R11-

NheI, el fragmento de fusión se digirió con NheI y se clonó y orientó en el sitio NheI de 

pMAT2038 para dar lugar al plásmido pMAT2324. De la misma forma, el fragmento de 

1,9 kb, con el promotor y el cDNA de Rmr3b2, se amplificó con los oligonucleótidos 

R3B2-F11-NheI y RmR3B2-R2-SacII a partir de pMAT2327, y la región 3’-UTR de 

Mlr3b2 con los oligonucleótidos R3B2-Fow8-RmR3B2 y R3B2-R11-NheI. Ambos 

fragmentos fueron fusionados mediante PCR, clonados y orientados como en el caso 

anterior para dar lugar al plásmido pMAT2335. 

 
Figura 14. MCS insertado en pMAT2038 y fusión mediante PCR de fragmentos con extremos no solapantes. 

A) Representación de la secuencia que reconoce la enzima de restricción ApaI y secuencia del MCS clonado a partir 

de oligonucleótidos fosforilados en 5’ en el mismo sitio de pMAT1253 para dar lugar a pMAT2038 (Derecha). Se 

indica la dirección seleccionada del MCS con una flecha. I, intrón; T, secuencia de terminación de la transcripción. B) 

Representación de las cadenas de DNA para generación del molde amplificado de la fusión entre el cDNA de Lcr3b2 

o Rmr3b2 utilizando fragmentos con solapamiento interno. Debido a que el extremo 3’ libre del cDNA no puede 

hibridar en el fragmento 3’UTR no se produce la incorporación del extremo no solapante. Por el contrario, el 
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solapamiento interno del fragmento 3’UTR con el cDNA permite generar una cadena molde que posteriormente puede 

ser amplificada por los oligonucleótidos (no mostrados).  

Tabla 6. Plásmidos utilizados en este trabajo. 

Nombre Características 
Vector (punto de 

inserción) 

Origen / 

Origen del 

inserto 

Oligonucleótidos* 

pET-15b 

AmpR; Vector de expresión en E. 

coli que contiene la etiqueta N-

terminal 6xHis. 

- Novagen - 

pUC18 
AmpR; Vector utilizado para la 

clonación rutinaria de DNA. 
- 

(Norrander et 

al., 1983) 
- 

pMAT679 
AmpR; Obtención de molde para la 

síntesis de carB dsRNA. 
- Este laboratorio - 

pMAT688 
AmpR; Obtención de molde para la 

síntesis de carB ssRNA. 
- ‘’ - 

pMAT1253 

AmpR; leuA; Expresión in vivo de 

horquilla de RNA derivada de 

carB. 

- 
(De Haro et al., 

2009) 
- 

pMAT1294 
AmpR; Locus completo del gen 

r3b2 de M. lusitanicus. 
- 

(Trieu et al., 

2015) 
- 

pMAT1472 

AmpR; Marcador leuA flanqueado 

por las regiones adyacentes al 

locus carRP. Idéntico a 

pMAT1476 con el marcador en 

orientación opuesta.  

- 

(Rodríguez-

Frómeta et al., 

2012) 

- 

pMAT1511 AmpR; leu; BD_Qip para Y2H. - Este laboratorio - 

pMAT1603 
AmpR; Expresión de r3b2 con la 

etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
cDNA 

R3B2-Fow-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT1961 

AmpR; Igual a pMAT1603, pero 

con el uso de codones optimizado 

para E. coli. 

- GeneScript - 

pMAT1965 
AmpR; Expresión de RIII- con la 

etiqueta N-terminal de 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
Véase arriba 

R3B2-Fow-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT1966 AmpR; leu; AD_R3B2 para Y2H. 
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-FowY-NcoI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT1970 
AmpR; Expresión de F18 con la 

etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow-NdeI 

R3B2-Rev7-XhoI 

pMAT1971 
AmpR; Expresión de F14 con la 

etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow2-NdeI 

R3B2-Rev5-XhoI 

pMAT1972 
AmpR; Expresión de CTF con la 

etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow3-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT1973 AmpR; leu; AD_F18 para Y2H.  
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-FowY-NcoI 

R3B2-Rev7-XhoI 

pMAT1974 CamR; Trp; BD_F18 para Y2H.  
pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT1603 

R3B2-FowY-XhoI 

R3B2-Rev7-NsiI 

pMAT1975 AmpR; leu; AD_F14 para Y2H.  
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow5-NcoI 

R3B2-Rev5-XhoI 

pMAT1976 CamR; Trp; BD_F14 para Y2H. 
pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT1603 

R3B2-FowY-XhoI 

R3B2-Rev5-NsiI 



pMAT1977 AmpR; leu; AD_CTF para Y2H.  
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow6-NcoI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT1978 CamR; Trp; BD_CTF para Y2H. 
pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow6-XhoI 

R3B2-Rev2-NsiI 

pMAT1979 CamR; Trp; BD_R3B2 para Y2H. 
pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT1603 

R3B2-FowY-XhoI 

R3B2-Rev2-NsiI 

pMAT1980 
AmpR; Expresión de RBD2* con 

la etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
Véase arriba 

R3B2-Fow-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT1982 AmpR; leu; AD_Qip para Y2H.  
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1511 

Qip-Fow1-NcoI 

Qip-STOP (XhoI) 

pMAT1983 AmpR; leu; AD_Dicer-1 para Y2H.  
pACTII 

(XmaI-XhoI) 
cDNA 

Dicer1-Fow1-XmaI 

Dicer1-Rev1-SalI 

pMAT1984 AmpR; leu; AD_Ago-2 para Y2H.  
pACTII 

(XmaI-XhoI) 
cDNA 

Ago2-Fow2-XmaI 

Ago2-Rev1-XhoI 

pMAT1985 AmpR; leu; AD_Ago-1 para Y2H.  
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
cDNA 

Ago1-Fow1-BspHI 

Ago1-Rev1-XhoI 

pMAT1986 
AmpR; leu; AD_RdRP-3 para 

Y2H.  

pACTII 

(NcoI-XmaI) 
cDNA 

Rdrp3-Fow1-BspHI 

Rdrp3-Rev1-XmaI 

pMAT1987 AmpR; leu; AD_RnhA para Y2H.  
pACTII 

(NcoI-XmaI) 
cDNA 

Rnha-Fow1-BspHI 

Rnha-Rev1-XmaI 

pMAT1988 
AmpR; leu; AD_RdRP-1 para 

Y2H.  

pACTII 

(NcoI-XmaI) 
cDNA 

Rdrp1-Fow1-BamHI 

Rdrp1-Rev1-XmaI 

pMAT1989 AmpR; leu; AD_Ago-3 para Y2H.  
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
cDNA 

Ago3-Fow2-NcoI 

Ago3-Rev1-XhoI 

pMAT1990 AmpR; leu; AD_Dicer-2 para Y2H.  
pACTII 

(XmaI**) 
cDNA 

Dicer1-Fow1-XmaI 

DicerBis3’BD (XmaI) 

pMAT1993 
AmpR; leu; AD_RdRP-2 para 

Y2H.  

pACTII (BamHI-

XhoI) 
cDNA 

Rdrp2-Fow1-BamHI 

Rdrp2-Rev1-XhoI 

pMAT1994 CamR; Trp; BD_Ago-1 para Y2H. 
pBD-GAL4 

(XmaI-SalI) 
pMAT1985 

Ago1-Fow1-XmaI 

Ago1-Rev1-XhoI 

pMAT1995 CamR; Trp; BD_Ago-2 para Y2H. 
pBD-GAL4 

(XmaI-SalI) 
pMAT1984 

Ago2-Fow3-XmaI 

Ago2-Rev1-XhoI 

pMAT1996 
CamR; Trp; BD_Dicer-1 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(XmaI-SalI) 
pMAT1983 

Dicer1-Fow2-XmaI 

Dicer1-Rev1-SalI 

pMAT1997 
CamR; Trp; BD_RdRP-2 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(XmaI-SalI) 
pMAT1993 

Rdrp2-Fow2-XmaI 

Rdrp2-Rev1-XhoI 

pMAT1998 CamR; Trp; BD_Ago-3 para Y2H. 
pBD-GAL4 

(EcoRI-SalI) 
pMAT1989 

Ago3-Fow4-EcoRI 

Ago3-Rev1-SalI 

pMAT1999 
CamR; Trp; BD_Dicer-2 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(XmaI**) 
pMAT1990 

DicerBis5’BD (XmaI) 

DicerBis3’BD (XmaI) 

pMAT2000 
CamR; Trp; BD_RdRP-1 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(XmaI**) 
pMAT1988 

Rdrp1-Fow2-XmaI 

Rdrp1-Rev1-XmaI 

pMAT2013 
AmpR; Obtención de molde para la 

síntesis de seq15 ssRNA. 
- Este laboratorio - 

pMAT2032 
CamR; Trp; BD_RdRP-3 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(XmaI**) 
pMAT1986 

Rdrp3-Fow2-XmaI 

Rdrp3-Rev1-XmaI 

pMAT2036 CamR; Trp; BD_RnhA para Y2H. 
pBD-GAL4 

(EcoRI-XmaI) 
pMAT1987 

Rnha-Fow1-EcoRI 

Rnha-Rev1-XmaI 
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pMAT2038 

AmpR; leuA; Vector de expresión 

de horquilla de RNA derivada de 

carB con nuevo MCS. 

pMAT1253 

(ApaI) 
Véase arriba 

MCS-ApaI 

MCS-ApaI-compatible 

pMAT2040 
AmpR; Expresión de ΔCTF con la 

etiqueta 6xHis (Véase arriba). 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow-NdeI 

R3B2-Rev5-XhoI 

pMAT2043 

AmpR; leuA; Expresión in vivo de 

la horquilla de RNA derivada de 

carB y el gen r3b2 bajo su propio 

promotor. 

pMAT2038 

(NheI**) 
Véase arriba 

R3B2-F11-NheI 

R3B2-R11-NheI 

pMAT2065 

AmpR; pyrG; Integración de r3b2 

en su propio locus seguido del 

marcador de selección pyrG. 

pMAT1294 

(NdeI**) 
Véase arriba 

PyrGFow2kb-NdeI 

PyrGRev2kb-VspI 

pMAT2067 

AmpR; pyrG; Integración de la 

variante ΔH2 en el locus de r3b2 

seguido del marcador de selección 

pyrG. 

pMAT2065 

(NsiI-NdeI) 

 

 

Véase arriba 
R3B2-F11 

R11 

pMAT2068 

AmpR; pyrG; Integración de la 

variante RBD2* en el locus de 

r3b2 seguido del marcador de 

selección pyrG. 

pMAT2065 

(NsiI-NdeI) 
Véase arriba 

R3B2-F11 

R11 

pMAT2069 

AmpR; pyrG; Integración de la 

variante ΔCTF en el locus de r3b2 

seguido del marcador de selección 

pyrG. 

pMAT2065 

(NsiI-NdeI) 
Véase arriba 

R3B2-F11 

R11 

pMAT2070 AmpR; pyrG; Deleción de r3b2. - Véase arriba 
PyrGFow2kb-NdeI 

R3B2-Rev10-NdeI 

pMAT2071 

AmpR; Expresión de RNC de E. 

coli con la etiqueta 6xHis (Véase 

arriba). 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
DNA 

Ecrnc-Fow1-NdeI 

Ecrnc-Rev1-XhoI 

pMAT2072 
AmpR; Expresión de RNB con la 

etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
Véase arriba 

Ecrnc-Fow1-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2089 
AmpR; Expresión de R3B2_N52E 

con la etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
Véase arriba 

R3B2-Fow-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2090 
AmpR; Expresión de R3B2_N52D 

con la etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
Véase arriba 

R3B2-Fow-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2093 

AmpR; Expresión de PpR3B2 con 

uso de codones optimizado para E. 

coli y la etiqueta 6xHis. 

- GeneScript - 

pMAT2094 
AmpR; Expresión de LcR3B2 con 

la etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
cDNA 

LcR3B2-Fow1-NdeI 

LcR3B2-Rev1-XhoI 

pMAT2095 

AmpR; Expresión de RmR3B2 con 

uso de codones optimizado para E. 

coli y la etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-BamHI) 
IDT - 

pMAT2097 
AmpR; leuA; Integración de r3b2 

en el locus carRP. 

pMAT1472 

(XhoI-NheI) 
Véase arriba 

R3B2-F11 (XhoI) 

R3B2-Rev13-NheI 

pMAT2202 CamR; Trp; BD_ΔCTF para Y2H. 
pBD-GAL4 

(XhoI-NsiI) 
pMAT1603 

R3B2-FowY-XhoI 

R3B2-Rev5-NsiI 

pMAT2203 AmpR; leu; AD_ΔCTF para Y2H.  
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-FowY-NcoI 

R3B2-Rev5-XhoI 

pMAT2251 AmpR; leu; AD_D1R2 para Y2H.  pACTII pMAT1983 DicR2FwBamHI 



(BamHI-SacI) DicR2RvSacI 

pMAT2252 AmpR; leu; AD_D1R1 para Y2H.  
pACTII 

(BamHI-EcoRI) 
pMAT1983 

DicR1FwBamHI 

DicR1RvEcoRI 

pMAT2253 AmpR; leu; AD_D1R3 para Y2H.  
pACTII 

(SmaI-SacI) 
pMAT1983 

DicR3FwSmaI 

DicR3RvSacI 

pMAT2254 
AmpR; leu; AD_D1R2A para 

Y2H.  

pACTII 

(BamHI-SacI) 
pMAT1983 

DicR2FwBamHI 

Dic1RvR2ASacI 

pMAT2255 AmpR; leu; AD_D1R2B para Y2H.  
pACTII 

(BamHI-SacI) 
pMAT1983 

DicF2R2BBamHI 

Dic1RvR2BSacI 

pMAT2256 AmpR; leu; AD_D1R2C para Y2H.  
pACTII 

(BamHI-SacI) 
pMAT1983 

Dic1R2CBamHI 

DicR2RvSacI 

pMAT2259 
AmpR; leu; AD_D1R2AB para 

Y2H.  

pACTII 

(BamHI-SacI) 
pMAT1983 

DicR2FwBamHI 

Dic1RvR2BSacI 

pMAT2301 
AmpR; Expresión de R3B2_K84A 

con la etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
Véase arriba 

R3B2-Fow1-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2302 
AmpR; Expresión de R3B2_K84E 

con la etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
Véase arriba 

R3B2-Fow1-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2303 
AmpR; Expresión de R3B2_K84Q 

con la etiqueta 6xHis. 

pET-15b 

(NdeI-XhoI) 
Véase arriba 

R3B2-Fow1-NdeI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2304 
AmpR; Obtención de molde para la 

síntesis de GAstair ssRNA. 

pUC18 

(EcoRI-SalI) 
Véase arriba 

T7-GAstair-For 

T7-GAstair-Rev 

pMAT2307 
AmpR; leuA; Integración de 

Lcr3b2 en el locus carRP. 

pMAT1472 

(NheI-SacII) 
Véase arriba 

R3B2-F11-NheI 

R3B2-Rev10-XhoI 

LcR3B2-Fow1-XhoI 

LcR3B2-Rev1-SacII 

pMAT2311 
CamR; Trp; BD-CTF_RBD2* para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT1980 

R3B2-Fow6-XhoI 

R3B2-Rev2-NsiI 

pMAT2313 CamR; Trp; BD-RBD2* para Y2H. 
pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT1980 

R3B2-FowY-XhoI 

R3B2-Rev2-NsiI 

pMAT2314 CamR; Trp; BD-ΔH2 para Y2H. 
pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
Véase arriba 

R3B2-FowY-XhoI 

R3B2-Rev2-NsiI 

pMAT2315 
CamR; Trp; BD-F14_ΔH2 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT2314 

R3B2-Fow5-XhoI 

R3B2-Rev5-NsiI 

pMAT2316 
CamR; Trp; BD-ΔCTF_ΔH2 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT2314 

R3B2-FowY-XhoI 

R3B2-Rev5-NsiI 

pMAT2317 AmpR; leu; AD-ΔH2 para Y2H. 
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT2314 

R3B2-FowY-NcoI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2318 
AmpR; leu; AD-F14_ΔH2 para 

Y2H. 

pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT2314 

R3B2-Fow5-NcoI 

R3B2-Rev5-XhoI 

pMAT2319 
AmpR; leu; AD-ΔCTF_ΔH2 para 

Y2H. 

pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT2314 

R3B2-FowY-NcoI 

R3B2-Rev5-XhoI 

pMAT2321 AmpR; leu; AD-RBD2* para Y2H. 
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1980 

R3B2-FowY-NcoI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2322 
AmpR; leu; AD-CTF_RBD2* para 

Y2H. 

pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1980 

R3B2-Fow6-NcoI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2324 

AmpR; leuA; Expresión in vivo de 

la horquilla de RNA derivada de 

carB y el gen Lcr3b2 bajo el 

promotor de Mlr3b2. 

pMAT2038 

(NheI**) 
Véase arriba 

R3B2-F11-NheI 

R3B2-R11-NheI 
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pMAT2326 
AmpR; leu; AD_D1R2BC para 

Y2H.  

pACTII 

(BamHI-SacI) 
pMAT1983 

Dic1F2R2BBamHI 

DicR2RvSacI 

pMAT2327 
AmpR; leuA; Integración de 

Rmr3b2 en el locus carRP. 

pMAT1472 

(NheI-SacII) 
Véase arriba 

R3B2-F11-NheI 

R3B2-Rev10-NdeI 

RmR3B2-F1-NdeI 

RmR3B2-R2-SacII 

pMAT2328 
AmpR; leu; AD_dsRBD2 para 

Y2H.  

pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow7-NcoI 

R3B2-Rev2-XhoI 

pMAT2329 AmpR; leu; AD_PIR para Y2H.  
pACTII 

(NcoI-XhoI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow14-NcoI 

R3B2-Rev14-XhoI 

pMAT2330 AmpR; leu; AD_D2R1 para Y2H.  
pACTII 

(XmaI-EcoRI) 
pMAT1990 

Dicer2-Fow1-XmaI 

Dicer2-Rev1-EcoRI 

pMAT2331 AmpR; leu; AD_D2R2 para Y2H.  
pACTII 

(XmaI-EcoRI) 
pMAT1990 

Dicer2-Fow2-XmaI 

Dic2R2RvEcoRI 

pMAT2332 AmpR; leu; AD_D2R3 para Y2H.  
pACTII 

(XmaI-EcoRI) 
pMAT1990 

Dicer2-Fow3-XmaI 

Dicer2-Rev2-MunI 

pMAT2333 
CamR; Trp; BD-dsRBD2 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT1603 

R3B2-Fow7-XhoI 

R3B2-Rev2-NsiI 

pMAT2334 CamR; Trp; BD-PIR para Y2H. 
pBD-GAL4 

(SalI-PstI) 
pMAT1983 

R3B2-Fow14-XhoI 

R3B2-Rev14-NsiI 

pMAT2335 

AmpR; leuA; Expresión in vivo de 

la horquilla de RNA derivada de 

carB y el gen Rmr3b2 bajo el 

promotor de Mlr3b2. 

pMAT2038 

(NheI**) 
Véase arriba 

R3B2-F11-NheI 

R3B2-R11-NheI 

pMAT2337 
AmpR; leu; AD_D1R1A para 

Y2H.  

pACTII 

(XmaI-XhoI) 
pMAT1983 

Dicer1-Fow1-XmaI 

Dicer1-Rev3-SalI 

pMAT2338 
AmpR; leu; AD_D1R1AB para 

Y2H.  

pACTII 

(XmaI-XhoI) 
pMAT1983 

Dicer1-Fow1-XmaI 

Dicer1-Rev4-SalI 

pMAT2339 AmpR; leu; AD_D1R1B para Y2H.  
pACTII 

(XmaI-XhoI) 
pMAT1983 

Dice1-Fow3-XmaI 

Dicer-Rev4-SalI 

pMAT2340 
AmpR; leu; AD_D1R1BC para 

Y2H.  

pACTII 

(XmaI-XhoI) 
pMAT1983 

Dicer1-Fow3-XmaI 

Dicer1-Rev5-SalI 

pMAT2341 AmpR; leu; AD_D1R1C para Y2H.  
pACTII 

(XmaI-XhoI) 
pMAT1983 

Dicer-1-Fow4-XmaI 

Dicer1-Rev5-SalI 

pMAT2342 
CamR; Trp; BD-LcR3B2 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(EcoRI-SalI) 
pMAT2094 

LcR3B2-Fow1-EcoRI 

LcR3B2-Rev1-SalI 

pMAT2343 CamR; Trp; BD-LcF18 para Y2H. 
pBD-GAL4 

(EcoRI-SalI) 
pMAT2094 

LcR3B2-Fow1-EcoRI 

LcR3B2-Rev2-SalI 

pMAT2344 CamR; Trp; BD-LcF4 para Y2H. 
pBD-GAL4 

(EcoRI-SalI) 
pMAT2094 

LcR3B2-Fow2-EcoRI 

LcR3B2-Rev3-SalI 

pMAT2345 CamR; Trp; BD-LcPIR para Y2H. 
pBD-GAL4 

(EcoRI-SalI) 
pMAT2094 

LcR3B2-Fow4-EcoRI 

LcR3B2-Rev4-SalI 

pMAT2346 
CamR; Trp; BD-LcdsRBD2 para 

Y2H. 

pBD-GAL4 

(EcoRI-SalI) 
pMAT2094 

LcR3B2-Fow5-EcoRI 

LcR3B2-Rev1-SalI 

pMAT2347 CamR; Trp; BD-LcCTF para Y2H. 
pBD-GAL4 

(EcoRI-SalI) 
pMAT2094 

LcR3B2-Fow3-EcoRI 

LcR3B2-Rev1-SalI 

* Las enzimas de restricción utilizadas para digerir el inserto se indican en los identificadores de los oligonucleótidos. 

** La orientación del inserto se seleccionó mediante un análisis de fragmentos de restricción de los clones tras la 

clonación. 

 



 

Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo para la manipulación de DNA. 

Las secuencias diana de enzimas de restricción se indican en rojo, las modificaciones respecto a la secuencia molde 

subrayadas y los nucleótidos extra añadidos al extremo 5’ de los sitios de restricción para facilitar la digestión en 

negrita. 

Nombre Secuencia (5’ → 3’) 

1bc3 TTGTGCATTGTGGGACGTGGTATGGCCCGATTG 

Ago1-Fow1-BspHI AAATTTCATGATGTCTTTGGAACTTACTGAAC 

Ago1-Fow1-XmaI GTACCCCGGGATATGTCTTTGGAACTTACTGAAC 

Ago1-Rev1-XhoI AATGGCTCGAGTTACATAAAGTACATGACC 

Ago2-Fow2-XmaI GTATCCCGGGAATGCTGTCTACAACATCCAGCCAG 

Ago2-Fow3-XmaI TATCCCGGGATATGCTGTCTACAACATCCAG 

Ago2-Rev1-XhoI CGTACCTCGAGCTACATGTAATACATGGAGTTG 

Ago3-Fow2-NcoI CGATACCATGGCTACACCTATGCTCACC 

Ago3-Fow4-EcoRI ACGCAGAATTCATGGCTACACCTATGCTCACC 

Ago3-Rev1-SalI ATCAGGTCGACTACATGAAATACATGCTGTCC 

CarB13 GTTGTGCACGTCCAATTGAG 

carRP11 CATACAAAGCACGAGTTTCC 

Dic1F2R2BBamHI GCACGTGGATCCTATTAATGGATTTGGCGG 

Dic1R2CBamHI GCATCGGGATCCCCATCCTCGTTGATACAAG 

Dic1RvR2ASacI GTCGACGAGCTCCTATACTCTGCGCTGTGTCTTGG 

Dic2R2RvEcoRI CGATGCGAATTCCTAGCTAGGCACTGTCCAGGTAGAC 

Dicer1-Fow1-XmaI TAGTACCCGGGAATGACCATCATCTACCTTGAC 

Dicer1-Fow2-XmaI TAGTACCCGGGAAATGACCATCATCTACCTTGAC  

Dicer1-Fow3-XmaI GGGGGCCCGGGATTGCAAAGCATTGTTTATACAGCCAAAAGCAC 

Dicer1-Fow4-XmaI GGGGGCCCGGGACCCAAAGCTAGAGTTTTGGTCG 

Dicer1-Rev1-SalI GGTTCGTCGACTTACAAGCAAGTGCATTTTGC 

Dicer1-Rev3-SalI GGGGGGTCGACTAACTCGTTTCCAGCGTGCTGATAC 

Dicer1-Rev4-SalI GGGGGGTCGACCTATGTAAACTGACGTTCGTTCGTGAG 

Dicer1-Rev5-SalI GGGGGGTCGACCTACGATTCGATACAAAAGGCGTCTTGTAG 

Dicer2-Fow1-XmaI TAGCTCCCGGGAATGAAGAAGCCCCAAGCCGGCG 

Dicer2-Fow2-XmaI GGGGGCCCGGGCATTTCAGACGAGGAAGAGAAC 

Dicer2-Fow3-XmaI GGGGGCCCGGGCGTGCCTAGCTTTTGTCAACGATTC 

Dicer2-Rev1-EcoRI GGGGGGAATTCTAGTAATCCTCGTCAGAGTCGTAG 

Dicer2-Rev2-MunI GGGGGCAATTGCTAAGGGTCGTATTCATCATCATCCAG 

DicerBis3’BD GGGGGGCCCGGGCTCTAAGGGTCGTATTCATCATCATCC 

DicerBis5’BD CCCCCGCCCGGGCGAAGAAGCCCCAAGCCGGCG 

DicR1FwBamHI GTACGAGGATCCTGACCATCATCTACCTTGA 

DicR1RvEcoRI GTAGCTGAATTCCTAGTTGGATCGTGTGAGGAGAG 

DicR2FwBamHI GTCGCAGGATCCCGACAGGTGCTCTCCTCACACG 

DicR2RvSacI GATCGTGAGCTCCTAGAGCAAGACAGCGTCAATGTGC 

DicR3FwSmaI GATCGTCCCGGGCGCTGTCTTGCTCATGCATGATGC 

DicR3RvSacI GTACGAGAGCTCTTACAAGCAAGTGCATTTTGC 

Ecrnc-Fow1-NdeI CCCCCCATATGATGAACCCCATCGTAATTAATCG 

Ecrnc-Rev1-XhoI CCCCCCTCGAGTCATTCCAGCTCCAGTTTTTTCAAC 

Ecrnc-Rev-R3B2 GGCTTTTTGGGGCTGTTTGCGCTAATTTCGTCCAGACGAG 

LcR3B2-Fow1-EcoRI GGGGGGAATTCATGCAATCCCTTCAAGAGTGC 

LcR3B2-Fow1-NdeI CGTCCATATGCAATCCCTTCAAGAGTGC 

LcR3B2-Fow1-XhoI CCCCCCTCGAGATGCAATCCCTTCAAGAGTGC 

LcR3B2-Fow2-EcoRI GGGGGGAATTCCTACTTCCTCCTACCAATGATG 
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LcR3B2-Fow3-EcoRI GGGGGGAATTCCCATCACTGTATGCCATTCACATTC 

LcR3B2-Fow4-EcoRI GGGGGGAATTCTACCATGAACCAACAGCAGTATC 

LcR3B2-Fow5-EcoRI GGGGGGAATTCCCTAGGCCATCGATTGATATCATCC 

LcR3B2-Rev1-SacII CCCCCCCGCGGTCATGCAATATTGGCCAATGTTCG 

LcR3B2-Rev1-SalI GGGGGGTCGACTCATGCAATATTGGCCAATGTTCG 

LcR3B2-Rev1-XhoI ATCACTCGAGTCATGCAATATTGGCCAATGTTCG 

LcR3B2-Rev2-SalI GGGGGGTCGACCTAGCCAAGCGAGGTGCGTAATTTACGAG 

LcR3B2-Rev3-SalI GGGGGGTCGACCTAGTCACCAGGGATCGGATTGTAC 

LcR3B2-Rev4-EcoRI GGGGGGTCGACCTAAGGTTGACCATCATCATCTGTC 

MCS-ApaI [Phos]CGCTAGCTTAAGCATGCTACGTAGGCC 

MCS-ApaI-compatible [Phos]TACGTAGCATGCTTAAGCTAGCGGGCC 

Mcwc1b-F1 TGACACACAAGAATATTCAC 

MutFow GAGGCCAAGTTCAACTACATTGCAGCGTCTGCAGTGC 

MutRev AGACGCTGCAATGTAGTTGAACTTGGCCTCTGCCACCTC 

P1-Fow1 CGAAGGTAAGGTTGCTACTC 

P1-Reverse ACGAGGCATGATGACTTCGATAAAGTGC 

pMAT679-Rev1 AACTAGTGGATCTCTGGAG 

pMAT688-Fow1 TCTCCACCACAGTGACCTTG 

pMAT688-Rev1 ATGTCCAAGAAACACATTG 

PyrGFow2kb-NdeI GGGGGCATATGTGCCTCAGCATTGGTACTTG 

PyrGRev2kb-VspI GGGGGATTAATGTACACTGGCCATGCTATCG 

QIP-Fow1-NcoI AGCTACCATGGAAATGGAAAAGGAGTACTGTCTTG 

QIP-STOP GGGCGGTCGACTTAGATGTCGCAGTGGTCATGGAC 

R11 GGGGGCTCGAGCGTACTACTGCAAAACATAGCCTGAGCGGG 

R2D2-2 AGACGTCTTGATCGCTGTGG 

R3B2-F11 GGGGGCTCGAGTTGCTGAGGGAACATTGGACCTGGATGAGC 

R3B2-F11-NheI GGGGGCTAGCTTGCTGAGGGAACATTGGACCTGGATG 

R3B2-Fow14-NcoI AAAAACCATGGCATGCCACCTCTTTGCTGAAACCAC 

R3B2-Fow14-XhoI AAAAACTCGAGCATGCCACCTCTTTGCTGAAACCAC 

R3B2-Fow5-NcoI CTTACCATGGCTAACCAAGCCGACAATCCAGTC 

R3B2-Fow5-XhoI CTTACTCGAGCTAACCAAGCCGACAATCCAGTC 

R3B2-Fow6-NcoI TCAATCCATGGCTACATCAAGCCACGAGGAGGC 

R3B2-Fow6-XhoI TCAATCTCGAGCTACATCAAGCCACGAGGAGGC 

R3B2-Fow7-NcoI AAAAACCATGGCAGGGCCCGTGGACGAGGCCAC 

R3B2-Fow7-XhoI AAAAACTCGAGCAGGGCCCGTGGACGAGGCCAC 

R3B2-Fow8 TTTCTCTCTCTCTCAATACATGACTC 

R3B2-Fow8-LcR3B2 CATTGGCCAATATTGCATGATTTCTCTCTCTCTCAATACATGACTC 

R3B2-Fow8-RmR3B2 TCAGTCGACCACAACAGTAGTTTCTCTCTCTCTCAATACATGACTC 

R3B2-Fow-Del2 CACCAATGCCACCAACTACCCGGATGTG 

R3B2-Fow-NdeI GCTATACATATGACAGACACGGACACTGTAGAGCAG 

R3B2-Fow-rnc CTCGTCTGGACGAAATTAGCGCAAACAGCCCCAAAAAGCC 

R3B2-FowY-NcoI CGGCCCATGGCCATGACAGACACGGACACTG 

R3B2-FowY-XhoI CGGCCTCGAGCCATGACAGACACGGACACTG 

R3B2-K84A-Fow GCCATTGCAGCGAAATACACTGTGCCGCTG 

R3B2-K84A-Rev GCGGCACAGTGTATTTCGCTGCAATGGCTG 

R3B2-K84E-Fow GCCATTGCAGAAAAATACACTGTGCCGCTG 

R3B2-K84E-Rev GCGGCACAGTGTATTTTTCTGCAATGGCTG 

R3B2-K84Q-Fow GCCATTGCACAGAAATACACTGTGCCGCTG 

R3B2-K84Q-Rev GCGGCACAGTGTATTTCTGTGCAATGGCTG 

R3B2-Mut-Fow2 TGGAGCAGCAGCGGCGGATGCAGAGCAGCAGGCTTTC 



R3B2-Mut-Rev2 CATCCGCCGCTGCTGCTCCATGTCCTTCTGTCTTG 

R3B2-N52D-Fow CAAGTTCGACTACATTGGAGAGTCTGCAGTG 

R3B2-N52D-Rev TCTCCAATGTAGTCGAACTTGTGCTCTGCCACCTC 

R3B2-N52E-Fow CAAGTTCGAATACATTGGAGAGTCTGCAGTG 

R3B2-N52E-Rev TCTCCAATGTATTCGAACTTGTGCTCTGCCACCTC 

R3B2-R11-NheI GGGGGCTAGCCGTACTACTGCAAAACATAGCCTGAG 

R3B2-Rev10-NdeI GGGGGCATATGGGCTATAGCACGCACACAGAAG 

R3B2-Rev10-XhoI GGGGGCTCGAGGCTATAGCACGCACACAGAAG 

R3B2-Rev13-NheI GGGGGGCTAGCTGTACTCCATAAACCAATAACAC 

R3B2-Rev14-NsiI AAAAAATGCATCATGTGGCCTCGTCCACGGGCCCTTC 

R3B2-Rev14-XhoI AAAAACTCGAGTCATGTGGCCTCGTCCACGGGCCCTTC 

R3B2-Rev2-NsiI ACTCATGCATCAGATCAGATTGTTCCAGTTGGTG 

R3B2-Rev2-XhoI GAGAGACTCGAGTCAGATCAGATTGTTCCAGTTGGTGAC 

R3B2-Rev5-fterm TGTATTGAGAGAGAGAGAAACTAACTATCCCCACTCCAATC 

R3B2-Rev5-NsiI TGATGATGCATAATTCTAACTATCCCCACTCCAATC 

R3B2-Rev5-XhoI TGATGCTCGAGAATTCTAACTATCCCCACTCCAATC 

R3B2-Rev9 CTAGACGTCTATACAGTCCTG 

R3B2-Rev-Del2 CCGGGTAGTTGGTGGCATTGGTGCGTGCGTG 

Race-T GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTT 

Rdrp1-Fow1-BspHI TACGATCATGATGTCGACTTTGGATTCGCTC 

Rdrp1-Fow2-XmaI TAAGCCCGGGATATGTCGACTTTGGATTCGCTC 

Rdrp1-Rev1-XmaI CATGACCCGGGTTATTTTTTGGCTATAAAATCCGTAG 

Rdrp2-Fow1-BamHI GATCGGGATCCAAATGAGTTACAACAGCAACAGCAAC 

Rdrp2-Fow2-XmaI TAGCCCGGGATATGAGTTACAACAGCAACAGCAAC 

Rdrp2-Rev1-XhoI CAGTGCTCGAGTCAAGAGAGACCCAAGGTCTTC 

Rdrp3-Fow1-BspHI ACGTCTCATGATGTCATTATCGTCCATCTC 

Rdrp3-Fow2-XmaI TAAGCCCGGGATATGTCATTATCGTCCATCTC 

Rdrp3-Rev1-XmaI ATGCACCCGGGTCACTTTAAATTCAACAAATCTGC 

RmR3B2-F1-NdeI GGGGGCATATGGATGTCGTCAATGAGAAGCAG 

RmR3B2-R2-SacII GGGGGCCGCGGCTACTGTTGTGGTCGACTGAAG 

RnhA-Fow1-BspHI GATCATCATGATGTTCATTTGTAGTGCTGGG 

RnhA-Fow1-EcoRI TAACGAATTCATGTTCATTTGTAGTGCTGGG 

RnhA-Rev1-XmaI CATATCCCGGGTCATCTAAGAGGGGCACCACA 

STU GTTGTAAAACGACGGCCAGT 

T7-GAstair-For 

GACTCGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGAGAGAGAGAGA

GAGAGATGAGAGAGAGAGAGAGAGTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG

T 

T7-GAstair-Rev 
TACTAGTCGACGATATCTCTCTCTCTCTCTCTCATCTCTCTCTCTCTCT

CTCTACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTACTCTCTCTCTCTCTCTCA 

T7-mcwc1b-F1 TAATACGACTCACTATAGGGTGACACACAAGAATATTCAC 

T7-mcwc1b-R1 TAATACGACTCACTATAGGGTTGTGCATTGTGGGACGTGGTATG 

T7-P1-Fow1 TAATACGACTCACTATAGGGCGAAGGTAAGGTTGCTACTC   

T7-P1-Rev1 
TAATACGACTCACTATAGGGACGAGGCATGATGACTTCGATAAAGTG

C 

T7-pMAT688-Fow1 TAATACGACTCACTATAGGGTCTCCACCACAGTGACCTTG 

T7-pMAT688-Rev1 TAATACGACTCACTATAGGGATGTCCAAGAAACACATTG 
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III.3.3. Extensión de oligonucleótidos 

La construcción de pequeños fragmentos de DNA de novo se realizó mediante la 

extensión de oligonucleótidos largos que solapaban en su región 3’. El molde para la 

transcripción de GAstair (Véase IV.1.4) se produjo mediante la extensión de los 

oligonucleótidos T7-GAstair-For y T7-GAstair-Rev en las siguientes condiciones: 

desnaturalización de 3 min a 95ºC seguida de un descenso de 1ºC/s hasta una temperatura 

de hibridación de 65ºC, que se mantuvo durante 30 s, para finalizar con una extensión de 

2 min a 72ºC.  

III.3.4. Aislamiento de DNA de M. lusitanicus 

El aislamiento de DNA genómico de M. lusitanicus se realizó siguiendo el 

protocolo implementado por Nicolás y colaboradores (Nicolás et al., 2018) con ligeras 

modificaciones. Brevemente, el extremo derretido de una punta de micropipeta de 1 ml 

se introdujo en bolas de zirconio/silicio de 0,5 mm (Cat. 11079105z, BioSpec) para que 

quedasen adheridas e inmediatamente se le dio forma de mortero en el fondo de un tubo 

de 1,5 ml. El micelio se trituró a temperatura ambiente en el fondo del tubo de 1,5 ml e 

inmediatamente se añadió 250 μl de solución de lisis. El lisado se centrifugó y se transfirió 

a un tubo de 2 ml al que se añadió 250 μl de tampón de unión con partículas de sílice. 

Tras la incubación para permitir la unión del DNA a las partículas, la mezcla se centrifugó 

y se descartó el sobrenadante. Las partículas de sílice con el DNA unido se resuspendieron 

en 700 μl de tampón de lavado y se transfirieron a la cámara superior de una punta de 1 

ml con filtro, formada tras empujar el filtro 1 cm hacia abajo y cortar el extremo estrecho. 

Los lavados descritos en el procedimiento se realizaron sobre el filtro de la punta haciendo 

pasar el líquido con una jeringa. Tras secar las partículas de sílice con el DNA unido, la 

elución se realizó como se indica, pero añadiendo 30 μl de tampón de elución sobre el 

filtro con las partículas y centrifugando la punta en un tubo de 1,5 ml durante 1 min a 

13000 r.p.m. 

III.3.5. Aislamiento de DNA plasmídico 

El aislamiento del DNA plasmídico para la obtención de fragmentos de DNA, 

digestión, ligación y análisis de clones se realizó mediante el procedimiento rápido de 

hervido (Holmes & Quigley, 1981). Cuando se necesitó mayor pureza para la 

secuenciación de los fragmentos clonados en los plásmidos o la preparación de moldes 

para la transcripción in vitro se utilizó el kit de purificación GenJET Plasmid miniprep 

(Cat. K0503, Thermo Scientific).  

III.3.6. Tratamiento del DNA con enzimas 

Los tratamientos enzimáticos más habituales de los fragmentos de DNA lineales o de los 

plásmidos fueron: 



- Digestión con enzimas de restricción (Thermo Scientific) siguiendo las 

instrucciones del suministrador. 

- Desfosforilación de los extremos 5’ de las cadenas de DNA con la enzima 

fosfatasa alcalina (Cat. EF0651, Thermo Scientific), siguiendo las 

instrucciones del suministrador, para reducir la tasa de autoligación en los 

ensayos de ligación. 

- Ligación de fragmentos de DNA con T4 DNA ligasa (Cat. EL0011, Thermo 

Scientific) siguiendo las instrucciones del suministrador. La ligación se realizó 

en un volumen total de 20 μl a partir de fragmentos de DNA donde las enzimas 

de los tratamientos previos habían sido inactivadas térmicamente o retiradas 

mediante la purificación del DNA en gel con el kit GeneJET Gel extraction 

(Cat. K0691, Thermo Scientific). La cantidad de vector plasmídico digerido 

utilizado en las ligaciones fue 50-100 ng, ajustando la cantidad de inserto 

necesario para alcanzar una relación molar vector: inserto de 1:1.  

III.3.7. Técnicas electroforéticas para el DNA 

La caracterización de plásmidos, la separación de fragmentos de distinto tamaño 

derivados del tratamiento de plásmidos con enzimas de restricción, la comprobación de 

los productos de PCR, la purificación de fragmentos de DNA y su cuantificación se 

realizaron mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa D1 (Cat. 8010, 

Condalab), usando 1x TAE (40 mM Tris; 20 mM Ácido acético; 1mM EDTA; pH 8,3) y 

una concentración de agarosa entre 0,7 % y 2 %, dependiendo del tamaño de los 

fragmentos a separar. Para la visualización de los fragmentos de DNA mediante luz 

ultravioleta, se añadió Bromuro de Etidio al gel de agarosa a una concentración final de 

0,5 μg/ml. 

Para la purificación de fragmentos de DNA tras su separación en geles de agarosa, 

las porciones de gel que contenían el fragmento de interés se recortaron y se purificaron 

con el kit GeneJET Gel extraction (Cat. K0691, Thermo Scientific), siguiendo las 

instrucciones del fabricante.  

III.4. Manipulación de RNA 

III.4.1. Aislamiento de RNA total 

El aislamiento de RNA de M. lusitanicus, R. microsporus o L. corymbifera se 

realizó a partir de 100 mg de micelio utilizando reactivos libres de RNasas. El micelio 

triturado en Nitrógeno líquido se transfirió a un tubo cónico tipo Falcon de 50 ml con el 

tapón perforado y una vez evaporado el Nitrógeno se añadió 1,5 ml de Trizol (Cat. 

15596026, Invitrogen). El micelio se resuspendió con vórtex y la mezcla se transfirió a 

un tubo de 2 ml frio. La mezcla se centrifugó a 4ºC durante 10 min a 10000 r.p.m., y el 

sobrenadante se incubó en un nuevo tubo durante 5 min a temperatura ambiente. Tras la 

incubación, se añadió 300 μl de Cloroformo y se agitó con vórtex durante 15 s. La mezcla 
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se incubó durante 3 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 4ºC durante 15 min a 

10000 r.p.m., para permitir la separación de las fases orgánica y acuosa. Esta última fase 

se recuperó y se pasó a un tubo de 1,5 ml, evitando arrastrar restos de la interfase, y se 

procedió a su precipitación alcohólica. La fase acuosa se mezcló por inversión con 1 

volumen (≈ 750 μl) de isopropanol frio y se incubó al menos 15 min a -20ºC para permitir 

la precipitación del RNA. Tras la incubación, se centrifugó a 4ºC durante 10 min a 10000 

r.p.m. y se descartó el sobrenadante. El precipitado formado se lavó con 1,5 ml de 70% 

Etanol y se centrifugó en las mismas condiciones durante 5 min. El sobrenadante se 

eliminó concienzudamente en su totalidad y el RNA se resuspendió en agua de biología 

molecular calentándolo hasta la completa disolución del precipitado a 65ºC. Las muestras 

de RNA se almacenaron a -80ºC hasta su utilización. 

La cuantificación de RNA se realizó mediante espectrofotometría considerando que 

cada unidad de OD260 nm equivale a 40 μg de RNA. La determinación de las ratios de 

absorbancia A260/A280 nm y A260/A230 nm se utilizó como referencia de la calidad de las 

muestras de RNA obtenidas. La integridad de las muestras se determinó mediante la 

observación de los rRNA en geles de agarosa horizontales al 1,2 % sometidos a 

electroforesis en 1xTAE.  

III.4.2. Síntesis de ssRNA y dsRNA marcado radiactivamente 

La síntesis de RNA in vitro se realizó a partir de moldes de DNA lineales que 

contenían el promotor mínimo de la polimerasa de RNA del fago T7. Estos moldes se 

produjeron mediante la introducción del promotor en los oligonucleótidos utilizados para 

amplificar el molde o linealizando plásmidos con el molde clonado a continuación. En 

ambos casos, los moldes fueron purificados en geles de agarosa preparados en 

condiciones libres de RNasas, utilizando un kit de purificación (Véase III.3.6) reservado 

para este fin y material libre de RNasas. La Tabla 8 contiene todas las moléculas de RNA 

utilizadas en este trabajo y sus moldes de procedencia.  

Los moldes que transcribían la hebra con sentido de cada uno de los genes se 

obtuvieron por amplificación por PCR con los oligonucleótidos T7-pMAT688-Fow1 y 

pMAT688-Rev1 para el fragmento derivado de carB, los oligonucleótidos T7-P1-Fow1 

y P1-Reverse para el fragmento derivado de P1 y los oligonucleótidos T7-mcwc1b-F1 y 

1bc3 para el fragmento derivado de mcwc-1b. Los moldes que transcribían la hebra 

antisentido se obtuvieron por PCR utilizando los oligonucleótidos T7-pMAT688-Rev1 y 

pMAT688-Fow1 para el fragmento derivado de carB, los oligonucleótidos T7-P1-Rev1 

y P1-Fow1 para el fragmento derivado de P1, y los oligonucleótidos T7-mcwc1b-R1 y 

Mcwc1b-F1 para el fragmento derivado de mcwc-1b. El molde de PCR para el ssRNA 

del gen carB se amplificó a partir del plásmido pMAT688 utilizando los oligonucleótidos 

STU y pMAT688-Rev1, mientras que para el dsRNA se añadió a este molde el 

amplificado a partir del plásmido pMAT679 con los oligonucleótidos STU y pMAT679-

Rev1. Como molde para el ssRNA del gen seq15 se utilizó el plásmido pMAT2013 

linealizado con NsiI. 



La transcripción de RNA in vitro se realizó utilizando el kit de transcripción 

MAXIscript T7 (Cat. AM1312, Invitrogen) sustituyendo el UTP por [α32P]-UTP de alta 

actividad específica (Cat. NEG507H250UC, PerkinElmer). Para la síntesis de ssRNA, se 

mezclaron 3 μl de 5x tampón de reacción de T7, 0,75 μl de 10 mM ATP, GTP y CTP, 0,5 

μl de SUPERase·In (Cat. AM2694, Invitrogen) y 200-500 ng de DNA molde. Para la 

síntesis del dsRNA, se mezcló 5μl de 5x tampón de reacción de T7, 1,25 μl de 10 mM 

ATP, GTP y CTP cada uno, 1 μl de SUPERase·In y 200-500 ng de cada DNA molde. 

Una vez realizadas las mezclas, se depositó 1 o 2 μl de polimerasa T7 en la pared del 

tubo, y se empujó hasta el fondo con 2,5 o 5 μl de 32P·UTP para obtener un volumen total 

de 15 o 25 μl, respectivamente. Las reacciones de transcripción se incubaron durante 10 

min a 37ºC y, a continuación, se añadió 1 o 2 μl de Turbo DNase a la preparación de 

ssRNA y dsRNA, respectivamente, para degradar el molde de DNA. Las reacciones se 

incubaron 15 min a 37ºC y se detuvieron mediante la adición de 25 μl de H2O de biología 

molecular.  

Para retirar las sales de la transcripción y los nucleótidos libres, las reacciones se 

sometieron a cromatografía de exclusión molecular utilizando una columna preparada 

con Sephadex G50-Fine (Cat. GE17-0042-01, Cytiva). La preparación de la columna se 

realizó con el Sephadex hidratado durante toda la noche en H2O de biología molecular. 

Para el montaje de la columna, se perforó con una aguja el fondo de un tubo de 0,6 ml y 

se depositó 1 cm2 de gasa estéril en el fondo. A continuación, el tubo se llenó con 

Sephadex hidratado y se introdujo en un tubo de 2 ml. La columna se centrifugó 2 min a 

2000 r.p.m. para retirar el exceso de agua y se depositó en un tubo de 1,5 ml. La reacción 

de transcripción se depositó sobre esta columna y se centrifugó en las mismas condiciones 

anteriormente descritas.  

La retirada de las cadenas no hibridadas y los extremos protuberantes de ssRNA en 

las preparaciones de dsRNA se realizó mediante incubación con RNasas específicas de 

ssRNA. Para ello, a 40 μl del eluido de la transcripción de dsRNA se le añadieron 150 μl 

de 5 mM EDTA, 300 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5 y 4 μl de RNase A/T1 mix (Cat. 

EN0551, Thermo Scientific), y la mezcla se incubó durante 30 min a 37ºC.  

La retirada de las proteínas de ambos tipos de reacciones se realizó mediante una 

extracción con trizol-cloroformo. Para ello, las mezclas de reacción se trataron con 750 

μl de TRIzol reagent (Cat. 15596026, Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. La precipitación del RNA contenido en la fase acuosa se realizó con 1 volumen 

de isopropanol y 52,5 μg de coprecipitante Glycoblue (Cat. AM9515, Invitrogen). El 

RNA se resuspendió en H2O de biología molecular y se cuantificó mediante la medición 

directa de las desintegraciones por minuto en un contador de centelleo (Hidex 300 SL). 
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Tabla 8. Moléculas de RNA sintetizadas en este trabajo, obtención del molde y características más relevantes. 

Nombre Molde Características 

carB103 ssRNA 

Fragmento de 120 pb amplificado con los 

oligonucleótidos T7-pMAT688-Fow1 y 

pMAT688-Rev1 a partir del gen carB.  

Fragmento de ssRNA natural de 103 

nt que presenta una estructura mixta.  

carB100 dsRNA 

Fragmento de 120 pb amplificado con los 

oligonucleótidos T7-pMAT688-Rev1 y 

pMAT688-Fow1 a partir del gen carB, 

mezclado con el molde utilizado en carB103 

ssRNA.  

Fragmento de dsRNA natural de 100 

pb que presenta una estructura lineal. 

PI103 ssRNA 

Fragmento de 120 pb amplificado con los 

oligonucleótidos T7-P1-Fow1 y P1-reverse a 

partir del gen P1. 

Fragmento de ssRNA natural de 103 

nt que presenta una estructura mixta. 

PI100 dsRNA 

Fragmento de 120 pb amplificado con los 

oligonucleótidos T7-P1-Rev1 y P1-Fow1 a 

partir del gen P1, mezclado con el molde 

utilizado en PI103 ssRNA. 

Fragmento de dsRNA natural de 100 

pb que presenta una estructura lineal. 

wc1b103 ssRNA 

Fragmento de 120 pb amplificado con los 

oligonucleótidos T7-mcwc1b-F1 y 1bc3 a partir 

del gen mcwc-1b. 

Fragmento de ssRNA natural de 103 

nt que presenta una estructura mixta. 

wc1b100 dsRNA 

Fragmento de 120 pb amplificado con los 

oligonucleótidos T7-mcwc1b-R1 y mcwc1b-F1 

a partir del gen mcwc-1b, mezclado con el 

molde utilizado en wc1b103 ssRNA. 

Fragmento de dsRNA natural de 100 

pb que presenta una estructura lineal. 

GAstair Plásmido pMAT2304 linealizado con EcoRV. 

Fragmento sintético de ssRNA de 103 

nt formado por repeticiones GA con 5 

U intercalados diseñado para presentar 

una estructura lineal.  

carB ssRNA 

Fragmento de 606 pb amplificado con los 

oligonucleótidos STU y pMAT688-Rev1 a 

partir de pMAT688. 

Fragmento de ssRNA natural de 563 

nt que presenta una estructura mixta. 

carB dsRNA 

Fragmento de 662 pb amplificado con los 

oligonucleótidos STU y pMAT679-Rev1 a 

partir del plásmido pMAT679, mezclado con el 

molde utilizado en carB ssRNA. 

Fragmento de dsRNA natural de 535 

pb que presenta una estructura lineal. 

Seq15 ssRNA Plásmido pMAT2013 linealizado con NsiI.  
Fragmento de ssRNA natural de 605 

nt que presenta una estructura mixta. 

III.4.3. Síntesis de cDNA 

La síntesis de cDNA para RT-qPCR se realizó sobre RNA tratado con DNasa. El 

tratamiento con DNasa Turbo (Cat. AM2238, Invitrogen) se realizó sobre 5 μg de RNA 

total en un volumen de 25 μl de reacción que contenía 1x tampón de DNasa Turbo, 10 U 

de SUPERase·In RNase Inhibitor (Cat. AM2694, Invitrogen) y 4 U de DNasa Turbo. La 

mezcla se incubó durante 30 min a 37ºC. Para la inactivación de la DNasa, la temperatura 

se bajó a 4ºC y se añadió 7,5 μl de 50 mM EDTA, incubándose durante 10 min a 75ºC.  

La síntesis de cDNA se realizó a partir de 1 μg de RNA tratado con DNasa 

utilizando el kit iScript cDNA synthesis (Cat. 1708890, Bio-Rad) y siguiendo las 

instrucciones del suministrador. Para evitar la interferencia del EDTA añadido en el paso 



anterior, las reacciones de retrotranscripción se suplementaron con una concentración 

final de 2,5 mM MgCl2.  

La presencia de cDNA se comprobó mediante una reacción de PCR convencional 

para amplificar un cDNA específico, utilizando la mezcla comercial PCR Megamix (Cat. 

2MM-5, Microzone). Las reacciones de PCR contenían 9,3 μl de PCR Megamix, que 

incluía la enzima, 0,5 μ de oligonucleótidos (10 mM cada uno) y 0,2 μl de cDNA. Las 

condiciones de amplificación consistieron en una desnaturalización inicial de 3 min a 

95ºC seguida de 35 ciclos de desnaturalización durante 30 s a 95ºC, alineamiento y 

extensión de 1 min a 60ºC. Los oligonucleótidos utilizados se muestran en la Tabla 9. 

III.4.4. PCR cuantitativa 

La PCR cuantitativa se realizó por triplicado para cada muestra biológica utilizando 

el sistema QuantStudio TM5 flex (Applied Biosystems). Para asegurar la ausencia de 

amplificación inespecífica se incluyeron controles sin molde para cada pareja de 

oligonucleótidos y se determinó la curva de fusión. La Tabla 9 muestra los 

oligonucleótidos utilizados, el tamaño de su producto de amplificación, la eficiencia 

obtenida y la dilución de cDNA más adecuada para la amplificación, determinada 

empíricamente. Las condiciones de reacción fueron: 1x SYBR green PCR master mix 

(Cat. 4309155, Applied Biosystems), 300 mM de cada oligonucleótido y 2,5 μl de cDNA 

diluido, todo en un volumen total de 10 μl. Las condiciones de amplificación fueron de 1 

ciclo de 50ºC durante 2 min y 95ºC durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 15 s a 95ºC 

y 1 min a 60ºC. La curva de fusión se determinó incluyendo un ciclo final de 90ºC durante 

15s, 60ºC durante 1 min y una rampa a razón de 0,1ºC/s hasta los 95ºC durante 5 s.  

Tabla 9. Oligonucleótidos utilizados para los ensayos de RT-qPCR. 

Nombre Secuencia (5’ → 3’) Producto (pb) Eficiencia (%) cDNA* 

qPCR-P1-Fa TGTGGCAATACAGCAAGACC 
108 100,7 10 

qPCR-P1-Ra CGAATTCGTCACGAGTAGCA 

qPCR-P2-Fa ATCGTGCTGTTCATGCCTCA 
177 98,6 10 

qPCR-P2-Ra ACCACCAACCTTCATCCACT 

qPCR-P3-Fa AGCAACCTGAAGATGCCAGT 
161 102,7 10 

qPCR-P3-Ra CAACATGGCAATGACCAAAG 

qPCR-EF1-Fow GTCCGTGATATGCGTCAAACC 
87 104,5 5, 10 

qPCR-EF1-Rev AGCGGCCTTGGTGACCTTAC 

R3B2-qPCR-Fow4 AACCAAGCCGACAATCCAGT 
116 99,5 5 

R3B2-qPCR-Rev4 GCCACAATCTTGACCTCCCA 

18SRNAF CCGACTAGAGATTGGGCTTG 
184 103 5, 10 

18SRNAR TCTGGACCTGGTGAGTTTCC 

Rvt GCTCTAATCAACTGGCTATGGC 
101 100 5, 10 

Rvt  ATGAGCAGGTGAGGAGCATC 

* Dilución del cDNA más adecuada en relación a la expresión del gen que amplifica la pareja de oligonucleótidos 

determinada empíricamente.  

Dado que las eficiencias de las diferentes parejas de cebadores fueron muy 

parecidas, la expresión génica relativa se determinó mediante el método ΔΔCt, 



 Materiales y métodos - Manipulación de proteínas 

59 

 

normalizando los valores de Ct a partir de los controles endógenos 18S (Pérez-Arques et 

al., 2019) o ef-1 (Valle-Maldonado et al., 2015). 

III.5. Manipulación de proteínas 

III.5.1. Electroforesis de proteínas  

La electroforesis de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes de 1 mm en el sistema Mini-protean® 3 Cell (Bio-Rad) o el sistema 

XCell SureLock™ Novex Mini-Cell (Invitrogen), para geles preparados manualmente o 

comerciales, respectivamente. Para la preparación manual de los geles de poliacrilamida, 

se añadió la cantidad correspondiente de 25% persulfato de amonio (APS) y N,N,NN-

tetrametiletilendiamina (TEMED) (Tabla 10) a la mezcla del gel separador 

inmediatamente antes de verterlo entre ambos cristales. Seguidamente, se depositó 

cuidadosamente una capa de agua destilada sobre el gel. Una vez que el gel había 

polimerizado, se retiró el agua y se repitió el procedimiento con la mezcla del gel 

condensador, seguida de la introducción del peine.  La Tabla 10 muestra las cantidades 

necesarias para la preparación manual del gel separador y condensador utilizados en 

función del porcentaje de acrilamida.  

Tabla 10. Mezclas para la preparación manual de geles de SDS-PAGE.  

% de acrilamida 
Gel separador Gel condensador 

7% 10% 15% 6% 

3 M Tris pH 8,85 1,5 ml - 

0,5 M Tris pH 6,8 - 0,75 ml 

30 % solución de acrilamida – 

bis-acrilamida (37,5:1) 
2,08 ml 2,1 ml 3 ml 0,6 ml 

H2Odd 3,92 ml 2,4 ml 1,5 ml 1,65 ml 

10% SDS 60 μl 30 μl 

25% APS 48 μl 24 μl 

TEMED 6 μl 6 μl 

Las muestras analizadas mediante geles comerciales se prepararon y sometieron a 

electroforesis siguiendo las instrucciones del fabricante para electroforesis 

desnaturalizante. Las muestras analizadas en geles preparados de forma manual se 

trataron añadiéndole la cantidad correspondiente de 5x Tampón de carga de proteínas 

(300 mM Tris-HCl pH 6,8; 10% SDS; 50% glicerol; 0,5% azul de bromofenol; 25 % β-

mercaptoetanol) e incubando 10 min a 100ºC. La electroforesis se realizó en tampón de 

electroforesis (50 mM Tris-HCl; 192 mM glicina; 0,1 % SDS; pH 8,3) entre 45-60 min a 

200 V.  

Para la visualización de las proteínas tras la electroforesis, los geles se tiñeron 

durante 30 min sumergiéndolos en una solución Coomassie (0,05% Coomassie Brillant 

Blue R-250; 50% metanol; 10% ácido acético; 40% agua bidestilada), seguidos de dos 



lavados de 30 minutos en solución de desteñido (30% metanol; 10% ácido acético; 60% 

agua bidestilada).  

III.5.2. Expresión de proteínas recombinantes 

La expresión de proteínas recombinantes se realizó a partir de colonias de la estirpe 

BL21 (DE3) de E. coli recién transformadas con el plásmido de expresión 

correspondiente (Figura 15). El procedimiento comenzó con la preparación de un cultivo 

iniciador en LB líquido (con el antibiótico necesario) crecido durante toda la noche a 37ºC 

y 250 rpm. A continuación, se realizó una dilución 1:25 del cultivo iniciador con un 

volumen total de 250 ml de LB con el mismo antibiótico y se incubó en las mismas 

condiciones hasta alcanzar una OD600 comprendida entre 0,6 y 0,8. Una vez alcanzada 

esa OD600, se tomaron alícuotas del cultivo, que sirvieron como referencia, y se indujo la 

expresión de proteína recombinante mediante la adición de IPTG a una concentración 

final de 1 mM.  

 El cultivo inducido se incubó en las condiciones óptimas (tiempo y temperatura) 

para la expresión de la proteína de interés a 250 rpm, y a continuación se enfrió en hielo 

durante 5 minutos. Una vez frio, se tomaron alícuotas para su posterior análisis y se 

repartió en tubos cónicos tipo Falcon de 50 ml que se centrifugaron a 4ºC durante 15 min 

y 3000 xg, para desechar el sobrenadante. Los pellets celulares y las alícuotas recolectadas 

se almacenaron a -80ºC hasta su utilización.  

 
Figura 15. Representación gráfica del protocolo de expresión de proteínas recombinantes. 

El protocolo comienza con la inoculación del cultivo iniciador a partir de una colonia de E. coli recientemente 

transformada (izq.). Tras la dilución del cultivo iniciador y una vez alcanzada la OD600 se toma una alícuota de 

referencia (Ref) y se procede a la inducción mediante la adición de IPTG (cen.). Tras la incubación en las condiciones 

óptimas de tiempo (T) y temperatura (ºC) se procede a tomar una alícuota del cultivo inducido (I) y se almacena el 

pellet celular tras centrifugar (der.).   

III.5.3. Purificación de proteínas recombinantes mediante matrices de Ni-NTA 

La purificación de proteínas recombinantes expresadas en E. coli se realizó 

mediante una resina de agarosa cargada con níquel (Ni-NTA) que presentan afinidad por 

las etiquetas de 6xHis, en este caso, fusionadas al extremo N-terminal de las proteínas. El 

protocolo de purificación se realizó con todos los tampones en frio y preparados con 

utensilios limpiados concienzudamente para minimizar la presencia de RNasas 

contaminantes. Se comenzó resuspendiendo con micropipeta el precipitado celular 
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almacenado a -80ºC en 1 ml de tampón inicial (Starting buffer o STB) (50 mM Na2PO4; 

300 mM NaCl; 1 mM DTT; pH 8.0) por cada 10 ml de cultivo inducido. Se añadieron los 

inhibidores de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y benzamidina a una 

concentración final de 1 mM cada uno. A continuación, se lisaron las células en hielo con 

un sonicador automático Labsonic U (B. Braun), equipado con una punta 40T (Cat. 

853811/5), mediante 6 pulsos de sonicación de 15 s con descansos de 30 s. Una vez 

obtenido el lisado, se precipitaron los restos celulares y proteínas insolubles centrifugando 

a 10000 xg durante 30 min a 4ºC.  

Para el equilibrado de la matriz de Ni-NTA (Cat. 30210, Quiagen) se depositaron 

0,5 ml de resina concienzudamente resuspendida y 5 ml de STB en un tubo de 15 ml, 

realizándose dos lavados con STB. Para los lavados, se mezcló el STB con la matriz y a 

continuación se centrifugó durante 5 min a 700 xg en una centrífuga de rotor oscilante 

para finalmente desechar el sobrenadante con una pipeta. El sobrenadante del lisado 

conteniendo las proteínas solubles se transfirió al tubo con la matriz de Ni-NTA 

equilibrada y se incubó durante 1 h a 4ºC en un agitador de noria para permitir la unión 

de la proteína. A continuación, se realizaron 3 lavados con 10 ml de STB y 3 lavados con 

STB al 5% de tampón de elución (Elution buffer o EB) (50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 

1 mM DTT; 250 mM Imidazol; pH 8,0) dejando un volumen de 1 ml tras el último lavado. 

Se resuspendió la matriz Ni-NTA con la proteína unida en el volumen dejado de STB al 

5% de EB y se transfirió a un tubo de 2 ml RNasa free. Se centrifugó a 4ºC durante 1 min 

a 7000 xg y se desecharon cuidadosamente los restos del lavado.  

La elución de la proteína recombinante se realizó mediante lavados con 

concentraciones crecientes de EB y centrifugaciones a 4ºC durante 1 min a 7000 xg para 

recuperar el sobrenadante. En primer lugar, se realizaron 2 eluciones con 1 ml de STB al 

20% de EB, donde suelen aparecer la mayoría de las proteínas con unión inespecífica a 

la columna. A continuación, se realizaron lavados con 1 ml STB al 40, 60, 80 y 100% de 

EB. Las alícuotas tomadas en cada punto del proceso se analizaron mediante SDS-PAGE 

y una vez determinadas las condiciones de elución más adecuadas, se estimó la presencia 

de la proteína recombinante mediante la medición de la A280 nm.  

Los eluidos que contenían la proteína purificada se sometieron a diálisis para retirar 

el imidazol antes de su congelación. Para ello, se cortó un cilindro de membrana de 

diálisis (Cat. 44145.01, Serva) del tamaño adecuado y se hirvió en agua bidestilada estéril 

para retirar los restos de metales pesados. El cilindro se pinzó en uno de sus extremos y 

se introdujo una pipeta de vidrio de 5 ml por el otro. Con una micropipeta se depositó el 

eluido por el extremo de la pipeta de vidrio y una vez dentro, se retiró la pipeta y se pinzó 

el extremo dejando una burbuja de aire en su interior para permitir su flotabilidad. El 

cilindro se introdujo en un recipiente adecuado con 200 ml de tampón de diálisis 8 (20 

mM Tris-HCl; 1mM DTT; 10% Glicerol; 1 mM EDTA; pH 8,0) y se incubó con agitación 

suave durante 2 h a 4ºC. Se repitió la diálisis con otros 200 ml de tampón de diálisis 8 y 

finalmente, la solución con la proteína se dividió en alícuotas que se almacenaron a -80ºC. 



La cuantificación de las proteínas purificadas se realizó mediante un ensayo Bradford 

(Cat. 5000006, Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del suministrador. 

Cuando fue necesario, el proceso de purificación a partir de 25 ml de cultivo 

inducido se adaptó para liberar las proteínas unidas a la matriz Ni-NTA mediante la 

digestión con Trombina. Una vez lavada la matriz con STB al 5% de EB, se realizó un 

lavado adicional con 10 ml de STB y se resuspendió la matriz con las proteínas unidas en 

2,5 ml de STB. La matriz se trató con 10 U de Trombina (Cat. T4648, Sigma) y se incubó 

a temperatura ambiente con agitación en noria durante 20 h. Se tomaron alícuotas tras 1, 

2, 3, 4, 5, 6 y 20 h del sobrenadante tras una breve centrifugación para visualizar la 

cantidad de proteína eluida. Además, se tomaron alícuotas a las 4, 5, 6 y 20 h sin 

centrifugar y se lavaron 2 veces con 50 volúmenes de STB para comprobar la proteína 

que seguía unida a la matriz (Figura 19C y 19D). Tras las 20 h, la reacción de digestión 

se centrifugó 5 min a 700 xg y se transfirió el sobrenadante a un tubo con 50 μl de matriz 

Benzamidina-sefarosa (Cat. GE17-5123-10, Cytiva), equilibrada mediante 2 lavados de 

1,5 ml de STB, para retirar la Trombina incubando 5 min a temperatura ambiente. 

Finalmente, la preparación se centrifugó 5 min a 7000 r.p.m. y el sobrenadante con la 

proteína purificada se analizó mediante SDS-PAGE. 

III.5.4. Proteólisis limitada e identificación de fragmentos de R3B2 

Para la proteólisis limitada, 50 μg de proteína purificada en 550 μl de tampón de 

reacción (100 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM β-mercaptoetanol) se digirieron 

con Subtilisina Carlsberg (Sigma-Aldrich) a 30ºC (1:125 w/w proteasa:proteína) (2,8-6 

U de proteasa). Se retiraron muestras de 15 μl a tiempo 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90 y 105 

min a las que se añadió benzamidina a una concentración final de 66 mM para detener la 

proteólisis. Las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE para analizar la degradación 

e identificar los fragmentos resistentes a la misma. 

La determinación del peso molecular exacto de los fragmentos resistentes a 

subtilisina se analizó en una digestión a 30 min, sin centrifugar, que se filtró utilizando 

un filtro de 0,22 μm y se sometió a espectrometría de masas en el servicio de biología 

molecular de la Universidad de Murcia (ACTI), utilizando un HPLC Agilent Serie 1100 

equipado con una columna Supelco Discovery BioWide C5 (5 μm, 100 x 2,1 mm), 

acoplado a un espectrómetro de masas TOF Agilent 6100 con interfaz de electroespray 

(ESI).  

Para la secuenciación N-terminal, una digestión completa a 30 min se sometió a 

SDS-PAGE y se transfirió a una membrana Immobilon PSQ (Millipore) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. A continuación, se tiñó la membrana con Coomasie y se 

recortó cada una de las bandas. La secuenciación N-terminal de los fragmentos recortados 

se llevó a cabo en el Centro para la Investigación Biológica Margarita Salas (CIB-CSIC).  
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El análisis de huella peptídica de los fragmentos resistentes a subtilisina se realizó 

sometiendo a SDS-PAGE las digestiones que presentaban mayor cantidad de cada 

fragmento y tras la tinción con Coomasie se recortó cada una de las bandas. El análisis 

de huella peptídica se realizó en el servicio de biología molecular de la Universidad de 

Murcia (ACTI).  

III.6. Retraso en gel (EMSA) 
Las reacciones de unión entre las proteínas y los RNA marcados radiactivamente 

se realizaron en un volumen total de 10 μl conteniendo 30 mM Tris-HCl pH 7,4, 30 mM 

NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT y 0,1 mM EDTA. Para evitar la adhesión de las 

moléculas de RNA a los tubos se añadió 0,01 mg/ml de BSA y se utilizaron tubos 

antiadherentes (Cat. EP0030108051, Eppendorf) cuando se indica. Tras incubar 30 min a 

temperatura ambiente, se añadieron 2 μl de 5x tampón de carga EMSA (TCE) (5 mM 

Tris, 0,5 mM EDTA, 25% (v/v) glicerol, 0,0005 % (w/v) azul de bromofenol, 0,0005% 

(w/v) xileno cianol) y se mezcló suavemente con la punta de la micropipeta. Las muestras 

se cargaron en el fondo de los pocillos de un gel nativo 4% PAGE en 0,5x Tris-Borato-

EDTA (TBE) (Cat. T4415, Sigma), pre-corrido durante 30 min a 200V para retirar los 

restos de APS y se sometieron a electroforesis durante 60 min a 200 V.  

La preparación del gel 4% PAGE requirió al menos 16 h para una polimerización 

completa, por lo que tuvo que sellarse adecuadamente el soporte para impedir cualquier 

fuga de líquido. Una vez montado el soporte para la preparación de geles del sistema 

Protean II xi Cell (Bio-Rad), se retiró el casete y se vertió agarosa al 0,7% fundida entre 

ambos cristales a la altura de los espaciadores. Para evitar pérdidas de tampón de 

electroforesis de la cámara superior, se sellaron con la misma agarosa los recovecos 

superiores e inferiores de las pinzas. Una vez solidificada la agarosa entre los cristales, se 

procedió a su retirada mediante un movimiento seco hacia abajo. Para la preparación del 

gel se mezcló 32,7 ml de agua bidestilada, 5,3 ml de solución de acrilamida – bis-

acrilamida (37,5:1) (Cat. EC8901LTR, National Diagnostics) y 2 ml de 10x TBE (Cat. 

T4415, Sigma). Inmediatamente antes de verter la solución entre ambos cristales se 

añadió 106 μl de 25 % APS recién preparado y 20 μl de TEMED. Los geles se dejaron 

polimerizar durante toda la noche a temperatura ambiente tapados con film transparente 

para evitar su desecación. 

III.7. Ensayos de actividad RNasa in vitro 
Los ensayos de actividad RNasa se realizaron incubando RNA marcados 

radiactivamente (Véase III.4.2) y las proteínas purificadas en un volumen total de 10 μl 

conteniendo 30 mM Tris-HCl pH 7,4, 30 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT y 0,1 mM 

EDTA. La incubación se realizó a 30ºC durante toda la noche, en un termociclador 

Mastercycler personal 5332 (Cat. Z316091, Eppendorf) con la tapa ajustada a 45ºC. Tras 

la incubación, se añadió 10 μl de mezcla de parada (95% formamida; 5 mM EDTA pH 

8,0; 0,1% azul de bromofenol; 0,1% xileno cianol) y se desnaturalizaron las muestras al 



menos 10 min a 65ºC. La electroforesis se realizó en un gel desnaturalizante 16% PAGE 

y 7M Urea en 0,5x TBE a 300V entre 75 y 200 min. 

El montaje y sellado del soporte para la preparación del gel se realizó como se ha 

descrito anteriormente (Véase III.6). Para la preparación del gel se mezcló 16,8 g de Urea 

con 10 ml de agua bidestilada caliente, 2 ml de 10x TBE y 16 ml de solución de acrilamida 

– bis-acrilamida (19:1) (Cat. EC8501LTR, National Diagnostics). La solución se dejó 

enfriar a 4ºC e inmediatamente antes de verterla entre ambos cristales se añadieron 320 

μl de 10 % APS recién preparado y 42,6 μl de TEMED. Tras la polimerización, se retiró 

rápidamente el peine con el soporte boca abajo y se retiraron los restos no polimerizados 

de los pocillos por capilaridad.   

III.8. Infección de Galleria mellonella y determinación de 

supervivencia 
El protocolo de infección de G. mellonella se realizó siguiendo las indicaciones de 

Binder y colaboradores (Ulrike Binder et al., 2016) y Maurer y colaboradores (Maurer et 

al., 2019) con ligeras modificaciones. Las esporas para las infecciones de G. mellonella 

se recolectaron en solución de esporas (0,9% NaCl; 0,01% Tween20) y se pasaron por un 

filtro de 40 μm (Cat. SKU 43-50040-51, pluriSelect) para eliminar restos de micelio. Las 

esporas filtradas se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 5 min y el pellet formado se 

resuspendió en 10 ml de IPS (150 mM NaCl; 5 mM KCl; 130 mM Tris-HCl; 13 mM 

EDTA; 18 mM Citrato de Sodio; pH 6,9) para su lavado. El lavado se repitió dos veces y 

el pellet de esporas se resuspendió finalmente en 0,5 ml de IPS al 10% de glicerol. Antes 

de su congelación a -20ºC, las esporas se contaron y se prepararon alícuotas a 108 esp/ml.  

La infección se realizó en larvas de G. mellonella en el sexto estadio con un peso 

de 0,2-0,4 g. Cada larva se inoculó a través de su última propata con un volumen de 20 

μl, utilizando una jeringa de insulina BD Micro-fine+ Demi de 0,3 ml y aguja de 8 mm 

(Cat. 324826, BD). Las larvas que tras la inyección liberaron hemocele a través de su 

propata fueron descartadas. Las infecciones se realizaron en grupos de 10 larvas 

infectadas con la misma jeringa, que fue desinfectada con etanol entre larva y larva. En 

cada ensayo de infección se incluyó un control de larvas no manipuladas y un control en 

el que se inyectó solo IPS para asegurar la calidad de las larvas y que la manipulación era 

correcta.  

Las larvas infectadas se depositaron en una placa Petri con un papel de filtro en el 

fondo e incubaron a 30ºC durante 6 días y su viabilidad fue analizada a diario. Para 

comprobar la viabilidad de las larvas, cada día se comprobaba la capacidad de 

movimiento de estas estimulándolas suavemente con unas pinzas planas. Las larvas que 

tras la estimulación no mostraron signos de movimiento fueron retiradas y contadas como 

inviables. La tasa de supervivencia de los ensayos de infección fue determinada mediante 
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un test de Mantel-Cox (log-rank) en relación a la estirpe virulenta, utilizado el software 

GraphPad Prism (Versión 6.01).  

III.9. Análisis bioinformático 

III.9.1. Predicción de la estructura de proteínas 

La predicción de la estructura de las proteínas analizadas en este trabajo se realizó 

utilizando el algoritmo Alphafold2 (Jumper et al., 2021), implementado de forma libre a 

través del pipeline ColabFold (Mirdita et al., 2022). Para cada una de las predicciones, 

ColabFold se ejecutó en su configuración por defecto, donde el alineamiento de 

secuencias múltiple se realizó con MMseqs2 (Mirdita et al., 2019). Debido a las 

limitaciones del algoritmo, las proteínas o complejos mayores de 1000 aminoácidos 

fueron divididas y las predicciones de sus regiones se alinearon sobre proteínas 

homólogas disponibles en el Protein Data Bank (PDB) para generar un modelo completo 

mediante ChimeraX (Pettersen et al., 2021).  

III.9.2. Análisis de los resultados de la secuenciación masiva de RNA (RNA-seq) 

Los datos brutos de RNA-seq utilizados para analizar la distribución de tamaños de 

los sRNA y la expresión relativa de los Grem-LINE1 en varias estirpes mutantes de la 

ruta de RNAi y en algunos epimutantes se obtuvieron de estudios previos (Véase III.9.3). 

La calidad de las lecturas de sRNA se comprobó utilizando FASTQC v0.11.9 antes y 

después de la eliminación de los adaptadores y otras secuencias contaminantes con Trim 

Galore! v0.6.7. Las lecturas con un valor de calidad Phred (Q) ≤ 20 o una longitud total 

≤ 12 nt se excluyeron del análisis. Las secuencias de los adaptadores que solapaban ≥ 2 

nt se eliminaron de las lecturas con una tasa de error máximo de 0,2. Las lecturas 

procesadas se alinearon con el genoma de M. lusitanicus MU402 v1.0 (Véase III.9.3) 

mediante el alineador Burrows-Wheeler (BWA) v0.7.17 (Li & Durbin, 2009). Las 

lecturas de sRNA alineadas se separaron de su mapa de alineamiento binario (BAM) con 

SAMtools v1.13 (H. Li et al., 2009) y se agruparon en aquellas que pertenecían a loci de 

genes anotados de MU402, que se corresponden mayoritariamente con genes codificantes 

de proteínas, y el resto del genoma, que pertenecían a regiones intergénicas, genes de 

RNA no codificante, elementos transponibles (transposable element o TE), incluidos los 

Grem-LINE1, y genes no anotados. Las lecturas de sRNA alineadas con genes 

codificantes de proteínas o con Grem-LINE1 se separaron en aquellas que pertenecían a 

la cadena con sentido o antisentido respecto a sus transcritos, filtrando su BAM respecto 

a su campo FLAG (0 para las lecturas con sentido, 16 para las lecturas antisentido y 4 

para las no alineadas con el catálogo de genes que representan el resto del genoma). La 

distribución de tamaño de los sRNA se extrajo de los informes FASTQC de los archivos 

fastq obtenidos con SAMtools a partir de las lecturas separadas y se normalizó respecto 

al número de lecturas mapeadas en lecturas por millón (LPM). Para el cálculo del Logo 

de las secuencias, las lecturas de los sRNA del mismo tamaño se separaron de su 



correspondiente BAM y se analizaron con Weblogo v3.5.0 (Crooks et al., 2004). Debido 

a los diferentes métodos de preparación de las genotecas de secuenciación de los sRNA 

solo se consideraron en el análisis los de 20-25 nt.  

Los datos brutos de mRNA se procesaron como se ha descrito anteriormente (Pérez-

Arques et al., 2020) y las lecturas se alinearon con el mismo genoma utilizando HISAT 

v2.2.1 (Kim et al., 2019). Los archivos BAM obtenidos se utilizaron para crear matrices 

de cuentas individuales con HTSeq v0.9.1 (Anders et al., 2015) y la correlación de los 

valores de expresión de los Grem-LINE1 (como log2FC de las LPM) en relación a la 

estirpe silvestre se examinó mediante gráficos heatmap.  

III.9.3. Disponibilidad de datos 

Los identificadores de los genes están referidos al genoma de M. lusitanicus v2.0 

(Corrochano et al., 2016), disponible en https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/ 

Mucci2.info.html. El ensamblado de M. lusitanicus MU402 v1.0 (Navarro-Mendoza et 

al., 2019) y el catálogo de transcritos está disponible en https://mycocosm.jgi.doe.gov/ 

Muccir1_3/Muccir1_3.info.html. La anotación de los Grem-LINE1 se recuperó del 

trabajo realizado por Navarro-Mendoza et al. (2019). Los datos brutos de sRNA 

analizados en esta tesis procedentes de transcriptómicas a las 24 h de crecimiento en 

medio sólido YPG de la estirpe silvestre y r3b2 (tres réplicas de cada una) fueron 

amablemente cedidas por Ghizlane Tahiri (Universidad de Murcia), mientras que el resto 

se recuperaron del archivo de lecturas de secuenciación (Sequence Read Archive o SRA) 

bajo los identificadores SRR039123 (Silvestre 48h), SRR1576768 (r3b2Δ 48h), 

SRR039126 (rdrp-1Δ 48h), SRR039127 (rdrp-2Δ 48h), SRR039124 (dicer-1Δ 48h), 

SRR039125 (dicer-2Δ 48h), SRR039128 (dicer-1/dicer-2Δ 48h), SRR836082 (ago-1Δ 

48h), (Parental de rdrp-3Δ), SRR7068271 (rdrp-3Δ). Los datos brutos de transcritos 

también se recuperaron del SRA bajo los identificadores SRR1611144 (Silvestre 48h), 

SRR1611173 (rdrp-1Δ 48h), SRR1611174 (rdrp-2Δ 48h), and SRR1611171 (dicer-

1/dicer-2Δ 48h). 
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IV.1. Caracterización in vitro de la proteína R3B2 
Desde el descubrimiento de la NCRIP hace más de un lustro (Trieu et al., 2015), 

diversos trabajos han puesto de manifiesto su relevancia en el control génico endógeno 

de M. lusitanicus.  La NCRIP presenta un funcionamiento antagónico a la generación de 

epimutantes mediada por el mecanismo canónico de silenciamiento (Calo et al., 2017) y 

regula a este último en su papel como garante de la integridad genómica a través del 

silenciamiento de los transposones (Pérez-Arques et al., 2020). Además, tanto RdRP-1, 

como R3B2, los actores principales de la NCRIP, son necesarios para que M. lusitanicus 

infecte de manera adecuada a su huésped (Pérez-Arques et al., 2020). Todos estos datos 

provienen del estudio de las estirpes mutantes r3b2, pero se tiene muy poca información 

de la función de esta RNasa III, cuya baja conservación de aminoácidos e inusual 

arquitectura de dominios la convierte en una candidata excelente para el desarrollo de 

nuevas terapias antifúngicas. En este sentido, investigaciones previas hipotetizaban una 

actividad catalítica frente a ssRNA (Trieu et al., 2015), que difiere de la especificidad por 

el dsRNA descrito para las RNasas III (Court et al., 2013).  

La primera parte de esta tesis se centró en la caracterización de la proteína R3B2 in 

vitro con el fin de obtener su estructura tridimensional y esclarecer su actividad catalítica.  

IV.1.1. Clonación del cDNA, expresión y purificación de R3B2 

El gen r3b2 (IDv2 80729) de M. lusitanicus presenta un tamaño de 1546 pb y 

contiene un intrón anotado de 63 pb (361-423 nt) que impide su expresión en E. coli. Para 

eliminar este intrón se obtuvo el cDNA correspondiente y se clonó en el vector pET-15b 

para expresar la proteína fusionada en su extremo amino a una etiqueta de 6xHis (Figura 

16). 

 

Figura 16. Construcción del plásmido pMAT1603 para la expresión en E. coli de la proteína R3B2. 

La clonación del cDNA de r3b2 en fase con la etiqueta de 6 His da como resultado final una proteína de fusión formada 

por las 6 His y R3B2. N, NdeI; X, XhoI. 



La estirpe de E. coli utilizada para la expresión de la proteína fue BL21(DE3), que 

en combinación con el vector pET-15b, permite la expresión inducida por IPTG de 

proteínas recombinantes (Véase III.1.1). Para determinar las condiciones óptimas de 

expresión de R3B2 en este sistema heterólogo, los cultivos de la estirpe BL21 

transformada se incubaron a 26, 30 y 37ºC, y una vez alcanzada la OD600 adecuada se 

tomaron alícuotas antes (0 h) y después de la inducción con IPTG tras 2, 4, 6, 9 y 24 h 

(Figura 17A). La proteína recombinante R3B2 presenta un peso molecular teórico de 59.7 

kDa y su acumulación en los cultivos se determinó mediante el análisis de las alícuotas 

obtenidas, lisadas 10 min a 100ºC, en geles de acrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

La acumulación de proteína recombinante aumentaba con el tiempo tras la inducción y 

no se observaron diferencias significativas en la cantidad de proteína R3B2 en las 

temperaturas probadas (Figura 17B). En un intento para aumentar la cantidad de proteína 

inducida se repitieron estos ensayos utilizando una versión del cDNA del gen r3b2 con el 

uso de codones optimizado para E. coli contenida en pMAT1961, pero no se consiguió 

un mayor nivel de proteína recombinante acumulada. Dado que la temperatura óptima de 

crecimiento de M. lusitanicus es 26ºC, se decidió realizar la expresión de proteína 

recombinante a esta temperatura tras 24 h de cultivo.  

 
Figura 17. Clonación, expresión y purificación de R3B2. 

A) Representación de los parámetros analizados en la optimización del tiempo y temperatura idóneos para la expresión 

de R3B2. B) Electroforesis desnaturalizante en gel 4-12% NuPAGE (Invitrogen) de las alícuotas representativas del 

ensayo de optimización de tiempo y temperatura obtenidas antes y después de la inducción con IPTG (Ref, 9 y 24 h). 

C) Electroforesis desnaturalizante en gel 10% SDS-PAGE de las alícuotas tomadas durante el proceso de purificación 

de R3B2 mediante una matriz Ni-NTA. Las flechas negras y roja indican la proteína R3B2 soluble y sus agregados, 

respectivamente. I, cultivo tras la inducción; Lc, precipitado celular lisado y centrifugado; Ft, proteínas no unidas a la 

la matriz Ni-NTA; W, lavado; We, lavado con 10% EB; M, BenchMark Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen); E4, 

elución al 40% EB; E6, elución al 60% EB; D, proteína recombinante dializada.  
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La purificación de la proteína recombinante R3B2 en condiciones nativas se 

realizó mediante una matriz agarosa con níquel (Ni-NTA), que presenta afinidad por la 

etiqueta de 6xHis. El protocolo de purificación (Véase III.5.3) fue optimizado para la 

purificación a partir del lisado del precipitado celular producido por 50 ml de cultivo 

inducido (Figura 17C). Los eluidos finales con concentraciones crecientes de imidazol, 

un compuesto que presenta afinidad por los átomos de níquel de la matriz y es capaz de 

desplazar la etiqueta de 6xHis, fueron analizados mediante espectrofotometría (A280 nm) y 

SDS-PAGE. Se determinó que aquellos eluidos con mayor A280 nm contenían la proteína 

R3B2 purificada, comprobándose que la proteína eluía con 40% y 60% de imidazol 

(Figura 17C). Una observación interesante fue que la carga de cantidades superiores a 

200 ng de R3B2 por pocillo provocaba la aparición de agregados incapaces de penetrar 

en el gel en ninguna de las condiciones analizadas (Figura 17C, calles E4 y E6). Los 

eluidos con 40% y 60% de imidazol fueron sometidos a diálisis (Véase III.5.3) para retirar 

este compuesto antes de su cuantificación y almacenamiento en alícuotas a – 80ºC.  

IV.1.2. Caracterización de los dominios estructurados de la proteína R3B2 

La proteína R3B2 es demasiado grande para determinar su estructura 

tridimensional mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y la cantidad de proteína 

que se podía purificar no era suficiente para su cristalización y la determinación de su 

estructura mediante difracción de rayos X. Por estos motivos se siguió una estrategia 

dirigida a identificar dominios discretos de la proteína que fuesen susceptibles de ser 

analizados mediante RMN. La caracterización de dominios estructurados de la proteína 

R3B2 se realizó mediante proteólisis limitada (Véase III.5.4). Esta técnica permite 

identificar los dominios globulares de las proteínas ya que estos son menos accesibles a 

la acción de proteasas de baja especificidad de secuencia que las regiones menos 

estructuradas (Carey, 2000). La digestión de R3B2 con subtilisina produjo fragmentos 

resistentes que se nombraron de acuerdo con su peso molecular aparente en kDa como 

F22, F19, F18 y F14 (Figura 18). Los fragmentos F18 y en menor medida F14 fueron los 

más resistentes al tratamiento con la proteasa.  

Para determinar a qué regiones de R3B2 correspondían los fragmentos resistentes 

a la digestión por subtilisina, se determinó su peso molecular exacto, secuencia N-

terminal y huella peptídica a partir de la digestión de 30 min. El análisis de los fragmentos 

mediante espectrometría de masas reveló que los fragmentos F22, F19, F18 y F14 tenían 

un peso molecular de 22486, 19516, 18583 y 14192 Da, respectivamente (Figura 18C). 

La secuenciación del extremo N-terminal de los péptidos determinó que sus secuencias 

eran (GT)(VL)(VP)(PL) para F19 y (QE)ADN para F14, pero no pudo obtener las 

secuencias del extremo N-terminal de los fragmentos F22 y F18. Finalmente, el análisis 

de huella peptídica concluyó que los fragmentos F22, F19 y F18 se localizaban en la 

región N-terminal de la proteína, mientras que F14 estaba asociado a la región central 

(Figura 18C).  

 



 
Figura 18. Caracterización de dominios estructurados en la proteína R3B2. 

A) La proteína purificada R3B2 (flecha en línea 0) se trató con Subtilisina durante 15, 30, 45, 60, 75, 90 y 105 min. M, 

BenchMark Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen). B) Detalle de los fragmentos derivados de R3B2 tras 30 min de 

digestión. C) Identificación de los fragmentos derivados de R3B2 de acuerdo con sus características. * Las secuencias 

obtenidas mediante huella peptídica se alinearon con la proteína completa y se representaron como la cobertura de 

residuos.  

La combinación de la información de las secuencias N-terminales, el peso 

molecular y las huellas peptídicas permitieron asociar cada fragmento resistente a 

Subtilisina con su secuencia de aminoácidos concreta (Figura 18C). Así, se infirió que la 

secuencia N-terminal de F19 era GLVP, localizada en la etiqueta de histidinas fusionada 

a esta región, mientras que la de F14 era QADN. Estos resultados indicaron que F22 y 

F19 eran productos de degradación intermedios que daban lugar a F18, que contiene el 

dominio RIIID, mientras que F14 incluía el dsRBD1. Por tanto, ambos dominios, RIIID 

y dsRBD1, de R3B2 se encuentran altamente estructurados, a la vez que la ausencia de 

fragmentos estables, en estas condiciones, correspondientes a la región C-terminal de 

R3B2 sugiere una menor estructuración en esta parte de la proteína que contiene el 

dsRBD2.  

Con objetivo indicado de determinar la estructura de la proteína R3B2, se decidió 

expresar en E. coli las secuencias que codifican los fragmentos F18 (aminoácidos 1-154) 
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y F14 (aminoácidos 165-291). Estos fragmentos cubren la región N-terminal de R3B2, 

pero dado que se pretendía caracterizar la proteína completa se decidió utilizar un 

fragmento adicional que comprendiera la región C-terminal de la proteína, al que se 

denominó CTF (C-terminal fragment) (aminoácidos 296-493) (Figura 19A). 

 
Figura 19. Expresión y purificación de fragmentos resistentes a Subtilisina. 

A) Representación de la proteína R3B2 donde se indican las regiones en que se ha dividido la proteína. B) Electroforesis 

de extractos de proteínas de cultivos de E. coli expresando distintos fragmentos de R3B2 en gel al 15% SDS-PAGE. 

C) Alícuotas tomadas durante la purificación y elución con trombina de F18 en geles al 15% SDS-PAGE. D) Alícuotas 

tomadas durante la purificación y elución mediante trombina de F14 en geles al 15% SDS-PAGE. Las flechas indican 

la proteína con la etiqueta de His; las tijeras indican la proteína sin la etiqueta de His; R, referencia; I, cultivo inducido; 

M, PageRuler prestained protein Ladder (Thermo Scientific); Lc, sobrenadante del lisado; P, precipitado del lisado; Ft, 

proteínas no unidas a la matriz Ni-NTA; W, lavado con STB; We, lavado con STB al 5% de EB; Wa, lavado adicional 

con STB; Tb, proteína unida a la matriz Ni-NTA; h, hora; hm, muestra de matriz lavada con STB al tiempo indicado; 

E, eluido tras pasar por matriz de benzamidina-sefarosa.  

Las regiones del gen correspondientes a los fragmentos F18, F14 y CTF se 

amplificaron y clonaron en el vector de expresión pET-15b (Véase III.3.2), siguiendo una 

estrategia similar a la empleada para clonar el cDNA completo (Figura 16). Al igual que 

para la proteína completa, colonias de la estirpe BL21 recién transformadas con estos 

plásmidos se utilizaron para inducir la expresión de los péptidos fusionadas a la etiqueta 

de 6xHis, cuyo peso molecular esperado era de 19,8 kDa para F18, 16,6 kDa para F14 y 



24,8 kDa para CTF. A diferencia de lo que ocurría con la proteína completa, los 

fragmentos F18 y F14 se acumulaban en gran cantidad y no aparecía la precipitación de 

la proteína en los pocillos del gel. Sin embargo, el tercer fragmento, CTF, no pudo 

detectarse en ninguna de las condiciones probadas (Figura 19B).  

La etiqueta de 6xHis presente en pET-15b contiene un péptido reconocido por la 

trombina que permite eliminar la etiqueta de las proteínas recombinantes tras su 

purificación. Para obtener los fragmentos F18 y F14 sin etiqueta, la matriz Ni-NTA con 

los fragmentos unidos se incubó con trombina (Véase III.5.3) durante distintos tiempos. 

La elución de F18 de la matriz Ni-NTA con trombina reveló que a pesar de alcanzarse 

algo más del 60 % de proteína digerida al final del tratamiento (20 h), la mayoría de esta 

permanecía unida a la matriz Ni-NTA a pesar de carecer de la etiqueta de His (Figura 

19C). Por el contrario, la elución de F14 de la matriz Ni-NTA se produjo a un mayor 

ritmo (Figura 19D), alcanzándose una digestión del 50 % de la proteína entre las 3 y 4 h, 

acompañada de la obtención de la proteína libre. En este caso, la proporción de proteína 

que quedó unida a la columna, aun estando completamente digerida, tras 20 h de 

incubación fue muy pequeña (Figura 19D, línea 20hm).  

 

En resumen, de los tres fragmentos en que se dividió la proteína R3B2, solo F14 

pudo purificarse en condiciones óptimas para someterlo a RMN, mientras que no fue 

posible la expresión de CTF y el fragmento F18 permaneció unido a la matriz durante su 

elución con trombina a pesar de que una parte importante perdía la etiqueta de 6xHis. 

Este último resultado sugirió que este fragmento, que contenía el dominio RIIID, podría 

dimerizar como ocurre con otras proteínas que tienen este dominio (Court et al., 2013) y 

de esta forma quedar retenido en la matriz Ni-NTA.  

IV.1.3. Análisis de interacción de los dominios de la proteína R3B2 

Los dominios RIIID de las RNasas III para llevar a cabo su acción catalítica forman 

dímeros intermoleculares, en el caso de las clases I y II (Court et al., 2013), o 

intramoleculares, en el caso de las clases III y IV (Paturi & Deshmukh, 2021). Dado que 

R3B2 es una RNasa de la misma naturaleza, es posible que la proteína forme un dímero 

estable a través de su RIIID cuyo tamaño impida su análisis mediante RMN. Por ese 

motivo, se procedió a analizar el patrón de interacción de los dominios de R3B2 mediante 

Y2H.  

La secuencia que codificaba cada una de las regiones de R3B2 descritas 

anteriormente (Véase IV.1.2, Figura 19A), así como la proteína completa, se clonó en 

fase tanto con el dominio de activación (Gal4AD) como con el de unión al DNA (Gal4BD) 

del factor de transcripción de levaduras Gal4 presentes en los vectores del sistema de 

Y2H pACTII y pBD-Gal4, respectivamente (Véase III.3.2). Los plásmidos resultantes 

expresaban los fragmentos F18, F14, CTF y la proteína R3B2, respectivamente, 

fusionados a Gal4AD o a Gal4BD. La secuenciación de dichos plásmidos descartó la 

presencia de mutaciones en la secuencia de los fragmentos amplificados del gen r3b2 y 
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permitió comprobar que la clonación había tenido lugar en la fase de lectura correcta. Los 

plásmidos que expresaban las fusiones con Gal4AD se utilizaron para transformar la 

estirpe de levadura PJ69-4 (James et al., 1996) de sexo α, mientras que los que expresan 

las fusiones con Gal4BD se introdujeron en la misma estirpe de sexo a. A continuación, se 

generaron diploides que contenían cada una de las posibles combinaciones de fragmentos 

de R3B2 y como control positivo de interacción se utilizó la proteína R3B2 completa. 

Los diploides se sembraron mediante estrías consecutivas en placas de diferentes medios 

que sirven para seleccionar interacciones fuertes e interacciones débiles y, finalmente, 

también en medio no selectivo como control de crecimiento. El crecimiento en los 

diferentes medios se siguió durante dos semanas, detectándose una interacción muy 

intensa entre los fragmentos F18 y una muy débil entre los fragmentos CTF (Figura 20). 

Este resultado sugirió que, al igual que el resto de RNasas III de clase I y II, R3B2 

dimeriza a través de su dominio RIIID, lo que imposibilita su caracterización mediante 

RMN. 

 
Figura 20. Perfil de interacción de los dominios de la proteína R3B2. 

Ensayo de Y2H de los dominios de la proteína R3B2 en el que tres colonias independientes se picaron en medio SD-

WL (control), SD-WLH + 3AT (interacción débil) y SD-WLA (interacción fuerte), dejándose crecer 3 días a 30ºC. 

IV.1.4. Unión de RNA a la proteína R3B2 

Las investigaciones previas sugerían que R3B2 es la RNasa encargada de la 

degradación de mRNA específicos marcados con pequeñas regiones de dsRNA en la 

NCRIP (Trieu et al., 2015), lo que requiere que la proteína sea capaz de unir RNA. Para 

probar dicha hipótesis se llevó a cabo una aproximación mediante ensayos de retraso en 



gel (Electrophoretic mobility shift assay o EMSA) utilizando la proteína R3B2 purificada 

y RNA marcados con fósforo-32 (32P) sintetizados in vitro.  

La síntesis de RNA marcados se realizó a partir de la transcripción in vitro de 

moldes de DNA procedentes de los genes carB (IDv2 31317), P1 (IDv2 155412) o mcwc-

1b (IDv2 149173) de M. lusitanicus amplificados con oligonucleótidos que incorporaban 

la secuencia promotora reconocida por la polimerasa de RNA del fago T7 (Véase III.4.2). 

La síntesis de ssRNA se llevó a cabo utilizando los moldes con sentido de los tres genes 

que dan lugar a moléculas de ssRNA de 103 nt, denominada carB103 para el gen carB, 

mientras que para la síntesis de dsRNA se transcribieron en la misma reacción los moldes 

con sentido y antisentido de cada gen. Para eliminar las moléculas de ssRNA presentes 

en las muestras de dsRNA, las preparaciones se trataron con las RNasa A y T1, dando 

lugar a dsRNA de extremos romos con un tamaño de 100 pb, nombrado como carB100 

para el gen carB.  

Los primeros EMSA (Véase III.6) se realizaron utilizando concentraciones entre 50 

y 450 nM de la proteína R3B2 frente a 100 nM del ssRNA o a 50 nM del dsRNA del gen 

carB (Figura 21A y 21B). El aumento de la concentración de R3B2 dio lugar a la 

aparición de dos bandas en ambos casos, con una movilidad electroforética intermedia y 

baja que sugerían la unión de varios dímeros de R3B2. El retraso completo de los 

fragmentos de RNA se observó cuando la ratio de dímeros/RNA era mayor de dos, 

sugiriendo que la banda de menor movilidad electroforética era el resultado de la unión 

de dos dímeros. Los EMSA realizados en las mismas condiciones junto con los ssRNA 

(Figura 21C) y dsRNA (Figura 21D) derivados de P1 y mcwc-1b mostraron idénticos 

resultados, sugiriendo que la unión de R3B2 al RNA es independiente de secuencia. 

Estos resultados indicaron que R3B2 es capaz de unir dsRNA, pero, debido a las 

probables estructuras secundarias que se producen en los ssRNA (Figura 21F, carB 

ssRNA), no se podía afirmar que esta RNasa fuese capaz de unir este tipo de moléculas. 

Para resolver esta incógnita, se diseñó, basadas en las predicciones del Vienna RNAfold 

server (Lorenz et al., 2011), el fragmento GAstair (Figura 21E) que consistía en 

repeticiones en tándem de GA, con 5 U intercalados para su marcaje radioactivo. El 

fragmento de 145 pb se generó mediante extensión de oligonucleótidos (Figura 21E, 

Véase 0) y se clonó en pUC18 (Véase III.3.2). La síntesis del RNA marcado se realizó a 

partir del plásmido linearizado con EcoRV, que había sido incluido en el molde para 

generar exactamente un fragmento de 103 nt sin incluir parte de la secuencia del MCS 

(Figura 21E). Los EMSA (Véase III.6) con el fragmento GAstair requirieron del uso de 

material de plástico antiadherente y albúmina de suero bobino (bovin serum albumin o 

BSA) para minimizar la adhesión del RNA a las superficies, seguramente por la tendencia 

de las bases desapareadas a interaccionar con otras moléculas. Utilizando estas 

condiciones se realizaron los ensayos con el ssRNA de GAstair y se repitieron con los 

ssRNA y dsRNA derivados de carB. En todos los casos se detecta el retraso 
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electroforético indicando que R3B2 es capaz de unir tanto ssRNA como dsRNA (Figura 

21G). 

Para estudiar la contribución de cada dominio dsRBD a la unión del RNA se 

diseñaron alelos con mutaciones puntuales o truncaciones del gen r3b2 (Figura 22A). El 

alelo rIII- presenta tres mutaciones puntuales en su RIIID (histidina por alanina, H49A, 

glutámico por alanina, G55A, y aspártico por alanina, E56A) cuyo efecto provoca una 

falta de función de la proteína in vivo (Trieu et al., 2015). El alelo rbd2* presenta cuatro 

sustituciones en su dsRBD2 (arginina por alanina, R469A y R470A, y lisina por alanina, 

K471A y K472A) que afectan a un grupo de aminoácidos básicos relacionados con la 

unión al surco mayor del RNA en este tipo de dominios (Gleghorn & Maquat, 2014). El 

alelo Δctf, presenta la deleción de la región CTF quedando la proteína integrada por F18 

y F14 careciendo, por tanto, del dsRBD2.  

Los plásmidos que expresaban R3B2, RIII-, RBD2* y ΔCTF, junto con el que 

expresa F18 (Véase IV.1.2) se utilizaron para transformar la estirpe BL21(DE3) de E. coli 

y, seguidamente, se procedió a inducir y purificar cada una de las variantes mediante 

matrices de Ni-NTA (Véase III.5.3). Las variantes RIII- y RBD2* mostraron unos 

rendimientos en la inducción y la purificación bajos (Figura 22B y 22C), de 0.04 mg por 

25 ml de cultivo inducido, similar al de R3B2 silvestre (Figura 17E), mientras que las 

variantes truncadas ΔCTF y F18 pudieron ser purificadas en mayor cantidad (Figura 22D 

y 22E) presentando rendimientos superiores a 0,25 mg por 25 ml de cultivo inducido. Las 

diferentes variantes se dializaron y sometieron a EMSA (Véase III.6) frente a los RNA 

derivados del gen carB (Figura 22F y 22G). La variante RIII- no mostró grandes 

diferencias en el patrón de retraso frente a ssRNA o dsRNA, mientras que RBD2* sufrió 

una importante pérdida de afinidad por ambos tipos de RNA respecto a la versión 

silvestre. La unión de las variantes ΔCTF y F18 al RNA solo pudo ser analizada frente a 

dsRNA debido a una importante degradación de las moléculas de ssRNA. La ausencia 

del dsRBD2 en ΔCTF provocó un importante descenso en la afinidad por el dsRNA que 

se perdió completamente en ausencia de ambos dsRBD en F18. Estos resultados en 

conjunto sugirieron que los dos dsRBD de R3B2 son necesarios para la unión de 

moléculas de RNA, mientras que la integridad del centro catalítico de RIIID no es 

necesaria para unión al RNA.  

 



 
Figura 21. Caracterización de la unión de R3B2 a RNA. 

A) EMSA de R3B2 frente al ssRNA del gen carB (100 nM carB103 ssRNA; concentración de proteína: 0, 50, 100, 

200, 250, 300, 350, 400 y 450 nM). B) EMSA de R3B2 frente al dsRNA del gen carB (50 nM carB100 dsRNA; 

concentración de proteína: 0, 50, 100, 200, 250, 300, 350, 400 y 450 nM). C) EMSA de R3B2 frente a ssRNA de 103 

nucleótidos de los genes indicados (100 nM ssRNA; concentración de proteína: 0, 50, 200 y 500 nM). D) EMSA de 

R3B2 frente a dsRNA de 100 nucleótidos de los genes indicados (50 nM dsRNA; concentración de proteína: 0, 50, 200 

y 500 nM). E) Representación de la extensión de oligonucleótidos para generar el molde de GAstair. T7p, Promotor 

mínimo de la polimerasa de RNA del fago T7. F) Predicciones de la estructura secundaria de las moléculas de RNA 

utilizadas. G) EMSA de R3B2 frente a las moléculas de RNA representadas en “F” (100 nM GAstair ssRNA; 100 nM 

carB103 ssRNA; 50 nM carB100 dsRNA; concentración de proteína: 0, 200 y 500 nM) 
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Figura 22. Contribución de los dsRBD de R3B2 a la unión de RNA. 

A) Representación de las variantes utilizadas en los EMSA. B) Purificación de RIII- analizada en un gel 10% SDS-

PAGE. C) Purificación de RBD2* analizada en un gel 10% SDS-PAGE. D) Purificación de ΔCTF analizada en un gel 

10% SDS-PAGE. E) Purificación de F18 en un gel 15% SDS-PAGE. F) EMSA de las variantes de R3B2 frente a 

ssRNA (100 nM carB103 ssRNA; concentración de proteína: 50, 200 y 500 nM). G) EMSA de las variantes de R3B2 

frente a dsRNA (50 nM carB100 dsRNA; concentración de proteína: 200 y 500 nM). Se indica la proteína de interés 

con una flecha; R, cultivo sin inducir; I, cultivo inducido; Lc, sobrenadante del lisado; Ft, proteínas no unidas a la 

matriz Ni-NTA; W, lavado con STB; We, lavado con STB al 5% EB; M1, BenchMark Pre-stained Protein Ladder 

(Invitrogen); E2-8, eluciones de la matriz Ni-NTA con STB al 20, 40, 60 y 80% de EB; D, proteína dializada; M2, 

PageRuler prestained protein Ladder (Thermo Scientific).  

  



IV.1.5. Caracterización de la actividad RNasa de la proteína R3B2 

Dado que los rdRNA, los productos de la NCRIP, son sRNA derivados de los 

mRNA diana, se había propuesto que R3B2 sería capaz de cortar ssRNA (Trieu et al., 

2015). Sin embargo, esta proteína presenta un dominio RIIID capaz de dimerizar, 

sugiriendo que podría cortar dsRNA. Por otro lado, también hay que tener en cuenta que 

ese dominio RIIID presenta cambios en 4 aminoácidos conservados en este tipo de 

dominios, destacando el cambio de un residuo aspártico (D) que se requiere para la 

actividad catalítica in vitro por un glutámico (E) (Figura 9). Para determinar la actividad 

catalítica de R3B2, y resolver la cuestión sobre su molécula diana, se llevaron a cabo 

ensayos de actividad in vitro en los que la proteína purificada se incubó con moléculas de 

ssRNA o de dsRNA marcadas radiactivamente.  

IV.1.5.1. Demostración de la especificidad por el ssRNA de R3B2 

La síntesis de RNA (Véase III.4.2) se realizó de forma similar a la descrita en el apartado 

anterior, pero en este caso, se utilizaron moléculas de RNA de mayor tamaño, con 

aproximadamente 600 nt o 600 pb, de los genes carB y seq15 (IDv2 104539), cuyos 

moldes estaban disponibles previamente en el grupo de investigación.  

Las reacciones de actividad in vitro (Véase III.7) de R3B2 con ssRNA procedente 

del gen carB reveló que la RNasa era capaz de degradar fragmentos de RNA 

monocatenario similares a los mRNA dando lugar a un rastro de productos de degradación 

a lo largo de toda la calle (Figura 23A). Por el contrario, la variante RIII- con mutaciones 

puntuales en su dominio catalítico (Véase IV.1.4), no fue capaz de degradar el ssRNA 

(Figura 23A), demostrando que la actividad detectada se debía exclusivamente a R3B2 y 

dependía de su dominio RIIID. Estos resultados son coherentes con la producción de 

rdRNA detectada in vivo anteriormente (Trieu et al., 2015). La utilización de otras 

moléculas de ssRNA, como la derivada del gen seq15 (Figura 23B) o el fragmento de 

ssRNA de 103 nt GAstair que se utilizó para el EMSA (Figura 23C), dio lugar a resultados 

similares sugiriendo que esta actividad catalítica no es específica de secuencia. Además, 

los ensayos de actividad in vitro utilizando un gradiente de concentraciones de magnesio 

revelaron que al igual que otras RNasas esta actividad dependía de magnesio, en este caso 

la mayor actividad se obtuvo con 0,5 mM (Figura 23D). Por el contrario, en ningún caso 

se detectó actividad RNasa frente a dsRNA (Figura 23E), sugiriendo que el RIIID de 

R3B2 ha perdido la capacidad de degradar moléculas de doble cadena.  
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Figura 23. Caracterización de la actividad RNasa de R3B2 frente a ssRNA y dsRNA. 

A) Actividad RNasa de R3B2 silvestre y la versión mutante RIII- frente al ssRNA del gen carB (50 nM carB ssRNA; 

150 nM proteína). Como control positivo se incubó la misma cantidad del mismo ssRNA con 1U de RNasa A, una 

RNasa específica de ssRNA. B) Actividad RNasa de R3B2 frente al ssRNA del gen seq15 (50 nM seq15 ssRNA; 150 

nM R3B2). Como control positivo se incubó la misma cantidad del mismo ssRNA con 1U de RNasa A (Cat. R6513, 

Sigma).  C) Actividad RNasa de R3B2 frente a GAstair (850 nM GAstair ssRNA; 150nM R3B2). Como control positivo 

se incubó la misma cantidad del mismo ssRNA con 1U de RNasa A. D) Efecto de la concentración de magnesio sobre 

la actividad RNasa de R3B2 (50 nM carB ssRNA, 150 nM R3B2, Mg+2: 0, 0,5, 1, 2,5, 5 y 10 mM). E) Actividad RNasa 

de R3B2 silvestre y RIII- frente a dsRNA del gen carB (25 nM carB dsRNA; 150 nM proteína). Como control positivo 

se incubó la misma cantidad del mismo dsRNA con 0,5 U hDicer (Cat. T510002, Genlantis), una RNasa III específica 

de dsRNA; -, solo el RNA correspondiente; Wt, R3B2 silvestre. 



IV.1.5.2. Efecto de las mutaciones de los dsRBD en la actividad de R3B2 

Para determinar si la pérdida de capacidad para unir RNA afectaba a la actividad in 

vitro o a su especificidad por el ssRNA, se repitieron los ensayos de actividad incluyendo 

las variantes RBD2*, ΔCTF y F18, analizadas en el apartado IV.1.4 (Figura 22A). Tal y 

como parecían indicar los EMSA, las variantes ΔCTF, carente de dsRBD2, y F18, carente 

de los dos dominios dsRBD, mostraron un aumento de actividad comparadas con la 

proteína silvestre (Figura 24A), sugiriendo que los dominios dsRBD no son necesarios 

para la actividad catalítica de la proteína, pero sí parece que la regulan de alguna forma. 

En este sentido, la variante RBD2*, que presenta mutaciones puntuales que afectan a 4 

aminoácidos básicos necesarios para la unión al RNA, mostró un importante descenso de 

la actividad catalítica (Figura 24A). Al contrario de lo que sucede con otras RNasas III 

de clase II (Weinberg et al., 2011), la pérdida de uno o de ambos dominios dsRBD en 

ΔCTF y F18, respectivamente, no alteró la especificidad del RIIID por ssRNA. Al 

analizar la actividad de estas últimas frente a dsRNA, ninguna de las dos variantes 

truncadas fue capaz de degradar el dsRNA (Figura 24B), sugiriendo que la especificidad 

de R3B2 es intrínseca a su inusual dominio RIIID.  

IV.1.5.3. La especificidad de corte de R3B2 depende de su dominio RIIID 

Para demostrar que la especificidad de corte de R3B2 por el ssRNA estaba 

determinada por los cambios en su dominio RIIID respecto a otras RNasas III, (Figura 9), 

se construyó la proteína quimérica RNB y se analizó su actividad in vitro. En esta proteína 

se sustituyó el dominio RIIID de R3B2 por el dominio canónico de la RNasa III RNC 

(Uniprot P0A7Y0) de E. coli (Figura 24C).  

La proteína quimera RNB se expresó a unos niveles similares a los de la proteína 

R3B2 completa, mientras que RNC mostró altos niveles de expresión en las condiciones 

usadas (Figura 24D). La purificación de las proteínas recombinantes mediante matrices 

Ni-NTA (Véase III.5.3) se realizó a partir de 25 ml de cultivo en el caso de RNC (Figura 

24E) y de 50 ml en el caso de RNB (Figura 24F), obteniéndose rendimientos de 0.2 mg y 

0.025 mg por 25 ml de cultivo, respectivamente.  

Los ensayos de actividad RNasa frente a dsRNA del gen carB mostraron que, al 

contrario que R3B2, tanto la proteína quimera RNB como la proteína RNC de E. coli eran 

capaces de degradar el dsRNA en estas condiciones (Figura 24G). Este resultado 

demostró que la especificidad por el ssRNA de R3B2 estaba determinada por su inusual 

dominio RIIID. 

 

https://www.uniprot.org/uniprot/P0A7Y0
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Figura 24. Caracterización de la actividad RNasa de las variantes de R3B2 y restauración de la capacidad para 

cortar dsRNA. 

A) Actividad RNasa de las variantes de R3B2 descritas en la Figura 22A frente a ssRNA. (30 nM carB ssRNA, 150 

nM proteína). B) Actividad RNasa de las variantes truncadas de R3B2 frente a dsRNA (30 nM carB dsRNA, 150 nM 

proteína). C) Representación de la constitución de dominios de la proteína quimérica RNB. D) Resultado de la 

inducción de RNC y RNB analizada en un gel 10% SDS-PAGE. E) Purificación de RNC analizada en un gel 10% SDS-

PAGE. F) Purificación de RNB analizada en un gel 10% SDS-PAGE. G) Actividad RNasa de R3B2, RNB y RNC 

frente a dsRNA (30 nM carB dsRNA, 150 nM proteína). Las flechas negras y rojas indican la posición de la proteína 

R3B2 o RNB y RNC, respectivamente. R, cultivo sin inducir; I, cultivo inducido; Lc, lisado tras centrifugar; Ft, eluido 

de la matriz Ni-NTA; W, lavado con STB; We, lavado con STB al 5% EB; M, PageRuler prestained protein Ladder 

(Thermo Scientific); E2-10, eluciones de la matriz Ni-NTA con STB al 20, 40, 60, 80 o 100% de EB; D, proteína 

dializada.  



IV.1.6. Caracterización de la estructura del dominio RIIID de R3B2 

La RNasa R3B2 presenta, como ya se ha mencionado, una baja conservación de 

residuos con otras RNasas III y una actividad catalítica inusual que radica en su dominio 

RIIID, ambas características acrecentaron nuestro interés por conocer la estructura de esta 

proteína. Debido a la dimerización de este dominio (Véase IV.1.3) y a la imposibilidad 

de expresar la región CTF de la proteína (Véase IV.1.2), se descartó la caracterización de 

la estructura de R3B2 basada en el uso de la RMN para determinar la estructura de cada 

uno de los dominios de la proteína. En cambio, el alto rendimiento obtenido en la 

purificación de la variante ΔCTF (Véase IV.1.4), que contiene los dominios RIIID y 

dsRBD1, propició la obtención de la cantidad suficiente de esta proteína para la 

generación de cristales que pudiesen ser analizados mediante difracción de rayos X. 

IV.1.6.1. Descripción y comparación de la estructura del RIIID de R3B2  

La obtención de la estructura tridimensional de la región N-terminal de R3B2 

(aminoácidos 1-273) fue realizada en colaboración con el Dr. Sebastian Falk del 

departamento de Biología estructural y computacional de la Universidad de Viena. La 

cromatografía de exclusión molecular (size exclusión chromatography o SEC) y los 

análisis de dispersión estática de la luz (static light scattering o SLS) revelaron que este 

fragmento formaba un dímero en solución, lo que está en consonancia con los resultados 

de interacción del sistema de Y2H (Figura 25A). La estructura del dominio RIIID de 

R3B2 pudo ser resuelta satisfactoriamente (PDB 6ZDW), pero no la del dsRBD1, 

probablemente debido a su flexibilidad en ausencia de RNA.  

La comparación de la estructura del dominio RIIID de R3B2 con los de otras RNasas III 

bien caracterizadas, como las de Aquifex aeolicus (AaRIII) (Gan et al., 2008), S. 

cerevisiae (ScRNT1) (Song et al., 2017), Homo sapiens (HsDrosha) (Partin et al., 2020) 

y Giardia intestinalis (GiDicer) (MacRae et al., 2006), puso de manifiesto una 

arquitectura similar con las mayores diferencias en los conectores entre las hélices α2/α3 

y α5/α6 (Figura 25B y 25C). Los miembros de la familia de las RNasas III presentan dos 

motivos de unión a RNA (RNA-binding motif o RBM) en sus centros catalíticos, 

denominados RBM3 y RBM4 (Gan et al., 2006). Las cadenas laterales de los aminoácidos 

que conforman estos motivos establecen interacciones con el esqueleto de fosforibosa del 

RNA, facilitando su unión. El alineamiento estructural reveló que el RBM3 está bastante 

bien conservado en R3B2, salvo por una sustitución de glutamato por asparagina (N76) 

(Figura 25C). Por el contrario, el RBM4, situado en el conector entre las hélices α5/α6, 

se ha reducido sustancialmente desde los 11 residuos en AaRIII o 21 residuos en ScRNT1 

a 3 residuos en R3B2 (Figura 25C). Los análisis de secuencia revelaron que esta región 

se ha conservado así de corta entre los Mucorales (Véase IV.3.1), manteniéndose solo 

una leucina (L102) y una valina (V106) que dan lugar a un giro acusado que conecta las 

hélices α5/α6 (Figura 25D). 

 

https://www.rcsb.org/structure/6ZDW
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Figura 25. Análisis estructural del dímero formado por el RIIID de R3B2. 

A) Resultado de los análisis de cromatografía por exclusión molecular (SEC) y dispersión estática de la luz (SLS) de 

la región N-terminal de R3B2. B) Estructura del dominio RIIID de R3B2 y comparación con los dominios RIIID de 

otras RNasas III. En las comparaciones se indica el dominio RIIID de R3B2 en azul superpuesto con los de las RNasas 

III con las que se compara. Los valores de RMSD y el número de residuos alineados están indicados. (PDB 

AaRII:2NUG; ScRNT1:5T16; GiDICER:2FFL; HsDROSHA:6V5B). C) Comparación de los RBM de R3B2 

(estructura azul) y AaRIII (estructura naranja) a nivel de estructura y de secuencia. D) Alineamiento de la región del 

RBM4 de R3B2 en otros Mucorales. Se indica la estructura secundaria de MlR3B2 sobre el alineamiento.  

https://www.rcsb.org/structure/2NUG
https://www.rcsb.org/structure/5T16
https://www.rcsb.org/structure/2FFL
https://www.rcsb.org/structure/6V5B


Los elementos estructurales involucrados en la dimerización de los RIIID incluyen 

la mayor parte de las hélices α3 y α4, el extremo C-terminal de la hélice α6 y el extremo 

N-terminal de la hélice α7 (Figura 26). Las dos hélices α3 de las cadenas A y B son 

antiparalelas a lo largo de toda la superficie de dimerización, organizándose dos uniones 

de forma esférica en los extremos de dicha superficie. Las esferas las forman la cadena 

lateral de la lisina K50 de la molécula A (o B) y la cavidad donde encaja se forma por las 

cadenas laterales de la serina S72, tirosinaY74, arginina N76 y leucina L79 de la molécula 

B (o A).  

 
Figura 26. Dimerización del dominio RIIID de R3B2. 

Se muestra la cadena A (rosa) y B (azul) que conforman el dímero del RIIID, con ampliación de una de las regiones de 

las cargas de la cavidad de interacción formada por los residuos S72, Y74, N76 y L79 donde se introduce la cadena 

lateral de K50.  

IV.1.6.2. Mutación del centro catalítico de R3B2 

En el centro catalítico, del dominio RIIID de A. aeolicus se encuentran cuatro 

residuos de carácter ácido, dos glutámicos, E40 y E110, y dos aspárticos, D44 y D107 

conservados. Sin embargo, en el caso de R3B2 se observa una arquitectura del centro 

catalítico con tres residuos de carácter ácido también, pero en un orden diferente, E56, 

E113 y D116, y además existe una asparagina (N52) en lugar de un aspártico (Figura 

27A). Aunque las posiciones están conservadas, los residuos de aspártico y glutámico 

están invertidos en comparación con A. aeolicus y otros centros catalíticos de RNasas III 

(Gan et al., 2006; Song et al., 2017), pero su disposición relativa se mantiene exceptuando 

la presencia de N52 (Figura 27B). Debido a que estos cuatro residuos del centro catalítico 

de las RNasas III establecen una coordinación con átomos de magnesio para llevar a cabo 

la hidrólisis de los enlaces fosfodiéster del esqueleto de fosforibosa del RNA, se consideró 

la posibilidad de que la sustitución N52 pudiese estar debilitando la coordinación y 

pudiera ser responsable de la incapacidad de R3B2 para cortar el dsRNA.  

Para determinar si N52 era la responsable de la especificidad de R3B2 frente a 

ssRNA se construyeron las variantes N52E y N52D, que recuperaban el residuo de 

carácter ácido del centro catalítico canónico o el correspondiente a la disposición del 

centro catalítico de R3B2, respectivamente. La construcción de los alelos que expresaban 

estas variantes se realizó mediante la introducción de la mutación necesaria en los 

oligonucleótidos utilizados para su amplificación y la posterior PCR fusión de los 

fragmentos resultantes. Al igual que para la proteína R3B2 silvestre, la inducción y 
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purificación de estas dos nuevas variantes dio lugar a rendimientos bajos pero suficientes 

para analizar su actividad in vitro (Figura 27C y 26D).  

Los ensayos de actividad RNasa de estas variantes no revelaron diferencias 

significativas respecto a la versión silvestre de R3B2 frente a ssRNA o dsRNA derivado 

del gen carB (Figura 27E). Así, las variantes seguían siendo capaces de degradar el 

ssRNA, pero no el dsRNA, indicando que el cambio N52 per se no es responsable de la 

inusual actividad catalítica de R3B2.  

 
Figura 27. Caracterización de los residuos catalíticos de R3B2 y actividad in vitro de los mutantes N52. 

A) Alineamiento estructural del dominio catalítico de R3B2 en M. lusitanicus (MlR3B2) con los de las RNasas III de 

clase I de A. aeolicus (AaRIII) y de E. coli (EcRNC) y el de la RNasa III de clase II de S. cerevisiae (ScRNT1). B) 

Ampliación de los sitios activos de R3B2 (azul) y AaRIII (amarillo). Se muestran los aminoácidos importantes para la 

actividad. C) Purificación de la variante N52E analizada en un gel 10% SDS-PAGE. D) Purificación de la variante 

https://www.uniprot.org/uniprot/O67082
https://www.uniprot.org/uniprot/P0A7Y0
https://www.uniprot.org/uniprot/Q02555


N52E analizada en un gel 10% SDS-PAGE. E) Ensayo de actividad RNasa de R3B2 (WT) y las variantes purificadas 

en C y D frente a ssRNA y dsRNA (20 nM carB ssRNA; 10 nM carB dsRNA; concentración de proteína 150 nM). Se 

indican con flechas negras las proteínas producidas. R, cultivo sin inducir; I, cultivo inducido; L, lisado; Lc, lisado tras 

centrifugar; Ft, proteínas no unidas a la matriz Ni-NTA; W, lavado con STB; We, lavado con STB al 5% EB; M, 

PageRuler prestained protein Ladder (Thermo Scientific); E2-8, eluciones de la matriz Ni-NTA con STB al 20% o al 

80% de EB; D, proteína dializada. 

IV.1.6.3. Mutación del canal de posicionamiento del RNA de R3B2 

El hecho de que R3B2 sea capaz de unir tanto ssRNA como dsRNA (Véase 

IV.1.4), pero solo pueda cortar ssRNA (Véase IV.1.5) hizo que se analizara con 

detenimiento las estructuras de otras RNasas III unidas a dsRNA y que pueden cortar este 

tipo de molécula. La dimerización de los RIIID de este tipo de RNasas da lugar a un canal 

o hendidura que permite la entrada y posicionamiento del dsRNA en el centro catalítico 

(Figura 28A). La superposición del dímero del RIIID de R3B2 sobre los de A. aeolicus y 

S. cerevisiae reveló que, a diferencia de las RNasas III con actividad frente al dsRNA, la 

proteína de M. lusitanicus presentaba un canal más estrecho que podría impedir el 

posicionamiento del dsRNA en el mismo para su corte. Dicho estrechamiento no parecía 

deberse a la ausencia de sustrato durante la cristalización ya que, en el caso de A. aeolicus, 

la superficie de la hendidura se mantiene constante haya o no RNA unido (Figura 28B). 

El modelado del dsRNA sobre la estructura del dímero de R3B2 sugirió un impedimento 

estérico a la entrada de la molécula de doble cadena causada por las lisinas K84 de ambos 

monómeros, que sobresalen de la superficie de contacto con el RNA (Figura 28A). De 

hecho, esta posición mostraba una gran conservación en otros Mucorales, presentando 

aminoácidos cargados positivamente (lisina o arginina).  

Al igual que en el caso de N52, se procedió a comprobar si K84 era la responsable 

de la especificidad de la actividad catalítica de R3B2 generando versiones mutantes donde 

se reemplazó por alanina (K84A), un aminoácido pequeño y polar, glutamato (K84E), un 

aminoácido con carga negativa, o glutamina (K84Q), que presenta una cadena lateral de 

tamaño similar a la lisina, pero sin carga. La construcción de los alelos que codificaban 

estas variantes se realizó mediante la introducción de mutaciones en los oligonucleótidos 

utilizados para su amplificación y la fusión de los fragmentos mutados por PCR Los 

plásmidos que expresaban estas versiones mutantes de R3B2 fusionadas a la etiqueta 

6xHis se utilizaron para transformar la estirpe BL21(DE3) de E. coli e inducir la expresión 

de las diferentes proteínas recombinantes. El rendimiento de la purificación fue similar al 

de la proteína silvestre en los tres casos, obteniéndose concentraciones suficientes para la 

determinación de la actividad in vitro (Figura 28C).  

Las variantes en K84, junto con la proteína silvestre, se sometieron al ensayo de 

actividad RNasa frente a ssRNA y dsRNA derivados del gen carB. Al igual que en el caso 

de las variantes en el centro catalítico, la sustitución de K84 por alanina, glutámico o 

glutamina no provoco cambios en la actividad o especificidad de R3B2 (Figura 28D). 

Estos resultados sugieren que R3B2 podría unir el RNA de forma diferente a la observada 

en los casos de AaRIII y ScRNT1 impidiendo la actuación de ambos centros catalíticos 

para cortar dsRNA, o que la unión del RNA podría inducir cambios conformacionales 

que afectan al centro catalítico de R3B2. 
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Figura 28. Análisis de unión de RNA al RIIID de R3B2 y actividad in vitro de las variantes en K84. 

A) Superficie del RIIID dimerizado de R3B2 y comparación con el dímero de AaRIII (PDB: 2NUG) y con el de 

ScRNT1 (PDB: 5T16). Para simplificar no se muestran los dsRBD de ScRNT1. Arriba se muestran las estructuras sin 

el RNA y abajo unidas al dsRNA que ha sido modelado en el sitio de R3B2. B) Superposición de la estructura de 

AaRIII en ausencia (verde; PDB 1I4S) y presencia (amarillo) de dsRNA. C) Purificación de las variantes en K84 

analizadas en geles 10% SDS-PAGE. Se indica con una flecha la proteína purificada en cada caso. D) Ensayo de 

actividad RNasa de las variantes en K84 frente a ssRNA y dsRNA (20 nM carB ssRNA; 10 nM carB dsRNA; 

concentración de proteína: 150 nM). Como control positivo se incubó la idéntica cantidad del mismo ssRNA con 1U 

de RNasa A (Cat. R6513, Sigma) o del mismo dsRNA con 150 nM de RNC de E. coli. R, cultivo sin inducir; I, cultivo 

inducido; L, lisado; Lc, lisado tras centrifugar; Ft, proteínas no unidas a la matriz Ni-NTA; W, lavado con STB; We, 

lavado con STB al 5% EB; M, PageRuler prestained protein Ladder (Thermo Scientific); E2-8, eluciones de la matriz 

Ni-NTA con STB al 20% o al 80% de EB; D, proteína dializada. 

  

https://www.rcsb.org/structure/2NUG
https://www.rcsb.org/structure/5T16
https://www.rcsb.org/structure/1I4S


IV.2. Caracterización in vivo de R3B2 
El género al que pertenece el hongo M. lusitanicus es uno de los principales 

causantes de la mucormicosis (Cornely et al., 2019). La concienzuda investigación 

llevada a cabo sobre este hongo para diseccionar su maquinaria de RNAi y caracterizar 

su control sobre la expresión de genes endógenos, incluidos aquellos relacionados con la 

virulencia, supone la existencia de un gran modelo para el desarrollo de tratamientos 

efectivos contra la mucormicosis (Torres-Martínez & Ruiz-Vázquez, 2016). Los 

diferentes estudios realizados a lo largo del tiempo han puesto de manifiesto la existencia 

de una compleja interrelación de las tres rutas de RNAi presentes en este hongo. Así, 

mientras que la proteína R3B2 es necesaria para el correcto funcionamiento de la ruta 

canónica de silenciamiento (Trieu et al., 2015), el funcionamiento de la NCRIP reprime 

la generación de epimutantes y la producción de siRNA derivados de transposones (Calo 

et al., 2014, 2017; Pérez-Arques et al., 2020). Estos resultados llevaron a plantear que la 

NCRIP compite por los aRNA con la ruta de generación de epimutantes (Calo et al., 2017) 

y que, al mismo tiempo, R3B2 participa de una forma desconocida en la ruta canónica de 

silenciamiento (Trieu et al., 2015).   

La segunda parte de esta tesis se centró en la caracterización in vivo de la 

interconexión de las rutas de RNAi mediada por R3B2 y el papel de los dominios dsRBD 

de esta proteína en el funcionamiento de dichas rutas. 

IV.2.1. Análisis de interacción de R3B2 con los componentes de RNAi 

Las interacciones entre proteínas pueden regular o alterar las funciones de las 

mismas. Estas interacciones también se han descrito para las enzimas de tipo Dicer, 

encontrándose en la mayoría de organismos que estas proteínas se acompañan de, al 

menos, una proteína con dominios dsRBD. Es el caso de la interacción de Dicer con 

TRBP o PACT en humanos (Chendrimada et al., 2005; Lee et al., 2006), de las Dicer con 

HYL1/DRB1, DRB3 y DRB4 en A. thaliana (Hiraguri et al., 2005; Raja et al., 2014), de 

Dicer-1 con Loquacious y Dicer-2 con R2D2 en Drosophila melanogaster (Liu et al., 

2003; Saito et al., 2005) y de Dicer con RDE-4 en C. elegans (Tabara et al., 2002). En M. 

lusitanicus nunca se habían estudiado las posibles interacciones entre las proteínas del 

RNAi ni se habían identificado acompañantes de las proteínas Dicer, por lo que se decidió 

realizar una aproximación de Y2H para identificar dichas interacciones y determinar su 

relación con la regulación de los diferentes mecanismos de silenciamiento génico.  

Para obtener el cDNA de los genes que codifican las proteínas del silenciamiento 

de M. lusitanicus (Figura 7), el RNA extraído de la estirpe R7B fue retrotranscrito 

utilizando Expand™ Reverse Transcriptase (Cat. 11785826001; Roche) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Con el cDNA resultante se realizó una primera PCR 

utilizando un oligonucleótido directo específico de la región 5’ de cada gen (Véase III.3.2) 

y el oligonucleótido reverso Race-T común a los extremos 3’ de los mRNA de todos los 

genes. Con cada uno de los productos obtenidos se realizó una segunda PCR con los 
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oligonucleótidos, directo y reverso, específicos en las regiones 5’ y 3’ de cada gen, 

diseñados para que cada gen sea clonado en pACTII en fase con Gal4AD. Los genes 

analizados fueron ago-1, dicer-1, dicer-2, qip, rdrp-1, rdrp-2, rdrp-3, r3b2 y rnhA, a los 

que se sumaron los genes ago-2 y ago-3, aunque no se ha establecido una relación con 

los mecanismos de RNAi de M. lusitanicus (Cervantes et al., 2013). Los cDNA fueron 

clonados en pACTII y secuenciados (Véase III.3.2). La secuenciación del cDNA de ago-

2 reveló que, tal y como se había observado previamente, existe un codón sin sentido 

prematuro en el triplete 347 que interrumpe el marco de lectura abierto y el hipotético 

intrón anotado en el genoma entre los exones 4 y 5 no se procesa (Cervantes et al., 2013), 

por lo que los dos exones y el hipotético intrón forman en realidad un solo exón. La 

secuenciación del cDNA de ago-3 reveló la presencia de una mutación sinónima que 

afecta al codón de la leucina 34, L34. La secuenciación del cDNA de dicer-1 reveló la 

presencia de un intrón adicional que no afecta al marco de lectura, pero elimina 26 

aminoácidos (del 1447 al 1472) tras el dominio RIIIDb, dando lugar a una proteína de 

1503 aminoácidos. Este intrón adicional no había sido descrito previamente, pero está 

conservado evolutivamente en R. oryzae (Nicolás et al., 2007). La secuencia del cDNA 

de rdrp-3 reveló que el hipotético intrón 3 anotado en el genoma no se procesa y forma 

parte junto con los exones 3 y 4 del mismo exón, junto con las primeras 84 pb del intrón 

4 que es más corto de lo que está anotado en el genoma. Estos cambios dan lugar a una 

proteína de 1214 aminoácidos en lugar de los 1147 anotados o los 1210 descritos en la 

bibliografía (Calo et al., 2017). La secuencia del cDNA de rnhA reveló que el intrón 6 es 

más corto que el anotado en el genoma, formando parte del exón 7 sus últimas 84 pb. Esta 

incorporación da lugar a una proteína de 1259 aminoácidos con una inserción de 28 

aminoácidos en su dominio de dedos de zinc NF-X1 de extremo carboxilo de la proteína. 

Cuando se quiso obtener la fusión de esas proteínas con el Gal4BD, los diferentes cDNA 

se amplificaron a partir de los plásmidos anteriores y se clonaron en el vector pBD-Gal4 

(Véase III.3.2).  

Los plásmidos derivados de pACTII se utilizaron para transformar las levaduras de 

la estirpe PJ69-4α y los derivados de pBD-Gal4 para la estirpe PJ69-4a. Con los stocks 

de levaduras generados se procedió a realizar el ensayo de Y2H (Véase III.2.3) llevando 

a cabo todas las combinaciones posibles de cebo y presa entre las proteínas del 

silenciamiento, incluyendo los stocks de R3B2 generados anteriormente (Véase IV.1.3). 

Gotas de las estirpes diploides resultado del cruzamiento en todas las posibles 

combinaciones, se depositaron en medio SD-WL (control), SD-WLH + 2,5 mM 3AT 

(interacción débil) y SD-WLA (interacción fuerte). El crecimiento en los diferentes 

medios selectivos se siguió durante dos semanas detectándose las interacciones fuertes de 

R3B2 consigo misma y de R3B2 con Dicer-1 (Figura 29). Adicionalmente se detectó una 

interacción débil que sugirió la dimerización de RdRP-1 y otra interacción débil en una 

sola combinación de cebo y presa de Dicer-2 y R3B2 (Figura 29).  



 
Figura 29. Análisis de interacción de las proteínas conocidas de RNAi de M. lusitanicus. 

Resultado del ensayo de Y2H con todas las combinaciones de presa y cebo posibles entre las proteínas del 

silenciamiento de M. lusitanicus mediante la siembra de gotas de estirpes diploides en medio control (SD-WL) y en 

medios para la selección de interacción débil (SD-WLH + 2,5 mM 3AT) y fuerte (SD-WLA) durante 15 días a 30ºC. 

“-“ indica que se un utilizó un vector vacío.  

Aunque RdRP-1 muestra una interacción débil consigo misma en estas condiciones, 

la dimerización de este tipo de proteínas ha sido bien descrita en otros hongos como N. 

crassa (Salgado et al., 2006). Por otro lado, el hecho de que la interacción de R3B2 con 

Dicer-1 fuese fuerte, mientras que la detectada con Dicer-2 fuese más débil, sugirió que 

la naturaleza de esta interacción con ambas proteínas Dicer es diferente, posiblemente 

relacionada con sus diferentes funciones biológicas. Así, Dicer-2 es la proteína requerida 

para el silenciamiento inducido por transgenes de la RNAi canónica, donde R3B2 muestra 

un papel positivo (De Haro et al., 2009; Trieu et al., 2015), mientras que las dos Dicer 
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son necesarias para el funcionamiento de la ruta epimutacional, regulada negativamente 

por R3B2 (Calo et al., 2017). Estos datos sugieren que la interacción de R3B2 con Dicer-

1 puede tener un carácter inhibitorio y supone la primera identificación de una proteína 

acompañante de Dicer con dominios dsRBD en M. lusitanicus.  

IV.2.2. Caracterización de las interacciones de R3B2 y las proteínas Dicer 

La detección de la interacción de R3B2 con Dicer-1 y Dicer-2 supuso la primera 

evidencia directa de una relación física entre la NCRIP y las rutas canónicas de RNAi. 

Para profundizar en dichas interacciones e intentar determinar el motivo de su diferente 

intensidad se procedió a caracterizar las regiones de cada miembro involucradas en las 

mismas. Las proteínas Dicer-1 y Dicer-2 se dividieron en base a su arquitectura de 

dominios en tres regiones (R1, R2 y R3) (Figura 30A). La R1 de Dicer-1 (D1R1, 

aminoácidos 1-606) contiene los tres dominios que forman la helicasa en la región N-

terminal, la R2 (D1R2, aminoácidos 598-1045) contiene los dominios centrales DUF283, 

platform y PAZ y la R3 (D1R3, aminoácidos 1042-1503) contiene los dos dominios 

RNasa III y el dsRBD C-terminal (DSRM). La misma división se realizó en Dicer-2 

(Figura 30A), obteniéndose la R1 (D2R1, aminoácidos 1-600), la R2 (D2R2, aminoácidos 

601-1100) y la R3 (D2R3, aminoácidos 1101-1608).  

Los fragmentos que producen cada una de estas regiones en los dos genes se 

amplificaron por PCR y se clonaron en fase con Gal4AD en el vector del sistema de dos 

híbridos pACTII (Véase III.3.2). Los plásmidos que contenían las diferentes regiones de 

las proteínas Dicer se utilizaron para transformar la estirpe PJ69-4α y se generaron los 

Stocks (Véase III.2.3). A continuación, se procedió a analizar la interacción de cada uno 

de estos fragmentos con las regiones de R3B2 (Figura 30A) caracterizadas previamente 

(Véase IV.1.2) mediante un ensayo de Y2H. La interacción de las regiones de R3B2 con 

las proteínas Dicer (Figura 30B) reveló que tanto F14, la región que contiene el dsRBD1, 

como CTF, la región que contiene el dsRBD2, son capaces de interaccionar con Dicer-1 

de forma débil e intensa, respectivamente. En cambio, solo se detectó una interacción 

débil entre la región CTF de R3B2 y Dicer-2. El ensayo recíproco, enfrentando las 

regiones de las Dicer a R3B2 (Figura 30C), reveló que la interacción con Dicer-1 se 

produce de forma débil a través de D1R1 y de forma intensa a través de D1R2. Por el 

contrario, no se detectó interacción de las regiones de Dicer-2 con R3B2 completa, 

sugiriendo que esta interacción podría involucrar a más de una región de Dicer-2 o que 

se trataba de una interacción demasiado débil para ser detectada en estas condiciones. 

Finalmente, los ensayos entre las regiones de R3B2 y Dicer-1 que habían mostrado 

resultados positivos (Figura 30D) revelaron que la interacción débil involucraba a F14 de 

R3B2 y a la D1R1 y la interacción fuerte a las regiones CTF de R3B2 y D1R2.  

 

 



 

 
Figura 30. Interacción entre R3B2 y las proteínas Dicer. 

A) Representación de la arquitectura de dominios de las proteínas Dicer-1, Dicer-2 y R3B2, basada en su predicción 

estructural (Véase IV.2.5), donde se indican las regiones en las que han sido divididas para analizar su interacción. B) 

Ensayo de Y2H realizado con gotas de diploides para determinar las regiones de R3B2 que interaccionan con las 

proteínas Dicer tras dos semanas de crecimiento en SD-WL (control), SD-WLH + 3AT (Interacción débil) y SD-WLA 

(Interacción fuerte). C) Lo mismo que en B pero utilizando las regiones de las proteínas Dicer frente a R3B2. D) Lo 

mismo que en B pero enfrentado las regiones que interaccionan de Dicer-1 y R3B2.  
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IV.2.3. Papel de los dominios dsRBD de R3B2 en los mecanismos de RNAi 

Las interacciones descritas en el apartado anterior junto con la consideración de que 

R3B2 no solo es la RNasa central de la NCRIP, sino que también tiene un papel 

importante en la maquinaria canónica de silenciamiento (Calo et al., 2017; Pérez-Arques 

et al., 2020; Trieu et al., 2015), sugerían que los dominios dsRBD de R3B2 podían ser 

importantes para su función en ambas rutas. Por este motivo, se comprobó el efecto in 

vivo de la mutación o deleción de estos dominios previamente caracterizadas in vitro 

(Véase IV.1.4 y IV.1.5.2). 

IV.2.3.1. Obtención de estirpes portadoras de alelos mutados de r3b2 

La estirpe r3b2, MU412, solo presenta un marcador de selección, leuA, para su 

manipulación genética (Trieu et al., 2015), por lo que no se puede realizar su edición 

genética y la posterior transformación con el vector que desencadena el silenciamiento 

mediado por transgenes para medir la frecuencia de silenciamiento génico porque faltaría 

un marcador de selección. Por otro lado la posibilidad de la integración de los alelos en 

el locus carRP (Nicolás et al., 2018), uno de los genes estructurales de la carotenogénesis, 

no es factible ya que impediría el estudio de la frecuencia de silenciamiento que está 

basada precisamente en la cuantificación de los transformantes con carotenogénesis 

defectuosa debido al silenciamiento del gen carB (De Haro et al., 2009). De modo que la 

introducción de los distintos alelos mutados de r3b2 se realizó mediante reemplazamiento 

del alelo silvestre en su propio locus en la estirpe MU402. Esta estirpe presenta una doble 

auxotrofía, de modo que se puede utilizar el marcador seleccionable pyrG, que 

complementa la auxotrofía para uracilo, para realizar el reemplazamiento génico, y 

emplear el segundo marcador, leuA, en el vector que dispara el silenciamiento mediado 

por transgenes.    

Para realizar este reemplazamiento génico se requiere la construcción de cada uno 

de los alelos de interés con el promotor de r3b2, la mutación correspondiente en cada 

caso, la región 3’-UTR y el marcador seleccionable (gen pyrG) flanqueados por las 

secuencias aguas arriba y aguas abajo del locus r3b2. La presencia de las secuencias 

flanqueantes en cada uno de los fragmentos obtenidos permite que, tras la recombinación 

homóloga, el gen r3b2 sea sustituido por el correspondiente alelo silvestre o mutado 

seguido del marcador de selección (Figura 31A y 31B). El alelo silvestre de r3b2 se 

sustituyó por el propio alelo silvestre seguido del marcador pyrG, que fue el control 

positivo, por el alelo ΔH2, un alelo mutado que produce una variante de R3B2 carente de 

la segunda hélice α del dsRBD1 (aminoácidos 219-235), por RBD2*, un alelo mutado 

que produce una R3B2 con mutaciones puntuales en los residuos de unión al RNA del 

dsRBD2 (Véase IV.1.4), por ΔCTF, un alelo mutado que produce una proteína sin la 

región C-terminal donde está el dsRBD2 y por r3b2, un fragmento en el que la secuencia 

codificante se eliminó completamente dejando solo el marcador de selección a modo de 

control negativo (Figura 13 y 31A).  



 
Figura 31. Obtención de estirpes recombinantes de M. lusitanicus en el locus r3b2.  

A) Representación de la recombinación homóloga de los fragmentos de reemplazamiento (arriba) en el locus r3b2 

(abajo). B) Representación de los fragmentos de reemplazamiento utilizados para cada alelo de r3b2 y producto de 

PCR esperado tras la integración en el locus r3b2 utilizando los oligonucleótidos indicados en A (R2D2-2 y R3B2-

Rev9). C) Productos de PCR obtenidos utilizando los oligonucleótidos indicados en A para amplificar el locus r3b2 en 

la estirpe parental y las mutantes generadas en este trabajo. M, GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific).  

La transformación de la estirpe MU402 con cada uno de los fragmentos lineales 

produjo 23, 11, 118, 21 y 31 transformantes pyrG+ en medio mínimo MMC para los 

fragmentos que codifican R3B2 silvestre, ΔH, RBD2*, ΔCTF y el control negativo, 

respectivamente. Las esporas de M. lusitanicus son multinucleadas, por lo que los 

transformantes iniciales producen esporas con una mezcla de núcleos transformados y 

silvestres (heterocariontes). Para obtener individuos homocariontes con solo núcleos 

transformados es necesario someter a estos transformantes a sucesivos ciclos de 

crecimiento vegetativo en medio selectivo (Navarro et al., 2001). Se seleccionaron 8 

transformantes para cada construcción y se sometieron a 6 ciclos de crecimiento 

vegetativo tocando colonias esporuladas y sembrando las esporas recolectas por estría en 

una nueva placa de MMC. Tras el último ciclo, se extrajo DNA de cada uno de los 

transformantes (Véase III.3.4) y se analizó mediante PCR para determinar si se trataba de 
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estirpes homocariontes portadoras del reemplazamiento del locus r3b2 (Figura 31A) para 

cada uno de los alelos que codifican las variantes mutadas de R3B2. Debido a que los 

alelos estaban dirigidos a su propio locus, el evento de recombinación en la región aguas 

arriba del marcador de selección, que incluye la región codificante del alelo, podía resultar 

en la incorporación o no de la mutación de interés. Para comprobar si se había integrado 

la mutación, se amplificó todo el locus con cebadores (R2D2-2 y R3B2-Rev9) que 

hibridaban en regiones fuera de los fragmentos de reemplazamiento. Estos cebadores 

amplificaban un fragmento de 3,7 kb en el caso del locus silvestre (Figura 31A) y 

fragmentos de 5,7 kb para la integración de la versión silvestre con el marcador en el sitio 

correcto por recombinación homóloga, 5,6 kb para la variante ΔH2, 5,7 kb para la variante 

RBD2*, 5,1 kb para la variante ΔCTF y 3,9 kb para el control negativo (Figura 31B). En 

base al resultado de la PCR se seleccionaron 2 transformantes que amplificaban solo un 

fragmento del tamaño esperado para cada construcción (Figura 31C), indicando que 

portaban la integración correcta en homocigosis. El locus r3b2 de cada transformante se 

amplificó y se secuenció para confirmar que contenían las mutaciones deseadas. Las 

estirpes portadoras del alelo silvestre se denominaron MU878 y MU879, las portadoras 

del alelo que codifica ΔH2, MU882 y MU883, las portadoras del alelo que codifica 

RBD2*, MU884 y MU885, las portadoras del alelo que codifica ΔCTF, MU886 y 

MU887, y las portadoras de la deleción de gen r3b2, MU888 y MU889 (Figura 31C).  

IV.2.3.2. Papel de los dominios dsRBD en el silenciamiento génico 

Para analizar la capacidad de las estirpes portadoras de versiones mutantes de R3B2 

para llevar a cabo el silenciamiento génico inducido por transgenes, se transformaron las 

dos estirpes obtenidas para cada reemplazamiento génico, obtenidas en el apartado 

anterior, con el plásmido autoreplicativo pMAT1253 (De Haro et al., 2009). Este 

plásmido expresa una horquilla bicatenaria de RNA derivada del gen carB capaz de 

disparar el mecanismo de silenciamiento génico inducido por transgenes en la estirpe 

silvestre. El gen carB se ha utilizado tradicionalmente como chivato para detectar el 

silenciamiento génico porque cifra una de las enzimas necesarias para la síntesis de β-

caroteno, un pigmento amarillo que se acumula en la estirpe silvestre de M. lusitanicus 

(Calo et al., 2012; De Haro et al., 2009; Nicolás et al., 2003; Trieu et al., 2015). El 

silenciamiento de este gen provoca la aparición de colonias con parches albinos, de modo 

que puede estimarse el efecto de las mutaciones en R3B2 en el silenciamiento inducido 

por transgenes a través del análisis de la frecuencia de transformantes con sectores 

albinos. La transformación se realizó dos veces en las estirpes MU878, MU882, MU884, 

MU886 y MU888, y una vez en las estirpes MU879, MU883, MU885, MU887 y MU889. 

Los transformantes obtenidos se transfirieron a medio YNB pH 3,5 sólido y se incubaron 

durante 48-72 h a 26ºC en condiciones de iluminación continua para cuantificar la 

proporción de transformantes con parches blancos.  

La media ponderada de las frecuencias de silenciamiento obtenidas para las tres 

transformaciones de cada genotipo (Tabla 11) mostró que la estirpe que llevaba el alelo 



silvestre del gen r3b2 producía un 91,8 % de individuos con parches albinos, mientras 

que la deleción del gen r3b2 reducía la frecuencia de silenciamiento hasta el 53,1 %, 

confirmando que este gen es necesario para el correcto funcionamiento del silenciamiento 

mediado por transgenes (Trieu et al., 2015). De la misma forma, la deleción de parte del 

dominio dsRBD1 practicada en ΔH2 o de la región del dsRBD2 en ΔCTF, disminuyó la 

frecuencia de silenciamiento a niveles similares a los obtenidos para el mutante nulo con 

un 34,9 y 53,9 %, respectivamente. En cambio, las mutaciones en RBD2* no mostraron 

efecto sobre el funcionamiento de la ruta de silenciamiento inducida por transgenes ya 

que la frecuencia de silenciamiento permanecía por encima del 90%. 

El hecho de que las deleciones en los dominios dsRBD1 y dsRBD2 afecten al 

silenciamiento y que estos dominios intervengan en las interacciones de R3B2 con las 

proteínas Dicer, sugiere que esas interacciones son necesarias para el correcto 

funcionamiento de la ruta de silenciamiento canónico mediada por transgenes.  

Tabla 11. Frecuencia de silenciamiento inducida por pMAT1253 en las estirpes de M. lusitanicus portadoras de 

alelos mutados de r3b2.  

  Transformantes     

Genotipo Estirpe Amarillos Albinos Total 
Frecuencia de 

silenciamiento (%) 
Media 

ponderada (%)* 
SD** (%) 

WT 

MU878 2 115 117 98,3 

91,8 6,2 MU878 15 128 143 89,5 

MU879 11 70 81 86,4 

ΔH2 

MU882 33 17 50 34,0 

34,9 10,0 MU882 96 37 133 27,8 

MU883 41 37 78 47,4 

RBD2* 

MU884 2 110 112 98,2 

93,0 5,3 MU884 12 136 148 91,9 

MU885 10 71 81 87,7 

ΔCTF 

MU886 40 86 126 68,3 

53,9 16,1 MU886 67 38 105 36,2 

MU887 39 47 86 54,7 

r3b2Δ 

MU888 34 38 72 52,8 

53,1 2,0 MU888 75 90 165 54,5 

MU889 40 41 81 50,6 

* Se indica en negrita las estirpes que mostraron diferencias significativas respecto al control (P < 0,05) en 

un ANOVA de una vía seguido de un test de diferencia significativa honesta (honestly-significant-

difference o HSD) de Tukey.  

** SD, desviación estándar. 

IV.2.3.3. Papel de los dominios dsRBD en la NCRIP 

La proteína R3B2 es la RNasa central de la NCRIP que regula la expresión génica 

a través de la degradación de mensajeros específicos (Trieu et al., 2015). El 

funcionamiento de esta ruta se ha medido mediante el empleo de técnicas de hibridación 

tipo Northern para estudiar la acumulación de mensajeros regulados por esta ruta (Calo 

et al., 2017; Trieu et al., 2015). Este tipo de técnicas requieren de un largo y laborioso 
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proceso de electroforesis, transferencia e hibridación con sondas marcadas 

radiactivamente que puede ser sustituido mediante la puesta a punto de la medición de 

los mensajeros por PCR cuantitativa en tiempo real (real time quantitative PCR o RT-

qPCR).  

La medición del funcionamiento de la NCRIP se realizó utilizando el gen rvt (IDv2 

156292). Este es una diana directa de la NCRIP seleccionada a partir de un análisis 

transcriptómico que había sido previamente validado en nuestro laboratorio (Ghizlane 

Tahiri, comunicación personal). Las estirpes de M. lusitanicus que portaban cada uno de 

los diferentes alelos del gen r3b2 (Figura 32A) se sembraron en cajas de medio YPG pH 

4,5 a razón de 2,5·105 esporas por caja y se dejaron crecer durante 24 h en condiciones 

de iluminación continua para obtener un micelio joven y homogéneo que cubriese la 

superficie de cada caja.  

 
Figura 32. Funcionamiento de la NCRIP en las estirpes de M. lusitanicus portadoras de alelos mutados de r3b2. 

A) Representación de las variantes de R3B2 introducidas en las estirpes de M. lusitanicus analizadas en B y C. B) 

Expresión relativa del gen rvt como nuevo chivato de la NCRIP determinada mediante RT-qPCR y normalizados 

respecto al gen ef-1. C) Expresión relativa del gen r3b2 determinada mediante RT-qPCR y normalizados respecto al 

gen ef-1. Los asteriscos indican diferencias de expresión significativas (*, P < 0,05; **, P < 0,01) en un ANOVA de 

una vía seguido de un test HSD de Tukey.  

Al igual que sucedió para la frecuencia de silenciamiento (Véase IV.2.3.2), el 

análisis de la acumulación de mRNA del gen rvt, mediante RT-qPCR, reveló que las 

estirpes que expresaban la variante RBD2*, con mutaciones en los residuos que afectan 

a la unión del RNA del dsRBD2, se comportaban de manera similar a las portadoras de 



la construcción silvestre, mientras que las portadoras de las variantes ΔH2 y ΔCTF 

mostraban un aumento significativo de la acumulación del gen chivato, similar al de las 

estirpes r3b2Δ (Figura 32B). Estos resultados sugirieron que el dominio dsRBD1 y la 

región portadora del dsRBD2 son necesarios para el correcto funcionamiento de la 

NCRIP in vivo. 

Para comprobar que los resultados obtenidos no se debían a diferencias en el nivel 

de expresión de los distintos alelos de r3b2, se midió esta expresión mediante RT-qPCR 

utilizando los oligonucleótidos R3B2-qPCR-Fow4 y R3B2-qPCR-Rev4 que mostraron 

una eficiencia de 99,5 %. No se observaron variaciones significativas en la expresión de 

las diferentes versiones de R3B2, salvo en la versión de las estirpes ΔCTF, que mostraron 

un aumento de expresión de unas 3 veces respecto al resto (Figura 32C). Aun así, la 

sobrexpresión del alelo Δctf no fue capaz de rescatar el fenotipo r3b2-. 

IV.2.3.4. Estudio de la virulencia de las estirpes portadoras de alelos mutados de r3b2 

Los estudios previos del grupo de investigación habían puesto de manifiesto la 

necesidad de una NCRIP funcional para la virulencia de M. lusitanicus (Pérez-Arques et 

al., 2020). Dado que las mutaciones practicadas en las regiones de R3B2, implicadas en 

las interacciones con las proteínas Dicer, mostraban un efecto negativo sobre los 

mecanismos de RNAi del hongo, se procedió a analizar sus consecuencias sobre la 

virulencia. El efecto sobre la virulencia de las mutaciones en R3B2 se midió en la especie 

Galleria mellonella que se ha utilizado de forma habitual para estudiar las infecciones 

fúngicas debido a su sencillez de manejo, bajo coste y coherencia con otros modelos 

animales más complejos (Maurer et al., 2019; Trieu et al., 2017).  

En consonancia con los resultados de virulencia previamente analizados en ratón 

(Pérez-Arques et al., 2020), las larvas de G. mellonella infectadas con la estirpe r3b2- 

(MU412) mostraron un descenso significativo de la supervivencia de hasta el 45% 

respecto a las larvas no tratadas, pero inferior al encontrado cuando se utilizó la estirpe 

control R7B, cuya supervivencia fue del 6,6% (Figura 33). Las estirpes que expresaban 

la versión ΔH2 (MU883) con la deleción en el dsRBD1, la versión truncada ΔCTF 

(MU886) que carecía del dsRBD2 y la versión Δr3b2 (MU889) mostraron unas tasas de 

supervivencia de 48, 53 y 47%, respectivamente, similares a la estirpe que carece de r3b2. 

Por último, la estirpe RBD2* (MU884) presentó una tasa de supervivencia (23%) más 

próxima a la de la estirpe virulenta R7B - (Figura 33). Estos resultados indicaron que las 

mutaciones de R3B2 que afectaron negativamente a la NCRIP también repercutían en la 

virulencia de M. lusitanicus, confirmando la necesidad de una NCRIP funcional para una 

capacidad infectiva completa y sugiriendo que el dsRBD1 y la región que contiene el 

dsRBD2 podrían ser buenas dianas para el desarrollo de compuestos antifúngicos.  
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Figura 33. Supervivencia de larvas de G. mellonella infectadas con las estirpes de M. lusitanicus portadoras de 

alelos mutados de r3b2. 

Ensayo de supervivencia de larvas de G. mellonella infectadas con 2·106 esporas de las estirpes indicadas (n = 20 x 3) 

donde todas muestran diferencias significativas (P < 0,05) respecto a la estirpe virulenta (R7B) en un test de Mantel-

Cox (log-rank). Se utilizó IPS como control negativo del procedimiento de infección. 

IV.2.4. Efecto de las mutaciones en los dsRBD en la interacción de R3B2 con 

las proteínas Dicer 

La deleción de parte del dominio dsRBD1 o de la región CTF que contenía el 

dsRBD2 de R3B2 han mostrado un efecto negativo sobre la ruta canónica de RNAi 

inducida por transgenes (Véase IV.2.3.2), la NCRIP (Véase IV.2.3.3) y la virulencia 

(Véase IV.2.3.4) de M. lusitanicus. Por otro lado, los ensayos in vitro de EMSA y de 

actividad RNasa indicaron que los dsRBD eran necesarios para la unión de R3B2 al RNA 

(Véase IV.1.4) pero no para su actividad catalítica (Véase IV.1.5.2). Como estas regiones 

(F14 y CTF) son las que utiliza R3B2 para interaccionar con las proteínas Dicer-1 y CTF 

para interaccionar consigo misma y Dicer-2 (Véase IV.2.2), se procedió a comprobar si 

las mutaciones puntuales en el dsRBD2 y las deleciones que incluían a los dsRBD 

alteraban estas interacciones de la RNasa. Para ello, los cDNA de los alelos que 

codificaban las variantes, y que se habían utilizado para su expresión en E. coli, (Figura 

34A), se amplificaron y clonaron en los vectores pACTII y pBD-Gal4, para analizar las 

interacciones en el sistema Y2H (Véase III.3.2). Además, para poder analizar el efecto 

individual de cada mutación sobre las interacciones, se amplificaron y clonaron tres 

nuevos fragmentos (Figura 34A) a partir de los plásmidos que contenían la 

correspondiente versión mutada de R3B2 (Véase III.3.2): el fragmento ΔCTF_ΔH2 que 

expresaba la versión truncada de R3B2 ΔCTF con la deleción ΔH2 en su dsRBD1, el 

fragmento F14_ΔH que expresaba la región que contiene el dsRBD1 de R3B2 con la 

deleción ΔH2 y el fragmento CTF_RBD2* que expresaba la región CTF (Véase IV.1.2) 

con las cuatro sustituciones a alanina (aminoácidos 469-472) en su dsRBD2.  

El ensayo de Y2H para determinar el efecto de las mutaciones que afectan a los 

dominios dsRBD sobre la dimerización de R3B2 mostró que no tenían efecto al analizar 

la proteína completa (Figura 34B), probablemente debido a la fuerte interacción del 



dominio RIIID consigo mismo (Véase IV.1.3). La variante ΔH2 en fase con Gal4BD fue 

capaz de permitir el crecimiento de las levaduras en las condiciones selectivas para la 

interacción (Figura 34B línea - / ΔH2), por lo que no pudieron analizarse las interacciones 

que involucraban a esta variante. No obstante, no se esperaba una influencia en la 

dimerización al no estar implicado en la misma el fragmento F14. En cambio, la 

interacción débil que se detectó entre las regiones CTF desapareció completamente 

cuando se introdujo la mutación RBD2* (Figura 34B línea CTF_RBD2* / CTF_RBD2*). 

Estos resultados sugirieron que los residuos mutados del dsRBD2 están implicados en la 

dimerización de R3B2.  

 
Figura 34. Efecto de las mutaciones en R3B2 sobre las interacciones en las que participa. 

A) Representación de las variantes de R3B2 con mutaciones puntuales o deleciones junto con los fragmentos de dichas 

variantes que se han analizado. B) Ensayo de Y2H para determinar el efecto de las mutaciones sobre la dimerización 

de R3B2 mediante siembra de gotas de diploides e incubación durante dos semanas en SD-WL (control), SD-WLH + 

3AT (Interacción débil) y SD-WLA (Interacción fuerte). C) Ensayo de Y2H para determinar el efecto de las mutaciones 

en R3B2 sobre la interacción con Dicer-1 y Dicer-2 en las mismas condiciones que en B. D) Ensayo de Y2H de las 

combinaciones recíprocas de la variante ΔH2 en las mismas condiciones que en B.  
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Las mutaciones puntuales en dsRBD2 tanto en la proteína completa (RBD2*) como 

en el fragmento CTF (CTF_ RBD2*) no mostraron diferencias respecto a la proteína 

silvestre en los ensayos de interacción con las proteínas Dicer-1 o Dicer-2 (Figura 34C). 

Tampoco las mostró la variante ΔH2, que solo llevaba la mutación en el dominio dsRBD1 

manteniendo el resto de la secuencia de la proteína R3B2 silvestre (Figura 34D). Por el 

contrario, la deleción ΔH2 en el dsRBD1 eliminaba completamente la interacción de este 

dominio con Dicer-1 tanto al analizar la región F14 por separado, como en la versión de 

R3B2 que carecía de CTF (Figura 34C líneas F14_ΔH2 y ΔCTF_ΔH2).   

IV.2.5. Bases estructurales de las interacciones de R3B2 y las proteínas Dicer 

Los resultados anteriores indicaron que la mutación del dsRBD1 afecta a la 

interacción con Dicer-1 y que la deleción de la región CTF, pero no el dsRBD2, afecta a 

la interacción con Dicer-1 y Dicer-2. Ambas mutaciones afectan tanto a la ruta canónica 

de silenciamiento como a la NCRIP, de modo que se postuló que la formación del 

complejo Dicer/R3B2 era necesaria para el correcto funcionamiento de ambas rutas de 

silenciamiento. La estructura de las proteínas Dicer de M. lusitanicus no se había 

caracterizado y la de resolución de la estructura cristalográfica de R3B2 solo había 

permitido la determinación del dominio RIIID. Ante la carencia de estructuras de los 

dominios implicados en las interacciones entre las Dicer y R3B2, y en un intento por 

profundizar en las bases estructurales de estas interacciones, se procedió a la predicción 

y modelado de las proteínas utilizando los últimos avances basados en inteligencia 

artificial descritos en la literatura (Jumper et al., 2021) y las estructuras de las proteínas 

Dicer de otras especies resueltas mediante criomicroscopía electrónica (Liu et al., 2018; 

Sinha et al., 2018; Wei et al., 2021). 

IV.2.5.1. Estructura predicha de las proteínas Dicer-1 y Dicer-2 de M. lusitanicus 

Las predicciones de las estructuras de las proteínas Dicer se realizaron utilizando el 

algoritmo Alphafold2, basado en inteligencia artificial, pero debido a las limitaciones en 

el tamaño de las proteínas del algoritmo, ambas Dicer se dividieron en las tres regiones 

analizadas mediante Y2H y sus predicciones se alinearon sobre las estructuras de 

proteínas Dicer disponibles (Liu et al., 2018; Sinha et al., 2018; Wei et al., 2021) para 

obtener un modelo completo con sus dominios anotados (Figura 35A).  

La estructura global de ambas proteínas Dicer (Figura 35B y 35C) es similar a una 

L con barra oblicua (Ł) donde los tres subdominios de la región N-terminal que 

conforman el dominio DExD/H-Box helicasa (Hel1, Hel2 y Hel2i) ocupan la base o brazo 

corto de la L, el dominio DUF283 se localiza en el contacto entre ambos brazos, los 

dominios Platform y PAZ ocupan el extremo del brazo largo y, finalmente, los dominios 

RNasa III de la región C-terminal forman un dímero intramolecular situado en el centro 

de la estructura. Las regiones Hel1 y Hel2 del dominio helicasa ocupan la parte interior 

del brazo corto, mientras que la región Hel2i se sitúa en el extremo presentando algunas 

diferencias entre ambas proteínas Dicer. Esta última región presenta en Dicer-1 un conec- 



 

Figura 35. Estructura predicha de las proteínas Dicer de M. lusitanicus. 

A) Representación de la arquitectura de dominios completa de las proteínas Dicer de M. lusitanicus donde se indican 

las regiones para las que no se predice estructura secundaria (barra gris). B) Estructura predicha de la proteína Dicer-1 

con indicación de las posiciones de sus dominios. C) Estructura predicha de la proteína Dicer-2 con indicación de las 

posiciones de sus dominios. D) Comparación de las regiones Hel2i de Dicer-1 y Dicer-2 donde se muestra la primera 

hélice α del dominio y las diferencias con una flecha negra. E) Comparación de los dominios DUF283 de Dicer-1 y 

Dicer-2 donde se indican las diferencias con una flecha negra. F) Ampliación de la estructura de los centros catalíticos 

de la Dicer humana (hDicer, 5ZAK), las dos Dicer de M. lusitanicus y la superposición de las estructuras de cada una 

de las Dicer de M lusitanicus con la de la hDicer. 

https://www.rcsb.org/structure/5ZAK
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tor de mayor tamaño antes de la formación de su primera hélice α (Figura 35D), una 

región que se caracteriza por su capacidad de interaccionar con proteínas de unión a RNA 

(Liu et al., 2018; Su et al., 2021; Yamaguchi et al., 2021). Desde este extremo de las 

proteínas hasta la curva entre ambos brazos de la L se dispone una estructura en forma de 

V formada por dos hélices α (Pincer), que establece una conexión mecánica no resuelta 

entre el dominio helicasa y el DUF283. Este último dominio presenta un plegamiento 

αβββα, similar al de los dominios dsRBD, nuevamente con un conector entre dos de sus 

láminas β antiparalelas expandido en Dicer-1 con respecto a Dicer-2 (Figura 35E). El 

dominio DUF283 conecta con el extremo del brazo largo de la L donde se sitúa el dominio 

Platform a través de un conector de 105 aminoácidos en Dicer-1 y 164 aminoácidos en 

Dicer-2, del que no se puede conocer su estructura por la imposibilidad de predecir su 

estructura secundaria (Figura 35A). En el extremo del brazo largo de la L se encuentra el 

dominio PAZ, crítico para la unión del RNA, que está formado por un barril β central 

rodeado de pequeñas hélices α y bucles, que conecta con el dominio RIIIDa a través de 

una larga hélice α (connector), rodeada por el dominio Platform (Figura 35B y 35C). Los 

dominios RIIIDa y RIIIDb forman un dímero intramolecular que ocupa la posición central 

del brazo largo de la L, de forma similar a lo que ocurre en las proteínas Dicer de humanos 

(Liu et al., 2018), A. thaliana (Wei et al., 2021), D. melanogaster (Sinha et al., 2018)  y 

G. intestinalis (MacRae et al., 2006). Los residuos catalíticos están conservados en ambos 

dominios RIIID y presentan una alineación perfecta con otras Dicer homólogas (Figura 

35F), lo que indica que se trata de proteínas catalíticamente activas. Finalmente, el RIIIDb 

se continua con un domino DSRM de unión a dsRNA, situado de forma diametralmente 

opuesta a los residuos catalíticos del dímero central (Figura 35B y 35C).  

IV.2.5.2. Estructura de la proteína R3B2 y descripción de la posible región de interacción 

(PIR) en CTF 

El menor tamaño de la proteína R3B2 permite la predicción de su estructura 

completa como dímero utilizando también el algoritmo Alphafold empleado con las 

proteínas Dicer (Figura 36A).  

Estructuralmente, R3B2 contiene un dominio RIIID atípico y dos dominios dsRBD, 

como se ha indicado anteriormente (Figura 36A y 36C). La estructura cristalográfica del 

dominio RIIID reveló está constituido por siete hélices α que forman una estructura bien 

empaquetada en el homodímero de R3B2. El alineamiento estructural del homodímero 

predicho usando Alphafold y del cristalizado (Véase IV.1.6.1) básicamente coinciden, 

indicando que la predicción es coherente con los datos ya obtenidos (Figura 36B). Del 

RIIID parte un conector (Figura 36C) que enlaza con el primer dominio dsRBD, dsRBD1, 

que muestra su característico plegamiento αβββα, con dos hélices α que estos dominios 

utilizan para interaccionar con el RNA y que se encuentran plegadas frente a una triple 

lámina β antiparalela (Figura 36A y 36C). Entre los residuos básicos que podrían estar 

involucrados en la unión de dsRNA destacan tres lisinas: K171, K220 y K222. Tras el 

dsRBD1  aparece  un  largo  conector  en  el  que  no  se  predice  una  gran  organización  



 

 

Figura 36. Estructura predicha de R3B2. 

A) Predicción del dímero de R3B2, con un monómero a la derecha y otro a la izquierda, donde se indican los dominios 

RIIID (rojo), dsRBD1 (azul claro) y dsRBD2 (azul oscuro). B) Superposición del dímero RIIID de R3B2 obtenido 

mediante difracción de rayos X (azul; PDB 6ZDW) y por predicción con el algoritmo Alphafold2 (rojo). Se indica el 

valor RMSD y el número de aminoácidos con trimming y sin trimming entre paréntesis. C) Predicción de la estructura 

monomérica de R3B2. Se oculta la región conectora no estructurada por claridad (línea discontinua). D) Secuencia y 

estructura secundaria de la proteína R3B2. Se indican los dominios mediante recuadros coloreados. 

https://www.rcsb.org/structure/6ZDW
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(Figura 36C y 36D) y que presenta una zona especialmente llamativa rica en aminoácidos 

básicos y ácidos (entre los aminoácidos D316 y E333), continuada de una segunda zona 

con una gran abundancia de residuos polares (entre A334 y Q353). Esta zona está 

encuadrada en la región CTF de R3B2, que presentó una interacción fuerte con la región 

2 de Dicer-1 y una interacción débil con Dicer-2 (Véase IV.2.2). Puesto que este tipo de 

regiones con gran número de cargas pueden estar involucradas en las interacciones 

proteína-proteína, se le denominó posible región de interacción (possible interaction 

region o PIR). Tras el conector, se localiza el segundo dominio de unión a dsRNA, 

dsRBD2, que al igual que el primero presenta el plegamiento característico αβββα (Figura 

36C y 36D), con los residuos K415, R469, R470, K471 y K472 presuntamente implicados 

en la interacción con el RNA.  

IV.2.5.3. Interacción de la región PIR de R3B2 con las regiones de Dicer-1 

Los ensayos de Y2H realizados con anterioridad (Véase IV.2.2) revelaron que la 

región 1, que incluye el dominio helicasa de Dicer-1, interacciona de forma débil con el 

F14 de R3B2, que contiene el dsRBD1, y que la región 2, con los dominios DUF2283, 

Platform y PAZ de Dicer-1, interacciona de forma intensa con CTF de R3B2, que 

contiene la región PIR y el dsRBD2. Diversas investigaciones en las que se ha 

caracterizado la interacción entre Dicer y proteínas con dominios de unión a dsRBD, 

muestran una interacción conservada de uno de los dsRBD con la región Hel2i de la 

proteína Dicer (Liu et al., 2018; Wilson et al., 2015; Yamaguchi et al., 2021). Con el fin 

de profundizar en la interacción entre Dicer-1 y R3B2, se procedió a dividir las regiones 

D1R1 y D1R2 de Dicer en cada uno de los dominios que se detectan en base a las 

predicciones estructurales y la región CTF de R3B2 en un fragmento con el conector que 

contiene PIR y otro con el dsRBD2 (Figura 37A).  

Los fragmentos de R3B2 que codifican el conector que contiene PIR (aminoácidos 

266-382) y el dsRBD2 (aminoácidos 376-493) se amplificaron y clonaron en pBD-GAL4 

(Véase III.3.2). Cada una de las regiones D1R1 y D1R2 de Dicer-1 se dividieron en 5 

nuevos fragmentos que fueron amplificados y clonados en pACTII (Véase III.3.2) para 

ensayar su interacción. La región D1R1 se dividió en los fragmentos D1R1A que codifica 

el Hel1, el fragmento D1R1B que codifica el Hel2i, el fragmento D1R1C que codifica el 

Hel2 y los fragmentos D1R1AB y D1R1BC que combinan D1R1A con D1R1B y este 

último con D1R1C, respetivamente. De la misma forma, la región D1R2 de Dicer-1 se 

dividió en D1R2A que codifica el dominio DUF283, D1R2B que codifica el dominio 

Platform, D1R2C que codifica el dominio PAZ y las combinaciones D1R2AB y 

D1R2BC. 

Los nuevos plásmidos se utilizaron para transformar las levaduras y generar los 

nuevos stocks que se cruzaron con las estirpes ya disponibles en la colección para la 

realización de un nuevo ensayo de Y2H (Véase III.2.3). La interacción de R3B2 con los 

diferentes dominios de la región 1 de Dicer-1 mostró una interacción residual con el 

D1R1AB y una muy intensa con el D1R1BC, no detectándose interacción con ninguno  



 
Figura 37. Determinación de los dominios de Dicer-1 y R3B2 involucrados en su interacción. 

A) Representación de las proteínas Dicer-1 y R3B2, derivadas de la predicción estructural, donde se indican las regiones 

analizadas mediante Y2H. B) Interacción de los dominios de la región D1R1 de Dicer-1 con R3B2. C) Interacción de 

los dominios de la región D1R2 de Dicer-1 con R3B2. D) Interacción de los dominios de Dicer-1 que ofrecieron un 

resultado positivo en B y C, frente a los fragmentos de R3B2 con los que interaccionan identificados en IV.2.2. E) 

Interacción de la región CTF dividida en PIR y dsRBD2 con Dicer-1, analizada utilizando las combinaciones recíprocas 

de los fragmentos con los dominios AD y BD de Gal4.  
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de los dominios por separado (Figura 37B). Por otro lado, cuando los fragmentos de la 

región D1R1 que habían dado positivo con la proteína R3B2 completa se enfrentaron sólo 

a la región F14 de R3B2, se detectó una interacción muy intensa únicamente con el 

dominio D1R1BC (Figura 37D). Estos datos sugirieron que la interacción entre el 

dsRBD1 de R3B2 y Dicer-1 debe de ser muy similar a las ya descritas para otras proteínas 

Dicer y sus proteínas acompañantes (Chendrimada et al., 2005; Lee et al., 2006; Liu et 

al., 2003), que está mediada por la región Hel2i. El motivo por el que esta interacción 

solo se detecte cuando se combinan los dominios Hel2 y Hel2i, en D1R1BC, podría 

deberse a la necesidad de la presencia del primero para un correcto ensamblaje del 

segundo que permita una interacción adecuada. Alternativamente, la interacción entre el 

dsRBD1 de R3B2 y la región helicasa de Dicer-1 podría estar produciéndose a través de 

una superficie que involucre a los dominios Hel2 y Hel2i. 

Por otro lado, la interacción entre R3B2 y los dominios de la región D1R2 de Dicer-

1 mostró que, en este caso, el contacto se produce de forma intensa exclusivamente a 

través del fragmento D1R2BC (Figura 37C). La subdivisión de la región CTF de R3B2, 

que interaccionaba con la región D1R2 de Dicer-1, reveló que el contacto se produce de 

forma intensa y exclusiva a través del conector que contiene la región PIR y no por medio 

de su dsRBD2 (Figura 37D). Estos mismos ensayos revelaron que PIR unido a GAL4BD 

por sí solo es capaz de activar la transcripción de los genes chivatos en el ensayo Y2H en 

estas condiciones dando lugar a un falso positivo en condiciones de selección débil 

(Figura 37D, línea -/PIR). 

Dado que la interacción entre D1R2BC y PIR supone la primera descripción de este 

tipo de regiones de interacción en Mucorales, se procedió a clonar PIR y dsRBD2 en las 

combinaciones opuestas con los dominios AD y BD del sistema de Y2H (Véase III.3.2). 

Se generaron nuevos stocks de levaduras (Véase III.2.3) portadoras de estas últimas 

construcciones y su enfrentamiento con las ya presentes en la colección puso de 

manifiesto que la interacción con Dicer-1, que involucra a la región C-terminal de R3B2, 

se produce exclusivamente a través del conector que contiene la región PIR (Figura 37E).  

IV.2.6. Análisis del tamaño y polaridad de los siRNA en los mutantes de las 

proteínas implicadas en el RNAi de M. lusitanicus 

El mecanismo de RNAi de M. lusitanicus está dividido en tres rutas teniendo en 

cuenta las proteínas involucradas. La mayoría de las proteínas participan en las tres rutas 

dando lugar a una compleja interconexión entre ellas. La caracterización inicial de R3B2 

reveló que la producción de la mayoría de los ex-siRNA, aquellos que derivan de genes 

codificantes de proteínas, producidos por la ruta canónica de RNAi estaba reducida en el 

mutante en r3b2 (Trieu et al., 2015). Esto sugiere que la actividad catalítica de R3B2 

frente a ssRNA descrita en esta tesis (Véase IV.1.5.1) es necesaria para el correcto 

funcionamiento del mecanismo. Por el contrario, los resultados obtenidos en otras 

investigaciones han sugerido un efecto opuesto de la NCRIP sobre las rutas canónicas 



dependientes de Dicer que permiten la generación de epimutantes (Calo et al., 2017; 

Chang et al., 2019) y el silenciamiento de los Grem-LINE1 (Pérez-Arques et al., 2020). 

La interacción de R3B2 con las proteínas Dicer descrita en las secciones anteriores podría 

explicar el efecto positivo y negativo de la proteína sobre la producción de siRNA. Las 

características de los siRNA producidos por las rutas canónicas de RNAi son: unos 

tamaños definidos (21, 23 y 24 nt), una polaridad tanto con sentido como antisentido 

respecto a su mRNA diana y la presencia de un U en sus extremos 5’ (Nicolás et al., 

2010). Por el contrario, los rdRNA producidos por la NCRIP presentan una distribución 

de tamaños aleatoria, una preferencia por la presencia de U en la penúltima posición de 

los extremos 3’ y una polaridad principalmente con sentido en relación al transcrito del 

que derivan, por lo que se supone que se trata de productos de degradación (Trieu et al., 

2015). Con el fin de determinar las implicaciones de las interacciones descritas en esta 

tesis sobre la conexión entre las tres rutas de RNAi, se procedió a analizar la distribución 

de tamaños y polaridad de los sRNA en mutantes de los genes que codifican proteínas del 

RNAi. Para este análisis se consideraron como productos exclusivos de la ruta canónica 

los sRNA antisentido al mRNA, ya que no pueden derivar de la degradación del mRNA, 

ya sea por la NCRIP u otro mecanismo celular distinto. 

IV.2.6.1. Comparación de sRNA en el mutante en r3b2 durante el crecimiento activo y la 

fase estacionaria 

La realización en nuestro laboratorio de nuevas transcriptómicas de sRNA del 

mutante en r3b2 a las 24 h de crecimiento en medio rico permitió analizar la dinámica de 

distribución de tamaños y polaridad de los sRNA producidos y compararla con los 

estudios previos obtenidos en fase estacionaria (48 h de crecimiento en medio rico). Los 

resultados obtenidos revelaron dos situaciones sustancialmente diferentes relacionadas, 

por un lado, con la regulación génica por la ruta canónica de RNAi a través de los ex-

siRNA antisentido y, por otro lado, con los siRNA procedentes de los Grem-LINE1. 

Durante el crecimiento activo (24h) la estirpe r3b2Δ mostró una reducción de la 

producción de ex-siRNA antisentido respecto al silvestre, mientras que el silenciamiento 

de los Grem-LINE1 parecía estar siendo más eficiente dada la menor acumulación de 

siRNA con sentido, que debían incluir los siRNA con sentido y los productos de 

degradación de los transcritos (Figura 38A). Este resultado es coherente con la 

participación de R3B2 en la producción de los ex-siRNA (Trieu et al., 2015) y 

simultáneamente indica un mejor del silenciamiento de los Grem-LINE1 en el mutante 

en r3b2 tanto a 24h como a 48h (Pérez-Arques et al., 2020). En cambio, durante la fase 

estacionaria, los niveles de ex-siRNA antisentido recuperaron valores similares a la 

estirpe silvestre con un aumento de acumulación de ex-siRNA antisentido de 21 nt (Figura 

38A). Debido a la ausencia de réplicas técnicas de las transcriptómicas durante la fase 

estacionaria no se pudo determinar si este aumento era significativo. En cualquier caso, 

acompañando a la recuperación de los niveles silvestres de ex-siRNA antisentido se 

observó una gran reducción en la acumulación de sRNA con sentido lo que sugiere un 

mejor silenciamiento de los genes codificantes de proteínas (Figura 38A). Este resultado 
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supone que la disminución de ex-siRNA descrita en el mutante r3b2Δ a las 48 h de 

crecimiento (Trieu et al., 2015) se debía probablemente a la menor acumulación de sRNA 

con sentido, es decir ex-siRNA con sentido y productos de degradación y no a una menor 

producción de ex-siRNA, entendidos como los siRNA antisentido (Figura 38A). 

La suposición anterior se vio reforzada al analizar el logo de los siRNA 23 nt 

durante el crecimiento activo y la fase estacionaria. A las 24 h de crecimiento, los siRNA 

antisentido de la estirpe silvestre y el mutante r3b2Δ mostraron el característico U en 5’, 

mientras que los sRNA con sentido presentaban unas características que probablemente 

son resultado de la suma de las características de siRNA, rdRNA y otros productos de 

degradación, con solo un ligero enriquecimiento de U en 5’, típico de siRNAs, y en la 

penúltima posición, típico de rdRNAs (Figura 38B). Por el contrario, durante la fase 

estacionaria ambas estirpes mantuvieron las características de los ex-siRNA antisentido, 

mientras que sus siRNA con sentido revelaron un perfil mayoritario de rdRNA con 

enriquecimiento de A y G en toda la secuencia y U en la penúltima posición en la estirpe 

silvestre, en contraposición a la acumulación de verdaderos ex-siRNA con sentido en el 

mutante r3b2Δ (Figura 38B). Estos resultados sugieren que el silenciamiento canónico 

mediado por ex-siRNA de genes codificantes está funcionando mucho mejor en el 

mutante r3b2Δ durante la fase estacionaria, limitando la necesidad de R3B2 para el 

correcto funcionamiento de la ruta canónica de RNAi al crecimiento activo, dada la menor 

producción de ex-siRNA a las 24 h (Figura 38A). Esta interpretación es coherente con el 

mantenimiento de los niveles de sRNA con sentido derivados de los Grem-LINE1 y la 

marcada acumulación de siRNA antisentido en relación a la estirpe silvestre durante la 

fase estacionaria (Figura 38A) que había sido descrita previamente (Pérez-Arques et al., 

2020). Además, la conservación de la frecuencia de U en la penúltima posición durante 

el crecimiento activo en la estirpe carente de r3b2 (Figura 38B) sugiere que podría existir 

otra proteína adicional que produzca el rdRNA solo durante este periodo (Véase V.3). 

El logo de los siRNA con sentido y antisentido derivados de Grem-LINE1 durante 

el crecimiento activo y la fase estacionaria reveló una diferencia fundamental respecto a 

los ex-siRNA, además del sugerido mejor funcionamiento del silenciamiento contra ellos. 

La mayoría de los sRNA con sentido derivados de estos TE parecen ser verdaderos siRNA 

con U en 5’, no observándose una gran acumulación de productos de degradación de 

forma análoga a lo observado en el mutante en r3b2 a las 48 h (Figura 38A y 38C). Estos 

resultados sugieren que la maquinaria canónica de silenciamiento podría llevar a cabo un 

control refinado de la acumulación de mRNA durante el crecimiento activo basado en la 

producción de ex-siRNA primarios, que dependerían de RdRP-1, mientras que la 

regulación de los Grem-LINE1, y probablemente otros TE, teniendo en cuenta la 

coincidencia del perfil de los primeros con el de las regiones genómicas no codificantes 

(Figura 39A), podría estar basada en el mecanismo de amplificación mediado por RdRP-

2. Esto podría explicar la notable ausencia de productos de degradación diferentes de los 

que presentan tamaños compatibles con los siRNA de los Grem-LINE1.  



 

 
Figura 38. Comparación de las características de los sRNA de M. lusitanicus acumulados en el mutante r3b2Δ. 

A) Distribución de tamaños y polaridad de los sRNA durante el crecimiento activo (24 h) y en fase estacionaria (48 h) 

separándose los pertenecientes a genes codificantes de proteínas o a Grem-LINE1. Los rombos negros en la distribución 

a 24 h indican diferencias significativas en relación a la estirpe silvestre (p < 0,05) tras una prueba T de student 

desapareada de dos colas. LPM, lecturas por millón; WT, estirpe silvestre. B) Logo de las secuencias de 23 nt 

representativo de los siRNA de los genes codificantes de proteínas. C) Logo de las secuencias de 23 nt representativo 

de los siRNA derivados de los Grem-LINE1. 

IV.2.6.2. Acumulación de sRNA con sentido y antisentido en los mutantes de las proteínas 

de RNAi 

Con el objetivo de validar la hipótesis planteada en el apartado anterior, se realizó 

un análisis de los sRNA acumulados en los mutantes rdrp-1Δ y rdrp-2Δ a las 48 h, que 

sugirió que existen dos tipos diferentes de aRNA, primario y secundario, y que RdRP-2 

no es capaz de reconocer el aRNA primario. En ausencia de la proteína RdRP-1, se 

observó una elevada acumulación de ex-siRNA antisentido de 23 y 24 nt (Figura 39A), 

que derivaban sorprendentemente en su mayor parte (93%) de 7 genes, correspondiendo 

el 80% de las lecturas a uno solo de ellos, el gen con ID 109224  (Figura 39B). Este 

resultado supuso que, en la práctica, no había una producción significativa de ex-siRNA 

antisentido del resto de genes regulados por las rutas de RNAi canónicas. Así, parece que 
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la menor acumulación de ex-siRNA descrita anteriormente (Nicolás et al., 2010; Trieu et 

al., 2015) en realidad representa la pérdida de producción de ex-siRNA con sentido en el 

mutante en rdrp-1. Esto último es coherente con la necesidad de RdRP-1 para la iniciación 

del silenciamiento canónico inducido por transgenes (Calo et al., 2012) y sugiere que 

RdRP-2, la RdRP responsable de la amplificación del silenciamiento, no puede inducir la 

maquinaria de RNAi canónica a partir de aRNA que no han entrado en contacto 

previamente con el RISC. Sin embargo, la acumulación de siRNA derivados de los Grem-

LINE1 en el mutante en rdrp-1 reveló un patrón similar al observado en el mutante en 

r3b2 a las 48 h (Figura 38A y 39A). Este resultado está de acuerdo con la competición de 

la NCRIP y el mecanismo de RNAi canónico, del que depende la producción de 

epimutantes y control de los Grem-LINE1 (Calo et al., 2014, 2017; Pérez-Arques et al., 

2020), sugiriendo el funcionamiento de otra RdRP o fuente alternativa de dsRNA para 

iniciar la maquinaria canónica de RNAi en estos casos.  

Un dato destacable de los mutantes en r3b2 y rdrp-1, los genes centrales de la 

NCRIP, es la extraordinaria acumulación de siRNA antisentido de 21 nt (Figura 38A y 

39A). Estos sRNA se consideran los siRNA maduros de la ruta de RNAi canónica, ya que 

su acumulación es posterior a la de los siRNA de 23-24 nt (Nicolás et al., 2003). Este 

resultado sugiere que los siRNA antisentido de 21 nt se producen mayoritariamente por 

el mecanismo de amplificación del RNAi, que está de acuerdo con la reducida producción 

de este tipo de siRNA en el mutante en rdrp-2 (Figura 39A).  

Por otro lado, el patrón de distribución de los ex-siRNA antisentido del mutante 

rdrp-2Δ mostró un incremento de la producción de siRNA de 23 y 24 nt (Figura 39A), 

que en este caso no se debía a ningún locus sobrerrepresentado. Este resultado refleja el 

funcionamiento del silenciamiento canónico de genes codificantes de proteínas en 

ausencia de amplificación. El perfil obtenido resulta cuantitativamente muy similar al de 

la estirpe silvestre durante el crecimiento activo (Figura 38A y 39A) salvo por la 

reducción en los ex-siRNA antisentido de 21 nt, lo que sugiere que durante el crecimiento 

activo la regulación de los genes codificantes de proteínas depende mayoritariamente de 

RdRP-1 y, de nuevo, que la producción de siRNA de 21 nt se debe a RdRP-2.  

Respecto a los Grem-LINE1 la acumulación de siRNA antisentido sufrió una gran 

reducción acompañada de un aumento de los siRNA consentido, lo que sugirió que el 

mutante en rdrp-2 no es capaz de silenciar estos TE adecuadamente. Cuando se analizaron 

los mRNA en los Grem-LINE se detectó un aumento en el mutante rdrp-1Δ y no en el 

rdrp-2Δ ni en el doble mutante dicer-1Δ/dicer-2Δ, cuando se comparó con la estirpe 

silvestre, y estos niveles de mRNA se correlacionaban, de manera inversa, con las 

diferencias que presentaban estas estirpes en la acumulación de siRNA (Figura 39A y 

39C).  



 
Figura 39. Funcionamiento de la ruta de RNAi canónica en los mutantes rdrp-1Δ y rdrp-2Δ. 

A) Distribución de tamaños y polaridad de los sRNA en fase estacionaria (48 h) separándose los pertenecientes a genes 

codificantes de proteínas y a Grem-LINE1. LPM, lecturas por millón; WT, estirpe silvestre. B) Distribución porcentual 

de las lecturas de los sRNA antisentido de los genes codificantes de proteínas en el mutante rdrp-1Δ dependientes de 

Dicer (Log2FC ≤ -1 en dicer-1Δ/dicer-2Δ) e independientes de RdRP-1 (Log2FC ≥ 0 en rdrp-1Δ) que presentan una 

abundancia relativa ≥ 50 LPM en la estirpe silvestre. La categoría resto engloba a los sRNA antisentido independientes 

de Dicer, por lo que no estarían relacionados con el silenciamiento canónico. Los identificadores numéricos se refieren 

a la V2.0 del genoma de M. lusitanicus. LPM, lecturas por millón. C) Heatmap de la acumulación de mRNA de los 

Grem-LINE1 en las estirpes indicadas utilizando los valores de log2FoldChange (log2FC) respecto a la estirpe silvestre 

teniendo en cuenta las LPM. 

Aunque no existen datos de sRNA del mutante en rdrp-3 en las mismas condiciones 

de cultivo que el resto de mutantes, sus sRNA se han estudiado en cultivo en medio 

mínimo (Chang et al., 2019). El mutante rdrp-3 no mostró diferencias respecto a su 

parental silvestre en la distribución y polaridad de sus sRNA en estas condiciones de 

cultivo (Figura 40), sugiriendo un limitado papel de esta proteína en el mecanismo de 

RNAi canónico en concordancia con los estudios previos (Calo et al., 2017). Este 

resultado es coherente con lo expuesto anteriormente, ya que los estudios realizados 

descartan su papel en la iniciación del silenciamiento canónico (Calo et al., 2012) y en la 

amplificación (Calo et al., 2017), limitando su participación a la NCRIP. 
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Figura 40. Funcionamiento de la ruta de RNAi canónica en el mutante rdrp-3Δ.  

A) Distribución de tamaños y polaridad de los sRNA del mutante rdrp-3Δ. Se han separado los sRNA derivados de 

genes codificantes de los Grem-LINE1. LPM, lecturas por millón; WT, estirpe silvestre. 

En relación al mutante en dicer-1, el patrón de acumulación de siRNA no mostró 

diferencias en comparación con la estirpe silvestre a las 48 h (Figura 41A) en 

concordancia con el papel menor que se le ha asignado a esta proteína en el mecanismo 

de RNAi canónico (Nicolás et al., 2007; Nicolás et al., 2010). Por el contrario, la 

producción de ex-siRNA de genes codificantes del mutante dicer-2 mostró una 

extraordinaria bajada acompañada de un aumento de los fragmentos de degradación con 

sentido (Figura 41A). Los siRNA derivados de Grem-LINE1, tanto con sentido como 

antisentido, sufrieron un importante descenso (Figura 41A), observándose una pérdida 

total en el doble mutante dicer-1Δ/dicer-2Δ, que se tradujo en una mayor acumulación de 

mRNA de los Grem-LINE1 (Navarro-Mendoza et al., 2019), que concretamente supuso 

un aumento promedio de 8 veces en la acumulación de transcritos de estos TE (Figura 

39C).  La ausencia de productos de degradación observada en este doble mutante sugiere 

que su RNA debe estar mayoritariamente en forma de dsRNA y, por lo tanto, 

impracticable para la maquinaria de degradación de mRNA endógena en un mutante que 

carece de actividad RNasa III. 

Finalmente, el patrón general de los sRNA de la estirpe ago-1Δ se asemeja a una 

distribución aleatoria de productos de degradación del RNA sin picos específicos y con 

niveles más bajos que la estirpe silvestre (Figura 42A). A pesar de que el silenciamiento 

canónico no está funcionando en este mutante, la acumulación de siRNA antisentido 

sugiere que el dsRNA se sigue produciendo por las RdRP y procesándose por las 

proteínas Dicer, pero sin observarse un enriquecimiento importante de los siRNA dada la 

imposibilidad de estabilizarse por la unión a Ago-1 (Figura 42). Sorprendentemente, esta 

estirpe también carece de rdRNA entre sus productos de degradación con sentido, ya que 

se ha perdido su característica U en penúltima posición (Figura 42B), sugiriendo que el 

funcionamiento del silenciamiento canónico es esencial para el funcionamiento de la 

NCRIP. Es en esta última estirpe donde se observó por primera vez la aparición de 

productos de degradación sin características de siRNA derivados de los Grem-LINE1 



(Figura 42C), sugiriendo que estos TE se encuentran exclusivamente regulados por la 

maquinaria canónica de RNAi de M. lusitanicus. 

 
Figura 41. Acumulación de sRNA en los mutantes en dicer. 

Distribución de tamaños y polaridad de los sRNA de los mutantes dicer-1Δ, dicer-2Δ y dicer-1Δ/dicer-2Δ en fase 

estacionaria (48 h) separándose los pertenecientes a genes codificantes de proteínas o a Grem-LINE1. LPM, lecturas 

por millón; WT, estirpe silvestre. 

 

 
Figura 42. Acumulación de sRNA en el mutante ago-1Δ. 

A) Distribución de tamaños y polaridad de los sRNA en fase estacionaria (48 h) separándose los pertenecientes a genes 

codificantes de proteínas o a Grem-LINE1. LPM, lecturas por millón; WT, estirpe silvestre. B) Logo de las secuencias 

de 23 nt representativo de los siRNA de los genes codificantes de proteínas. C) Logo de las secuencias de 23 nt 

representativo de los siRNA derivados de los Grem-LINE1. 
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IV.3. Determinación de la conservación funcional de la 

proteína R3B2 en Mucorales 
Estudios previos realizados en el grupo de investigación habían puesto de 

manifiesto que la proteína R3B2 estaba exclusivamente distribuida en el orden Mucorales 

(Trieu et al., 2015). Debido al sustancial aumento en el número de genomas disponibles 

durante la realización de esta tesis, se procedió a realizar un nuevo análisis filogenético 

sobre el filo Mucoromycota con el fin de evaluar la conservación de R3B2 tanto a nivel 

de secuencia como funcional.  

IV.3.1. Análisis filogenético de la proteína R3B2 

La proteína R3B2 presenta una arquitectura de dominios con un dominio RIIID y 

dos dominios dsRBD, que es similar a la arquitectura de las RNasas III bacterianas y de 

levaduras, que tienen un dominio RIIID y un dsRBD, pero además también está presente 

en la proteína ribosomal MRPL3. Esta proteína ribosomal está conservada en todos los 

eucariotas y se ha relacionado con la producción de un tipo de milRNA independientes 

de Dicer en N. crassa (Lee et al., 2010).  

Para determinar si R3B2 es un homólogo de MRPL3 o, por el contrario, se trata de 

dos familias de proteínas diferentes, las secuencias de R3B2 y del homólogo de MRPL3 

(IDv2 110239) de M. lusitanicus se utilizaron en un BLAST frente a los genomas de los 

Mucoromicetos. La búsqueda de proteínas frente a los 86 genomas presentes en  

Mycocosm (https://mycocosm.jgi.doe.gov/) (Grigoriev et al., 2014) permitió la 

identificación de 71 proteínas similares a R3B2 y 88 proteínas similares a MRPL3 

utilizando un valor esperado (valor e) inferior a 10-3. No se encontraron nuevos 

homólogos utilizando condiciones menos restrictivas. Las proteínas similares a R3B2 se 

filtraron manualmente para retirar las duplicadas procedentes de diferentes estirpes de la 

misma especie y las que carecían del dominio RIIID o de ambos dsRBD, Se obtuvo así 

un listado de 36 posibles homólogos de la proteína R3B2 que estaban exclusivamente 

presentes en Mucorales. Respecto a la proteína MRPL3 se encontró en todos los genomas 

estudiados, por lo que se seleccionaron 31 posibles homólogos que representasen la 

diversidad de estas proteínas en el filo de los Mucoromicetos.  

Las secuencias de las proteínas encontradas se alinearon y la inferencia filogenética 

se realizó mediante PhyML, escogiendo el mejor modelo con 1000 réplicas bootstrap. En 

estos análisis se incluyeron las RNasas III bacterianas, RNC, de E. coli (P0A7Y0) y de 

A. aeolicus (O67082), así como las RNasas III nucleares de S. cerevisiae (Q02555), 

Schizosaccharomyces pombe (P22192), N. crassa (V51Q18), A. niger (G3XLX0), C. 

neoformans (Q5KEY8) y C. albicans (A0A1D8PM79; A0A1D8PM62). El árbol 

filogenético, utilizando las proteínas bacterianas como grupo externo, agrupó todas las 

proteínas de la familia R3B2 con una gran confianza (997/1000) y claramente separadas 

de los homólogos de MRPL3 y las RNasas III de clase II fúngicas (Figura 43). 

https://mycocosm.jgi.doe.gov/


 

Figura 43. Conservación filogenética de la proteína R3B2. 

Máxima verosimilitud de las secuencias de aminoácidos analizadas con el modelo filogenético LG+G+I+F (con cuatro 

categorías gamma distintas), que mostró el menor criterio de información de Akaike (Akake information criterio o 

AIC). El árbol se enraizó con las RNasas III de clase I de bacterias (A. aeolicus y E. coli). La proteína R3B2 de M. 

lusitanicus se indica en rojo y en azul otras RNasas cuya actividad in vitro se ha analizado en este trabajo (Véase 

IV.3.2). Los números de las ramas se corresponden con el valor de bootstrap. Se indica la arquitectura de dominios de 

las RNasas III analizadas en base a los alineamientos de secuencia. La lista con los identificadores y el enlace a cada 

secuencia del JGI puede consultarse en la sección VIII.1. NTD, dominio N-terminal; RIIID, dominio RNasa III; dsRBD, 

dominio de unión a dsRNA.  
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La familia de R3B2 incluye RNasas III con uno o dos dominios dsRBD, 

presentando la mayoría de las especies dos genes homólogos que producen una R3B2 

completa y una versión truncada de la proteína (Figura 43), salvo en Pilobolus umbonatus, 

R. microsporus, Sporodiniella umbellata y R. delemar pertenecientes a la familia 

Rhizopodaceae y en Mucor heterogamus y Parasitella parasitica de la familia 

Mucoraceae. Este hecho sugiere que la adquisición de R3B2 por el ancestro de los 

Mucorales fue anterior a la duplicación del genoma sufrida por estos hongos (Corrochano 

et al., 2016) y que la proteína ancestral contaba con dos dsRBD. Llama la atención el caso 

de M. cordense, que presenta una copia homóloga de R3B2 completa y 5 copias 

adicionales truncadas y más distantes filogenéticamente de lo que se encuentran el resto 

de pares de genes completos y truncados (Figura 43).  

Por otro lado, en M. heterogamus y P. parasitica, la sintenia alrededor del locus de 

R3B2 indica que se ha producido una deleción del dsRBD2 (Figura 44) y se ha perdido 

la proteína homóloga a la R3B2 truncada de M. lusitanicus (IDv2 160351). Por el 

contrario, el homólogo de R3B2 de la familia Rhizopodaceae se sitúa en regiones no 

conservadas con M. lusitanicus como se puede observar en R. microsporus (Figura 44). 

Estos datos sugieren que en la familia Rhizopodaceae no solo se ha perdido una copia de 

R3B2, sino que además el locus ha sido reorganizado con la pérdida del dsRBD2.  

 

Figura 44. Posición relativa del locus r3b2 en M. heterogamus, M. lusitanicus, P. parasitica y R. microsporus.  

Representación de la arquitectura de genes observada con la herramienta Synteny (Mycocosm) centrada sobre el locus 

r3b2. La detección de sintenia se indica con líneas negras respecto al genoma de M. lusitanicus. Las flechas azules 

indican genes anotados y su dirección de transcripción.  

IV.3.2. Análisis de la actividad RNasa in vitro de proteínas homólogas de R3B2 

Las proteínas de la familia R3B2 presentan un gran número de sustituciones en los 

aminoácidos catalíticos del RIIID con respecto a las RNasas III canónicas de procariotas 

y eucariotas. Los residuos en las posiciones del centro catalítico de R3B2 están muy poco 

conservados en las proteínas similares de los Mucorales sugiriendo que, al igual que la 

RNasa de M. lusitanicus, los homólogos encontrados no son capaces de degradar el 

dsRNA. Por ello, se seleccionaron tres proteínas homólogas para proceder a su expresión 

y purificación con el objetivo de determinar su actividad catalítica, al igual que se había 

hecho con R3B2 de M. lusitanicus (MlR3B2). En base al análisis filogenético descrito en 

el apartado anterior se seleccionó la proteína homóloga de P. parasítica (PpR3B2) porque 



es una de las más cercanas filogenéticamente y las homólogas de R. microsporus 

(RmR3B2) y L. corymbifera (LcR3B2) porque se encuentran filogenéticamente más 

distantes, cubriendo la mayor parte de la familia y, además, son los otros dos Mucorales 

con mayor incidencia en la mucormicosis de humanos. El alineamiento de las secuencias 

del dominio RNasa III (Figura 45A) y su predicción estructural formando un homodímero 

(Figura 45B) mostraba la poca conservación de los residuos catalíticos en relación a las 

RNasas III canónicas. La proteína PpR3B2 presenta un solo dominio dsRBD y, a 

diferencia de MlR3B2, presenta 4 residuos de carácter ácido en lugar de 3, conservándose 

solo el E116 respecto a E. coli (Figura 45A). La proteína RmR3B2 también presenta un 

solo domino dsRBD y solo conserva 2 residuos ácidos respecto a R3B2 en su centro 

catalítico (E59 y D119). Por último, la proteína LcR3B2 presenta los dos dsRBD, pero 

solo conserva 2 residuos ácidos en su centro catalítico (E52 y D112). 

 
Figura 45. Comparación de los dominios RIIID de Mucorales con los de las RNasas III canónicas.  

A) Alineamiento de secuencia múltiple del dominio catalítico de R3B2 en M. lusitanicus (MlR3B2), P. parasítica 

(PpR3B2), R. microsporus (RmR3B2) y L. corymbifera (LcR3B2) en comparación con otras RNasas III de clase I de 

A. aeolicus (AaRIII) y de E. coli (EcRNC) y de clase II de S. cerevisiae (ScRNT1). B) Ampliación de los residuos 

catalíticos en AaRIII (PDB 1RC5), MlR3B2 (Véase IV.1.6) y las predicciones estructurales obtenidas mediante 

Alphafold2 de PpR3B2, RmR3B2 y LcR3B2. 

Para la expresión de las proteínas recombinantes fusionadas a la etiqueta de 

histidinas, los cDNA de los genes Ppr3b2, Rmr3b2 y Lcr3b2 se clonaron en el vector 

pET15-b (Véase III.3.2). El cDNA de los genes que codifican PpR3B2 y LcR3B2, se 

sintetizaron por la empresa GeneScript e IDT, respectivamente, con el uso de codones 

optimizado para E. coli.  La amplificación del gen que codifica LcR3B2 se realizó a partir 

https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Parpar1&id=418957
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Rhimi_ATCC11559_1&id=19874
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Liccor1&id=6068
https://www.uniprot.org/uniprot/O67082
https://www.uniprot.org/uniprot/P0A7Y0
https://www.uniprot.org/uniprot/Q02555
https://www.rcsb.org/structure/1rc5
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de cDNA de L. corymbifera, retrotranscrito utilizando Expand™ Reverse Transcriptase 

(Cat. 11785826001; Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las proteínas 

recombinantes PpR3B2, RmR3B2 y LcR3B2, de 42,3, 40 y 60,7 kDa, respectivamente, 

se expresaron en E. coli en las mismas condiciones de MlR3B2. La purificación de las 

proteínas con matrices de níquel (Ni-NTA) dio lugar a un rendimiento de 0,15 mg por 

cada 25 ml de cultivo para la proteína PpR3B2 (Figura 46A) y de 0,1 mg por cada 25 ml 

de cultivo para las proteínas RmR3B2 y LcR3B2 (Figura 46B y 46C). 

Los ensayos de actividad in vitro frente a las moléculas de RNA derivadas del gen 

carB revelaron que, a pesar de las diferencias de las proteínas homólogas en su centro 

catalítico respecto a MlR3B2, su especificidad por el ssRNA está conservada (Figura 

46D). La degradación del ssRNA por parte de las RNasas homólogas produjo un patrón 

de productos similar a los producidos por la proteína MlR3B2 sugiriendo que su función 

está conservada en los Mucorales. Todas carecían de actividad sobre el dsRNA. 

 

 
Figura 46. Caracterización de la actividad in vitro de las proteínas homólogas de R3B2 en Mucorales. 

A) Purificación de la proteína R3B2 de P. parasitica (PpR3B2) analizada en un gel 10% SDS-PAGE. B) Purificación 

de la proteína R3B2 de R. microsporus (RmR3B2) analizada en un gel al 10% SDS-PAGE. C) Purificación de la 

proteína R3B2 de L. corymbifera (LcR3B2) analizada en un gel al 10% SDS-PAGE. D) Ensayo de actividad RNasa de 

la proteína R3B2 de M. lusitanicus (MlR3B2) y las proteínas homólogas purificadas en A, B y C frente a ssRNA y 

dsRNA (20 nM carB ssRNA; 10 nM carB dsRNA; concentración de proteína 300 nM). Se indica con flechas negras 

las proteínas purificadas. R, cultivo sin inducir; I, cultivo inducido; L, lisado; Lc, lisado tras centrifugar; Ft, proteínas 

no unidas a la matriz Ni-NTA; W, lavado con STB; We, lavado con STB al 5% EB; M, PageRuler prestained protein 

Ladder (Thermo Scientific); E2-8, eluciones de la matriz Ni-NTA con STB al 20% u 80% de EB; D, proteína dializada. 



IV.3.3. Complementación funcional con proteínas homólogas a R3B2 en M. 

lusitanicus 

Las RNasas III homólogas de MlR3B2 analizadas, aunque parece que tienen 

diferencias importantes a nivel de secuencia, conservan su especificidad por el ssRNA in 

vitro. Como conservan la misma actividad catalítica se planteó el objetivo de comprobar 

si estas RNasas además son capaces de complementar el fenotipo de la estirpe r3b2Δ de 

M. lusitanicus. Para este experimento de complementación se seleccionaron los genes 

r3b2 de los Mucorales patógenos R. microsporus y L. corymbifera. 

IV.3.3.1. Complementación del defecto en la NCRIP del mutante en r3b2 de M. lusitanicus 

 Para analizar la complementación de la NCRIP se procedió a la integración del 

cDNA que codifica cada una de las proteínas homólogas bajo el control del promotor del 

gen de M. lusitanicus, PMlr3b2, en el locus carRP de la estirpe r3b2 (MU412) (Figura 

47A), seleccionándose las colonias albinas tras una serie de pases de las esporas por 

medio selectivo. La integración en este locus ha sido ampliamente utilizada por el grupo 

de investigación (Calo et al., 2017; Rodríguez-Frómeta et al., 2012; Trieu et al., 2015) y 

permite el rápido aislamiento de estirpes homocariontes portadoras del fragmento de 

reemplazamiento, gracias a la selección de colonias albinas derivadas de la interrupción 

del gen estructural de la carotenogénesis carRP. Los fragmentos de reemplazamiento 

contenían cada uno de los genes r3b2, incluyendo el gen de M. lusitanicus como control, 

bajo el control del promotor del gen de M. lusitanicus y el marcador de selección leuA, 

ambos flaqueados por las regiones adyacentes del locus carRP (Figura 47B).  

Los fragmentos de reemplazamiento liberados de sus respectivos plásmidos 

mediante su digestión con SmaI se utilizaron para transformar la estirpe MU412, 

obteniéndose 14, 12 y 12 transformantes para las construcciones con Mlr3b2, Lcr3b2 y 

Rmr3b2, respectivamente. Tras varios ciclos de crecimiento vegetativo en medio 

selectivo YNB, los transformantes que habían adquirido el fenotipo albino, indicativo de 

la integración en el locus carRP, se analizaron mediante PCR para confirmar la 

integración del fragmento completo (Figura 47C). Los oligonucleótidos CarB13 y 

carRP11 hibridan fuera de las regiones adyacentes del gen carRP, dando lugar a un 

fragmento de 4,4 kb para el locus silvestre, mientras que las integraciones de Mlr3b2, 

Lcr3b2 y Rmr3b2 daban lugar a fragmentos de 9,5 kb, 9,2 kb y 8,7 kb, respectivamente. 

Todos los transformantes analizados mostraban los fragmentos esperados y la ausencia 

del fragmento de 4,4 kb, indicando que llevaban la integración correcta en homocigosis 

(Figura 47C). En base a estos resultados, se seleccionaron las estirpes MU1226 y 

MU1227 que portaban el gen Mlr3b2, las estirpes MU1232 y MU1233 que portaban el 

gen Lcr3b2 y las estirpes MU1238 y MU1239 que portaban el gen Rmr3b2. 

El análisis del funcionamiento de la NCRIP se realizó como se ha descrito 

anteriormente a través de la medición de la expresión del gen rvt mediante RT-qPCR 

(Véase IV.2.3.3). Los niveles del gen chivato fueron 5 veces superiores en la estirpe 

parental r3b2Δ (MU412) comparados con los de las estirpes que portaban la versión 

silvestre de Mlr3b2 en el locus carRP (Figura 48), indicando la complementación de la 

mutación. De igual forma, las estirpes que portaban el cDNA de Lcr3b2 mostraron niveles 

de expresión similares a las estirpes con la versión de M. lusitanicus (Figura 48), 
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indicando que la proteína homóloga de L. corymbifera es capaz de complementar la 

función de MlR3B2 en la NCRIP. Por el contrario, los niveles de rvt en las estirpes que 

portaban el cDNA de Rmr3b2 no eran estadísticamente diferentes a la estirpe recipiente 

y, por tanto, reflejaron la falta de complementación (Figura 48). La RT-PCR del mRNA 

de las estirpes que portaban el gen Rmr3b2, utilizando oligonucleótidos específicos para 

este gen (RmR3B2-F1-NdeI y RmR3B2-R2-SacII), no produjo amplificación, sugiriendo 

que la falta de complementación se debía a que el gen no se estaba expresando.  

 

 

 
Figura 47. Obtención de estirpes de M. lusitanicus portadoras de los posibles ortólogos de r3b2 en el locus carRP. 

A) Representación de la recombinación homóloga de los fragmentos de reemplazamiento (arriba) en el locus carRP 

(abajo). B) Representación de los fragmentos de reemplazamiento generados para cada homólogo de r3b2 y tamaño 

del producto de PCR esperado tras la integración en el locus carRP. C) Productos de PCR obtenidos utilizando los 

oligonucleótidos carB13 y carRP11 para amplificar el locus carRP en la estirpe parental y las estirpes mutantes 

generadas en este trabajo. PMlr3b2, promotor de Mlr3b2; M, GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific).  



 
Figura 48. Funcionamiento de la NCRIP en las estirpes de M. lusitanicus portadoras de los homólogos de r3b2. 

Expresión relativa del gen rvt como chivato del funcionamiento de la NCRIP medida mediante qPCR y normalizada 

frente al gen ef-1. Los asteriscos indican diferencias de expresión significativas respecto Mlr3b2 (*, P < 0,01) en un 

ANOVA de una vía seguido de un test HSD de Tukey. 

IV.3.3.2. Complementación del defecto en la ruta canónica de RNAi del mutante en r3b2 

de M. lusitanicus 

Debido a la limitación de marcadores de selección en la estirpe r3b2Δ, MU412, el 

análisis de la frecuencia de silenciamiento se realizó mediante la transformación de esta 

estirpe con  plásmidos capaces de expresar simultáneamente el gen r3b2 de las diferentes 

especies (Mlr3b2, Lcr3b2 y Rmr3b2), bajo el control del promotor del gen de M. 

lusitanicus, y la horquilla de RNA del gen carB, cuyo silenciamiento produce (De Haro 

et al., 2009). Como control, la estirpe MU412 también se transformó con el plásmido que 

solo expresa la horquilla, pMAT2038. Los transformantes obtenidos se transfirieron a 

medio selectivo (YNB pH 3,5) y se incubaron durante 48-72 h a 26ºC en condiciones de 

iluminación continua. La frecuencia de silenciamiento se determinó a través del número 

de colonias que presentaron parches albinos, indicativos del silenciamiento del gen carB. 

Las frecuencias obtenidas fueron más bajas que las medidas anteriormente (Véase 

IV.2.3.2), probablemente por una menor eficiencia durante la transformación que redujo 

el número de plásmidos en los transformantes. Como se ha descrito anteriormente, un 

bajo número de copias afecta negativamente a la capacidad del hongo para desencadenar 

el silenciamiento inducido por transgenes (Nicolás et al., 2003). La transformación con 

los plásmidos que portan Mlr3b2 o Lcr3b2 mostraron una frecuencia de silenciamiento 

de alrededor del 12% (Tabla 12), indicando que, al igual que para la NCRIP, el gen 

homólogo de L. corymbifera es capaz de complementar la función de Mlr3b2 también en 

el mecanismo canónico de silenciamiento inducido por transgenes de M. lusitanicus. Por 

el contrario, la frecuencia de silenciamiento del plásmido que expresaba Rmr3b2 (Tabla 

12) fue del mismo rango que la observada con el plásmido control, sugiriendo que, al 

igual que con la integración de este gen en el locus carRP realizada en el apartado 

anterior, la clonación de este gen en un plásmido tampoco permite su expresión en M. 

lusitanicus. 

Tabla 12. Frecuencia de silenciamiento de la estirpe MU412 de M. lusitanicus transformada con plásmidos que 

expresan la horquilla de RNA del gen carB y los genes homólogos de r3b2. 

Gen 
(plásmido) 

Transformantes  Frecuencia de 
silenciamiento (%) Amarillos Albinos Total 

r3b2Δ (pMAT2038) 140 4 144 2,8 

Mlr3b2 (pMAT2043) 157 22 179 12,3 

Lcr3b2 (pMAT2324) 119 16 135 11,9 

Rmr3b2 (pMAT2335) 80 0 80 0 
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V.1. La proteína R3B2 de M. lusitanicus 
La familia de las RNasas III presenta miembros con una variada arquitectura de 

dominios, desde las proteínas más simples de procariotas y levaduras (Clases I y II) hasta 

las grandes proteínas del tipo Drosha y Dicer (Clases III y IV). A pesar de sus diferencias 

en cuanto a tamaño, complejidad y mecanismos catalíticos utilizados, todas comparten la 

especificidad por el dsRNA que se puede formar mediante estructuras secundarias 

intramoleculares en un ssRNA o mediante la hibridación de dos moléculas de ssRNA 

complementarias (Court et al., 2013). Así, la hipótesis de una actividad catalítica frente a 

ssRNA en la ruta NCRIP planteada en trabajos previos a esta tesis doctoral (Trieu et al., 

2015) justificó su ejecución ya que, de ser cierta, supondría una diferencia fundamental 

en la función de la proteína R3B2 de M. lusitanicus frente al resto de RNasas III descritas 

en eucariotas. Por otro lado, como ya se ha mencionado, los Mucorales son hongos 

causantes de una enfermedad humana denominada mucormicosis y la proteína R3B2 está 

implicada en el nivel de virulencia de M. lusitanicus (Pérez-Arques et al., 2020). Debido 

a la alta conservación de los mecanismos fisiológicos que rigen el metabolismo de hongos 

y animales, la identificación de características propias de hongos supone la base para el 

desarrollo de terapias antifúngicas específicas que permitan un tratamiento seguro y 

eficaz frente a este tipo de patógenos. De modo que la caracterización detallada de esta 

RNasaIII, única conocida con actividad sobre ssRNA y específica de Mucorales, podría 

abrir la posibilidad del descubrimiento de nuevos antifúngicos, necesarios debido a que 

los existentes son poco eficaces contra estos hongos (Garre, 2022). 

La estrategia inicial para la caracterización estructural de R3B2 fue aislar dominios 

estructurados de un tamaño máximo de 200 aminoácidos para su determinar su estructura 

mediante RMN. Así, la proteína completa purificada se sometió a un tratamiento de 

proteólisis parcial con la endoproteasa Subtilisina que produjo 4 péptidos denominados, 

en base a su peso molecular aparente, como F22, F19, F18 y F14 (Figura 18). La posterior 

caracterización de los péptidos mediante espectrometría de masas, secuenciación N-

terminal y huella peptídica demostró que F22 y F19 son productos de degradación 

intermedia de F18 y que este último fragmento contiene el dominio RIIID de R3B2, 

mientras que F14 contiene el dsRBD1 (Figura 18). El segundo dominio de unión a RNA, 

dsRBD2, que se encuentra en la región C-terminal, denominada CTF, de la proteína no 

se identificó en ninguno de los péptidos producidos por la proteólisis, probablemente 

debido a que está poco estructurado, asunción que está apoyada por la menor resistencia 

a la proteólisis del fragmento que incluye el dsRBD1 (F14) con respecto al que contiene 

RIIID (F18). Finalmente, la caracterización estructural de R3B2 mediante RMN se 

descartó debido a que el fragmento CTF no se consiguió expresar eficientemente en E. 

coli, ni tampoco un fragmento de menor tamaño que solo contenía el dsRBD2, y que el 

fragmento F18 dimerizaba (Figura 19), resultando en un péptido de más de 200 

aminoácidos. La dimerización de R3B2 a través de RIIID se confirmó mediante un ensayo 

de Y2H, que también reveló una dimerización débil adicional que involucra a la región 

CTF de la proteína (Figura 20), así como mediante cromatografía de exclusión molecular, 



análisis de dispersión estática de la luz y resolución de un cristal de un péptido de R3B2 

que carecía de la región CTF (fragmento ΔCTF).  

Para que R3B2 pueda llevar a cabo su función en la ruta NCRIP (Trieu et al., 2015) 

es necesario que pueda unirse directa o indirectamente al RNA. El análisis de la capacidad 

de unión de R3B2 a moléculas de RNA mediante ensayos de tipo EMSA reveló que la 

proteína es capaz de unirse, de manera independiente de secuencia, tanto a moléculas 

bicatenarias como a moléculas de naturaleza monocatenaria con estructuras secundarias 

naturales (Figura 21). Estos resultados sugieren que la degradación específica in vivo de 

ciertos mRNA mediada por la NCRIP está determinada por otros elementos como las 

RdRP ya que, al menos in vitro, R3B2 no parece mostrar restricciones en la unión al 

sustrato. Estos mismos ensayos muestran que la unión al RNA requiere de ambos 

dominios dsRBD, ya que cuando se mutan se desestabiliza la formación del complejo 

resultando en uniones lábiles que requieren mayores concentraciones de proteína para que 

se puedan detectar (Figura 22).  

Los ensayos de actividad in vitro revelan que R3B2 es una RNasa específica de 

ssRNA (Figura 23), tal y como se planteó a raíz de las características de los rdRNA (Trieu 

et al., 2015), y a pesar de presentar un dominio RNasa III. Al igual que lo observado en 

el ensayo EMSA, R3B2 no muestra especificidad aparente por un sustrato concreto de 

ssRNA, siendo capaz de actuar sobre cualquiera de las secuencias que se utilizaron en los 

ensayos de actividad. Como el resto de RNasas III (Court et al., 2013), la actividad 

catalítica es dependiente de Mg+2, con un óptimo entre 0.5-1 mM y una fuerte inhibición 

con concentraciones mayores de 5 mM. Curiosamente, la eliminación del dsRBD2 o de 

ambos dsRBD provoca un aumento de actividad catalítica que se reduce cuando se mutan 

los posibles residuos de interacción con el RNA del dsRBD2 (Figura 24). Estos resultados 

sugieren que no es necesaria una unión estable al ssRNA para ser degradado por el 

dominio RNasa III de R3B2, pero que de alguna forma el dsRBD2 está implicado en la 

regulación de esta acción catalítica. El excelente trabajo de caracterización realizado por 

Weinberg et al. (2011) sobre la proteína Dcr1 de la levadura K. polysporus, una RNasa 

III de clase II, indica que la eliminación de ambos dominios dsRBD provoca la pérdida 

de especificidad de la RNasa por el dsRNA. Este resultado sugiere que, al menos, las 

RNasas III de clase II son capaces de degradar ssRNA, estando determinada su 

especificidad por los dsRBD. Este no es el caso de R3B2, puesto que corta solo ssRNA 

tanto en ausencia como en presencia de los dominios dsRBD, sugiriendo que la 

especificidad de sustrato está completamente determinada por el dominio RIIID (Figura 

24), hipótesis que se confirmó cuando se sustituyó el dominio catalítico de R3B2 por el 

de RNC, una RNase III típica de E. coli, y se comprobó que la proteína quimérica era 

capaz de degradar el dsRNA (Figura 24). 

  La expresión y purificación del fragmento ΔCTF de R3B2, que contiene el RIIID 

y el dsRBD1, permitió obtener la suficiente cantidad de proteína necesaria para su 

cristalización y posterior determinación de su estructura tridimensional mediante 
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difracción de rayos X. Los cristales obtenidos solo permitieron resolver la estructura 

cristalográfica del dímero formado por el RIIID, sugiriendo que en ausencia de sustrato 

la flexibilidad del dsRBD1 impide su observación. La estructura del RIIID obtenida no 

varía sustancialmente de la de otros dominios de este tipo de proteínas tanto de procariotas 

como de eucariotas. La comparación con los datos cristalográficos obtenidos previamente 

indica una gran coherencia del modelo, especialmente en las regiones que alojan el centro 

catalítico. El centro catalítico de R3B2, tal y como sugerían los alineamientos de 

secuencia, presenta 3 de los cuatro residuos ácidos encargados de la coordinación de 

Mg+2, pero con una disposición invertida respecto a los RIIID canónicos. El cuarto 

residuo es una asparagina (N52) que sustituye a un aspártico presente en los RIIID 

canónicos y podría ser responsable de la inusual especificidad de sustrato de R3B2, 

aunque esta hipótesis se descartó al comprobar que la sustitución tanto a aspártico (N52D) 

como a glutámico (N52E) de esa asparagina no tiene un efecto patente sobre la actividad 

catalítica de la proteína (Figura 27). De modo que esta asparagina parece que no está 

involucrada en la especificidad del ssRNA como sustrato de R3B2. El mismo resultado 

se obtuvo al sustituir un residuo de lisina (K84) que se dispone de forma prominente sobre 

el canal en el que se sitúa el dsRNA en los RIIID canónicos. Entre las diferencias 

estructurales más relevantes del RIIID de R3B2, destaca también el acortamiento o 

desaparición del conector situado entre las hélices α5 y α6 (Figura 25C), respecto a los 

RIIID cristalizados, que estas RNasas utilizan para interaccionar con el surco mayor del 

dsRNA formando el denominado RBM4 (Gan et al., 2006).  

Los numerosos intentos basados en las observaciones de la estructura para 

esclarecer el motivo de la especificidad de sustrato de R3B2 no aportaron resultados 

positivos, sugiriendo la existencia o carencia de motivos adicionales para poder explicar 

la incapacidad de R3B2 para cortar dsRNA. Entre estos motivos se puede mencionar que 

la falta del RBM4 podría estar impidiendo el correcto posicionamiento de la doble hebra 

de RNA sobre ambos centros catalíticos o, alternativamente, que el estrechamiento de la 

superficie de contacto con el RNA entre ambos monómeros podría impedir la entrada del 

dsRNA. Desde un punto de vista estructural, la presencia de un centro catalítico en cada 

uno de los monómeros que conforman el dímero supone que de ser uno activo el otro 

también debería serlo, independientemente de la inversión de los residuos ácidos. La 

distancia entre ambos centros catalíticos en los dímeros intra o intermoleculares del RIIID 

de las RNasas III determinan un corte asimétrico del dsRNA dando lugar a los dos 

nucleótidos protuberantes característicos de los siRNA (Court et al., 2013). Se ha 

descartado la participación de la asparagina (N52) en la actividad catalítica de R3B2 

(Figura 27), mientras que entre las mutaciones de la versión RIII- (H49A, G55A y E56A), 

que muestra una actividad reducida (Figura 24), se incluye un residuo de glutámico del 

centro catalítico (E56). La distancia entre estos residuos de glutámico en el dímero es de 

unos 17 Å lo que supone 4-5 nt de una cadena de RNA extendida (Figura 49B). Dada la 

naturaleza monocatenaria del sustrato procesable por R3B2, la acción de ambos centros 

catalíticos simultáneamente sobre un ssRNA extendido tendría como resultado la 



producción de fragmentos de 4-5 nt. Como no se han podido observar estos fragmentos 

in vitro parece que lo más probable es que la hebra de ssRNA solo se sitúe adecuadamente 

en uno de los centros catalíticos. 

En cambio, sí que se ha observado una periodicidad en el logo de secuencia de los rdRNA 

(Trieu et al., 2015). La secuenciación de sRNA reveló que los rdRNA entre 18 y 23 nt no 

solo presentan una U en la penúltima posición antes del corte en el extremo 3’, sino que 

además 2 nucleótidos aguas arriba de su extremo 5’ también se observa una probabilidad 

similar de U (Figura 49A). Estos resultados sugieren que el extremo 5’ de un rdRNA es 

el punto de corte de otro rdRNA en su extremo 3’ y supone que R3B2 puede recorrer la 

cadena de ssRNA cortando eventualmente un nucleótido tras una U, ya que de estar 

separándose de la cadena y uniéndose en otro punto tras el corte, la preferencia de U en 

la penúltima posición aguas arriba del extremo 5’ de un rdRNA no se mantendría. En este 

sentido, el canal estrecho de RNA que forma el dímero de R3B2 presenta la anchura 

adecuada para alojar una sola cadena de RNA (Figura 49B), que además encontraría la 

resistencia de la cadena lateral protuberante de K84 (Figura 49C) forzando al RNA a 

desplazarse a través de dicho canal sin poder abandonarlo. La naturaleza básica de las 

K84 en el dímero de R3B2 sugiere una explicación a la preferencia por el corte un 

nucleótido aguas abajo de U ya que de posicionarse un U entre ambas asparaginas (N52), 

pero no otro nucleótido, permitiría una interacción electrostática a través de ambos grupos 

carbonilo de esta base nitrogenada que estabilizaría a R3B2 sobre el RNA. Esta última 

suposición sitúa el enlace fosfodiéster en 3’ del nucleótido posterior al uracilo en las 

inmediaciones de uno de los centros catalíticos (Figura 49B), sugiriendo una explicación 

estructural a la preferencia de corte tras un U en penúltima posición.  
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Figura 49. Modelo de actuación de la proteína R3B2. 

A) Logo de secuencia de un rdRNA de 20 nt mostrando los 5 nt aguas arriba y abajo donde se aprecia la presencia de 

U en las penúltimas posiciones (Trieu et al., 2015). B) Canal de ssRNA del dímero R3B2 visto desde arriba sin y con 

la presencia de una molécula de ssRNA de 6 nt donde se indica con 0 el nucleótido cuyo enlace fosfodiéster queda 

sobre el centro catalítico (con las zonas de carga negativa indicadas en rojo) y con 1 y -1 las posiciones posteriores y 

anteriores al sitio de corte. Se muestra la estructura de los monómeros del RIIID que forman parte del dímero con lazos 

violetas o azules, y la superficie molecular en gris. C) Canal de ssRNA de R3B2 visto de frente con y sin la molécula 

de ssRNA. D) Representación de la unión de R3B2 a una cadena de ssRNA y su desplazamiento sobre ella para generar 

los rdRNA de forma que se da lugar a la preferencia de corte de U en la penúltima posición al final del rdRNA y en el 

rdRNA precedente. 



V.2. El papel de R3B2 en el complejo con las proteínas 

Dicer de M. lusitanicus 
En M. lusitanicus se ha descrito una compleja red de rutas de silenciamiento génico 

capaces de controlar la acumulación de mRNA endógenos, proteger la estabilidad del 

genoma y regular procesos fundamentales del hongo (Pérez-Arques et al., 2020; revisado 

en Torres-Martínez & Ruiz-Vázquez, 2016). Por un lado, existen los mecanismos 

canónicos en los que participan las enzimas Dicer y Argonauta, que se encargan de la 

defensa del hongo ante ácidos nucleicos exógenos y se utilizan para generar una capa de 

regulación de la expresión génica endógena adicional, conocida como PTGS. El 

funcionamiento de este mecanismo es el que también  permite a M. lusitanicus silenciar 

transitoriamente genes diana de compuestos antifúngicos y evadir su efecto, en un proceso 

conocido como epimutación (Calo et al., 2014, 2017; Chang et al., 2019). Por otro lado, 

la NCRIP actúa como un mecanismo de degradación de mRNA específicos independiente 

de la generación de siRNA (Calo et al., 2017; Trieu et al., 2015). En este último caso, la 

única RNasa relacionada con la generación de los productos de degradación de la ruta o 

rdRNA es R3B2 (Trieu et al., 2015). Pero un creciente número de evidencias 

experimentales apuntan a interacciones entre las rutas canónicas de RNAi y la NCRIP de 

M. lusitanicus. Por un lado, se ha demostrado que R3B2 es necesaria para un correcto 

funcionamiento del silenciamiento génico mediado por transgenes dependiente de la ruta 

canónica (Trieu et al., 2015). Además, los análisis realizados con anterioridad a esta tesis 

pusieron de manifiesto que R3B2 era necesaria para la producción de la mayoría de los 

siRNA derivados de la ruta canónica de silenciamiento (Nicolás et al., 2010; Trieu et al., 

2015). Mientras que estos dos estudios sugieren la necesidad de R3B2 para el correcto 

funcionamiento de las rutas de RNAi canónicas, investigaciones posteriores revelaron 

que la NCRIP regula negativamente el silenciamiento de los Grem-LINE1 (Pérez-Arques 

et al., 2020) y la producción de epimutantes (Calo et al., 2017).  

Con el objetivo de esclarecer la interrelación de las rutas de RNAi se procedió a 

analizar las posibles interacciones entre las proteínas implicadas mediante Y2H. Las 

interacciones de las proteínas del silenciamiento han sido ampliamente documentadas en 

eucariotas. Así, se ha descrito la dimerización de la proteína QDE-1 (RdRP) en N. crassa 

a través de su cristalización (Salgado et al., 2006). En este mismo hongo, la purificación 

mediante matrices de Níquel y posterior inmunoprecipitación de QDE-2 (Ago), permitió 

la identificación de Qip, indicando una interacción estable entre ambas proteínas (Maiti 

et al., 2007), mientras que en humanos las proteínas Dicer, TRBP y Ago-2 forman un 

complejo macromolecular conocido como complejo de carga del RISC (RISC loading 

complex o RLC) (Chendrimada et al., 2005). Además de TRBP, la proteína Dicer humana 

interacciona con otra cuya arquitectura de dominios también incluye tres dominios 

dsRBD, denominada PACT (Lee et al., 2006). Sorprendentemente los ensayos de Y2H 

utilizando todas las proteínas implicadas en el silenciamiento mediado por RNAi 

conocidas de M. lusitanicus solo pusieron de manifiesto 4 interacciones (Figura 29). En 
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primer lugar, se detecta la dimerización débil de la proteína RdRP-1, no observándose 

dimerización en los casos de RdRP-2, ni de RdRP-3, tampoco se observa interacciones 

entre las 3 RdRP. En segundo lugar, la dimerización de R3B2 descrita anteriormente, una 

interacción intensa entre R3B2 y Dicer-1 y una débil de R3B2 con Dicer-2. Esta última 

interacción solo se observa cuando la proteína R3B2 se encuentra fusionada al dominio 

Gal4BD, probablemente debido a la toxicidad y consiguiente retraso en el crecimiento que 

se aprecia cuando se fusiona con Gal4AD, que junto con la debilidad de la interacción 

impide su detección.  

La interacción de las proteínas Dicer con otras que presentan numerosos dominios 

de unión a dsRNA es un elemento recurrente en la naturaleza. Además de la mencionada 

interacción de la proteína humana con TRBP y PACT (Chendrimada et al., 2005; Lee et 

al., 2006), dos proteínas que presentan tres dsRBD, este tipo de interacciones se ha 

observado en otras especies como D. melanogaster, con los complejos Dicer-

1/Loquacious y Dicer-2/R2D2 (Liu et al., 2003; Saito et al., 2005), y C. elegans, con los 

complejos Dicer/RDE-4 (Tabara et al., 2002). De igual forma, en plantas se ha 

identificado la interacción de las Dicer de A. thaliana con las proteínas HYL1 (DRB1), 

DRB3 y DRB4 (Hiraguri et al., 2005; Raja et al., 2014), todas ellas con dos dsRBD. Por 

el contrario, este tipo de interacciones no se habían visto previamente en hongos, 

representado las descritas en esta tesis como el primer ejemplo en este grupo de 

organismos.  

Para identificar qué elementos estructurales están implicados en la interacción de 

R3B2 con las dos proteínas Dicer de M. lusitanicus, se fragmentaron las tres proteínas 

para intentar acotar las regiones que intervienen en los contactos. Así, las proteínas Dicer 

se dividieron en una región que incluye los tres dominios helicasa, otra con los dominios 

DUF283, platform y PAZ y una tercera con los dos RIIID y el DSRM C-terminal y R3B2 

en los dominios estructurales identificados previamente. De este modo se comprobó que 

Dicer-1 y R3B2 interacciona por dos puntos (Figura 30): la región helicasa de Dicer-1 

interacciona con el dsRBD1 de R3B2 y la región intermedia de Dicer-1 lo hace con la 

región C-terminal de R3B2. Desafortunadamente, la debilidad de la interacción con 

Dicer-2 impidió la obtención de resultados concluyentes, determinándose únicamente que 

la región C-terminal de R3B2 es necesaria para dicho contacto (Figura 34). La citada 

interacción de las proteínas Dicer con las proteínas con dominios dsRBD difiere en 

animales y plantas, de modo que mientras en animales la interacción involucra la región 

helicasa de Dicer con uno de los dsRBD de la otra proteína (Liu et al., 2018; Wilson et 

al., 2015; Yamaguchi et al., 2021), en plantas esta interacción se produce entre el DUF283 

de Dicer y uno de los dsRBD de la otra proteína (Qin et al., 2010). Curiosamente, la 

interacción de R3B2 con Dicer-1 de M. lusitanicus parece involucrar ambos puntos de 

contacto, tanto el descrito en plantas como el de animales.  

Dado que las regiones en las que se dividió Dicer-1 presentaban una gran densidad 

de dominios pobremente anotados, cuando se puso a disposición pública el software de 



AlphaFold2, se procedió a modelar las proteínas Dicer de M. lusitanicus con el objetivo 

de desentrañar las bases estructurales de las interacciones detectadas. La predicción de 

las estructuras revela una buena conservación de la arquitectura de las Dicer de M. 

lusitanicus (Figura 35) respecto a las estructuras conocidas de la Dicer humana (Liu et 

al., 2018), la Dicer-2 de D. melanogaster (Sinha et al., 2018) y la Dicer-1 de A. thaliana 

(Wei et al., 2021). De hecho, los cuatro residuos ácidos presentes en cada uno de los dos 

centros catalíticos del dímero intramolecular de los RIIID están conservados (Figura 35), 

sugiriendo que ambas proteínas Dicer de M. lusitanicus son capaces de procesar dsRNA. 

El mismo software ha permitido la obtención de una aproximación a la estructura 

completa de la proteína R3B2, que muestra un correcto plegamiento de ambos dsRBD 

separados por un conector que incluye una región con dos hélices α, una rica en 

aminoácidos cargados y otra en aminoácidos polares, que se denominó PIR (possible 

interaction region) porque es característica de regiones de interacción proteína-proteína.  

En base a la predicción estructural, cada una de las regiones de Dicer-1 implicadas 

en su interacción presenta tres dominios que se analizaron por separado y por parejas en 

la interacción con los dominios de R3B2. La región C-terminal de la proteína R3B2 fue 

dividida en dos nuevos fragmentos: la región conectora que incluía PIR y dsRBD2. Los 

nuevos ensayos de Y2H revelaron que la interacción entre el dsRBD1 de R3B2 y la región 

helicasa de Dicer-1 involucra a sus subdominios Hel2i y Hel2, sugiriendo una interacción 

semejante a la descrita en la interacción de las Dicer de animales (Figura 37). Respecto a 

la segunda interacción, el resultado mostró que la interacción está mediada por los 

dominios platform y PAZ de Dicer-1 y, exclusivamente, por el conector que contiene PIR 

de R3B2 (Figura 37). Esta última interacción supone, por tanto, la descripción de un 

nuevo dominio exclusivo de estas RNasas III específicas de Mucorales para la interacción 

con las proteínas Dicer.  

Aunque la caracterización del efecto in vivo de las mutaciones en los dominios 

dsRBD de R3B2 fue anterior a la identificación de la interacción a través del conector 

que contiene PIR, la inclusión en los diferentes experimentos de la versión ΔCTF, que 

solo contiene el RIIID y el dsRBD1, hizo posible estimar el efecto de la falta de esta 

región de interacción. La introducción en el hongo de plásmidos capaces de expresar una 

horquilla de RNA procedente del gen carB (De Haro et al., 2009), permitió evaluar el 

funcionamiento de la ruta canónica de silenciamiento inducida por transgenes en 

presencia de diferentes variantes de R3B2 mutadas. Los resultados obtenidos indican que 

las estirpes portadoras de la versión truncada carente del conector y dsRBD2 presentan 

una frecuencia de silenciamiento similar a la estirpe que carece de r3b2 (Tabla 11), a 

pesar de que en esta situación la interacción con Dicer-1 a través del dsRBD1 se mantiene 

(Figura 37). Este resultado sugiere que ambas interacciones son necesarias para el 

correcto funcionamiento de la ruta canónica de RNAi. Alternativamente, puede que sea 

la presencia del dsRBD2 y no la interacción del conector con Dicer, la responsable del 

correcto funcionamiento de la ruta. Sin embargo, la mutación de los residuos básicos 

involucrados en la unión al RNA de R3B2 (Figura 22) que elimina la dimerización del 
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dominio (Figura 34), no provoca ningún efecto sobre el funcionamiento de la maquinaria 

canónica de RNAi (Tabla 11). Por tanto, parece que el dominio dsRBD2 no está jugando 

un papel relevante en la unión de RNA por parte de R3B2 en el complejo Dicer/R3B2 

que resulte en un impacto significativo sobre el funcionamiento de la ruta. Por el 

contrario, la deleción de parte del dsRBD1, que conlleva la pérdida de la interacción solo 

con la región helicasa (Figura 37), provoca un descenso acusado de la frecuencia de 

silenciamiento (Tabla 11), superior al observado en la estirpe que carece de r3b2, 

sugiriendo que la interacción de R3B2 con las proteínas Dicer a través del conector que 

contiene PIR conlleva un efecto muy negativo sobre la actividad catalítica de estas 

proteínas.  

En conjunto, estos resultados sugieren que la interacción de R3B2 con las proteínas 

Dicer es necesaria para el correcto funcionamiento de la ruta canónica de silenciamiento, 

apuntando a una regulación negativa de estas proteínas a través de la interacción que 

afecta a la región platform-PAZ. Considerando la arquitectura de las proteínas Dicer 

(Figura 35) la región platform-PAZ es la encargada de alojar los extremos con dos 

nucleótidos protuberantes del dsRNA. Un primer bolsillo situado en PAZ es el encargado 

de interaccionar con el extremo 3’ protuberante del dsRNA, mientras que el dominio 

platform contiene un segundo bolsillo que interacciona con el fosfato en 5’ de la hebra de 

dsRNA (Tian et al., 2014). De esta manera, las dos cadenas de RNA quedan posicionadas 

sobre los centros catalíticos del dímero RIIID de Dicer y se produce el corte dando lugar 

a un siRNA cuya longitud está determinada por la separación entre la región de platform-

PAZ y los centros activos (MacRae et al., 2007). La interacción de la región conectora de 

R3B2 con la región platform-PAZ de Dicer-1 podría suponer un impedimento estérico 

para la entrada del dsRNA hasta estos dominios y el consiguiente posicionamiento de las 

dos hebras de RNA sobre el centro catalítico de la proteína (Figura 50A). Aunque esta 

interacción con Dicer-2 no se ha confirmado, la implicación de la región C-terminal de 

R3B2 en la interacción con Dicer-2, que es la principal encargada de la producción de los 

ex-siRNA y el silenciamiento mediado por transgenes, lleva a hipotetizar que podría 

tratarse de una interacción de naturaleza similar. De esta manera, en ausencia de la 

interacción del dsRBD1 de R3B2 con las proteínas Dicer, el contacto exclusivo a través 

de la región C-terminal estaría bloqueando la correcta producción de siRNA (Figura 50A  

y 50B) y, por consiguiente, provocaría la disminución de la frecuencia de silenciamiento 

observada en el mutante ΔH2 (Tabla 11).  

La hipótesis planteada en el párrafo anterior ofrece una explicación a la regulación 

negativa ejercida por R3B2 sobre la producción de epimutantes (Calo et al., 2017) y el 

silenciamiento de los Grem-LINE1 (Pérez-Arques et al., 2020), ya que sugiere una 

regulación negativa de la actividad Dicer como resultado del bloqueo de la unión del 

dsRNA a los dominios platform y PAZ. Sin embargo no explica la necesidad de R3B2 

para el correcto funcionamiento de las rutas de RNAi canónicas a la hora de producir los 

ex-siRNA y la disminución de la frecuencia de silenciamiento mediada por transgenes en 

el mutante r3b2Δ (Trieu et al., 2015). La falta de función del mutante ΔCTF, es decir,  



 

Figura 50. Modelo de actuación de la proteína R3B2 en el complejo con Dicer. 

A) Representación de la inhibición de Dicer-1 debida a la unión del conector a la región que contiene el PAZ. La unión 

de R3B2 al sustrato provocaría el desplazamiento del conector, permitiendo la actividad Dicer, y la degradación del 

ssRNA realizada por R3B2, generando los extremos requeridos para la producción de siRNA. Cuando R3B2 progresa 

hasta una región de dsRNA liberaría el sustrato de su centro catalítico al no poder introducirlo en su canal de RNA, 

quedando así disponible para Dicer-1. B) Representación de la inhibición de Dicer-2 considerando que la interacción 

es más débil y solo involucra a la región conectora de R3B2. La unión de R3B2 a un sustrato procesable o la debilidad 

de la interacción facilitaría que eventualmente Dicer-2 pueda liberarse y producir siRNA.  



 Discusión - El papel de R3B2 en el complejo con las proteínas Dicer de M. lusitanicus 

137 

 

aquel en el que se ha delecionado la región que presuntamente regula negativamente la 

actividad Dicer, sugiere que la interacción mediada a través del dsRBD1 no es lo 

suficientemente estable para permitir a R3B2 realizar su papel en el complejo con Dicer. 

En este sentido, los ensayos de Y2H indican que la interacción del dsRBD1 con la región 

helicasa de Dicer-1 es más débil en comparación con la detectada a través del conector 

que contiene PIR (Figura 30).  

La interacción de las proteínas Dicer de animales a través de su dominio helicasa ha sido 

ampliamente estudiada a nivel estructural y bioquímico. Los trabajos iniciales sobre la 

proteína Dicer humana del equipo de la Dra. Doudna, recientemente galardonada con el 

premio nobel de química, pusieron de manifestó que la región helicasa de la proteína 

regulaba negativamente el procesamiento de los miRNA (Ma et al., 2008). Además, los 

ensayos con la proteína Dicer humana realizados en este mismo trabajo indicaron que la 

reconstitución del complejo Dicer/TRBP era capaz de revertir dicha inhibición, 

sugiriendo que la interacción mediada por la región helicasa facilitaba la producción de 

los miRNA. Los miRNA son transcritos como precursores que adquieren una estructura 

en horquilla o pri-miRNA y cuyos extremos de ssRNA son eliminados por las proteínas 

del complejo Drosha/Pasha en animales, dando lugar a los pre-miRNA que son 

procesados por Dicer (Kim et al., 2009). Pero la región helicasa de las proteínas Dicer se 

ha relacionado con la forma en la que estas RNasas III procesan sus sustratos de dsRNA. 

El papel de esta región en la actividad de las proteínas Dicer comenzó a aflorar con el 

descubrimiento de un modo de producción de siRNA dependiente o independiente de 

ATP en D. melanogaster y C. elegans, relacionado con sustratos de dsRNA que 

presentaban extremos romos o con dos nucleótidos protuberantes en el extremo 3’, 

respectivamente (Welker et al., 2011). Las bases moleculares de estos dos modos de 

acción se determinaron mediante la obtención de imágenes de criomicroscopia 

electrónica (Sinha et al., 2018). Las moléculas de dsRNA que presentan extremos romos 

son parcialmente separadas por la región helicasa mediante la hidrólisis de ATP en un 

proceso conocido como enhebrado o “threading” que genera los extremos que pueden 

introducirse en el PAZ de Dicer. Este fenómeno conlleva un cambio conformacional que 

estrecha el canal de la región helicasa, encerrando la larga molécula de dsRNA, y fuerza 

un procesamiento del RNA completo dependiente de ATP. En cambio, las moléculas de 

dsRNA que presentan 2 nucleótidos protuberantes en 3’ pueden posicionarse 

directamente en el PAZ y ser cortadas sin la mediación de la región helicasa en un 

mecanismo independiente de ATP. Este segundo modo de acción conlleva que debido a 

la ausencia del cambio conformacional de la región helicasa, tras el corte, el sustrato de 

dsRNA y el siRNA generado son liberados, siendo coherente con la mayor actividad 

detectada al eliminar la región helicasa de la Dicer humana ya que supone un obstáculo a 

la entrada del dsRNA (Ma et al., 2008). Estos estudios basados en las proteínas Dicer de 

animales no han determinado el efecto de la presencia de largos extremos protuberantes 

de ssRNA porque, aunque de forma mucho menos eficiente, las proteínas Dicer pueden 

realizar cortes internos en los largos dsRNA y, a continuación, procesar el resto de la 



molécula desde el extremo generado (Zhang et al., 2002). Pero el propio procesamiento 

de los pri-miRNA realizado por Drosha/Pasha para eliminar los extremos de ssRNA de 

la horquilla sugiere que este tipo de sustratos no es eficientemente procesado por Dicer. 

En este sentido, en M. lusitanicus se ha hipotetizado que la actividad de RdRP-1, la que 

produce el dsRNA primario que dispara el mecanismo canónico de RNAi, no debe 

generar una larga molécula de dsRNA completa (Calo et al., 2012). Según esta hipótesis, 

RdRP-1 daría lugar a mRNA con regiones de dsRNA y ssRNA que permiten la 

producción de un número limitado de siRNA, mientras que la acción de RdRP-2 generaría 

moléculas de dsRNA más largas, amplificando el silenciamiento (Calo et al., 2012; Trieu 

et al., 2015). En consecuencia, los productos de esta segunda RdRP darían lugar a un 

mayor número de siRNA, estabilizando el silenciamiento sobre el mRNA diana. 

Considerando la especificidad de corte de R3B2 por el ssRNA, la necesidad del RIIID de 

R3B2 funcional para el silenciamiento canónico (Trieu et al., 2015) y su interacción con 

las proteínas Dicer, se puede hipotetizar que R3B2 cortaría el ssRNA para generar 

extremos romos o con dos nucleótidos protuberantes en 3’ para facilitar la actividad de 

las Dicer (Figura 50A y 50B) sobre los sustratos primarios de forma similar a como el 

complejo Drosha/Pasha madura los pri-miRNA. Debido a la naturaleza antiparalela del 

dímero R3B2, la unión al mRNA con regiones de dsRNA podría conllevar el 

desplazamiento de la región conectora (Figura 50A), que contiene el punto de interacción 

a continuación del dsRBD1, liberando la región platform-PAZ de Dicer y permitiendo el 

procesamiento del sustrato inicial. En cambio, muchos de los sustratos procedentes de la 

amplificación no serían procesables por R3B2, no ocasionando el cambio conformacional 

y por consiguiente bloqueando casi totalmente a Dicer-1 (Figura 50A), con quien 

interacciona intensamente, y parcialmente a Dicer-2 (Figura 50B), con quien muestra una 

interacción más débil. De esta forma podría explicarse simultáneamente el efecto positivo 

y negativo de R3B2 sobre los mecanismos de RNAi canónicos, ya que su presencia en el 

complejo Dicer sería beneficiosa inicialmente, pero con efectos negativos una vez que la 

producción de siRNA secundarios hubiese comenzado o en el mecanismo por el que se 

producen dsRNA por transcripción convergente y solapada. 

V.3. El papel de R3B2 en los mecanismos de RNAi de M. 

lusitanicus 
Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis permiten proponer un nuevo 

modelo de equilibrio dinámico para la regulación génica mediada por RNAi en M. 

lusitanicus (Figura 51). Al igual que se ha planteado en plantas (Hung & Slotkin, 2021), 

la regulación de los genes codificantes mediada por ex-siRNA sugiere un equilibrio entre 

procesos de degradación conservados en eucariotas (Houseley & Tollervey, 2009) y los 

mecanismos de RNAi. Los transcritos eucarióticos habituales presentan una caperuza en 

su extremo 5’, una región 5’ UTR, una región codificante, una región 3’UTR y una cola 

de poliadenina o poli(A). La degradación de un transcrito de un gen codificante de 

proteínas se induce mayoritariamente por su desadenilación y consiguiente entrada en la 
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degradación en dirección 5’ -> 3’, mediada por XRN1, o en dirección 3’ -> 5’, a través 

del exosoma (Garneau et al., 2007). Pero los sistemas de control de calidad del RNA no 

están limitados por la desadenilación, pudiendo degradar los transcritos aberrantes que 

carecen de alguna de las características descritas. La utilización de la maquinaria de RNAi 

para regular la acumulación de transcritos endógenos presenta la ventaja de producir una 

degradación selectiva mediada por la complementariedad de los ex-siRNA. Pero, al 

mismo tiempo, conlleva la necesidad de un estricto control que evite la entrada al 

mecanismo de transcritos que no deben ser silenciados o la capacidad de detener su acción 

una vez que se requiera revertir el silenciamiento. No se conocen exactamente los motivos 

por los que unos genes determinados entran a la regulación mediada por RNAi, pero su 

silenciamiento está propiciado por altos niveles de expresión y/o la acumulación de 

aRNA, que carecen de caperuza o cola poli(A) (Elmayan & Vaucheret, 1996; Gazzani et 

al., 2004; Hung & Slotkin, 2021). Existe un consenso sobre el reconocimiento de los 

aRNA por parte de las RdRP cuando estos comienzan a acumularse, ya sean provocados 

por un factor de estrés, una terminación y poliadenilación ineficiente, o por la propia 

saturación de los sistemas de control de calidad del RNA (Hung & Slotkin, 2021).  

En M. lusitanicus la entrada del aRNA derivado de genes codificantes de proteínas 

a los mecanismos de RNAi podría estar determinada por RdRP1 y en menor medida por 

RdRP-3. La proteína RdRP-3 es la única cuyo papel solo parece necesario para la 

regulación de los genes codificantes que son degradados por R3B2 en la ruta de 

degradación de mRNA o NCRIP (Calo et al., 2017). Si consideramos la incapacidad de 

los mutantes rdrp-1 para iniciar el silenciamiento (Calo et al., 2012), la coherente 

desaparición de los ex-siRNA en estos mutantes (Figura 39) y el perfil silvestre de siRNA 

en el mutante rdrp-3 (Figura 40), parece claro que la síntesis de pequeñas regiones de 

dsRNA sobre el aRNA por parte de RdRP-3 debe ser mínima o de muy pequeño tamaño. 

Estas pequeñas regiones, incapaces de ser procesadas por las proteínas Dicer, serían las 

encargadas de derivar el aRNA hacía la degradación dependiente de R3B2, disminuyendo 

la acumulación de aRNA disponible para ser reconocido inicialmente por RdRP-1 (Figura 

51). De esta forma, la ruta NCRIP estaría regulando genes cuyos niveles de aRNA no 

superan el umbral para disparar la iniciación del RNAi canónico, dando lugar a los 

rdRNAs, es decir, los productos de degradación de la NCRIP (Trieu et al., 2015). Cabe 

mencionar que la inducción de la expresión de r3b2 en respuesta a la escasez de uracilo 

(resultados del grupo no publicados), junto con la preferencia de este mismo nucleótido 

en la penúltima posición de los rdRNAs (Nicolás et al., 2010; Trieu et al., 2015) sugiere 

que la NCRIP podría estar inducida al reducirse la ratio de uracilo disponible para la 

síntesis de RNA, aumentando la degradación de aRNA para generar rdRNAs. Así, las 

exonucleasas endógenas dispondrían de un mayor número de extremos degradables, 

permitiendo un mayor reciclaje de uracilo. Resulta inusual que la preferencia por uracilo 

en la penúltima posición de los rdRNAs pueda observarse al analizar todo el conjunto de 

los sRNA con sentido de loci codificantes en las estirpes silvestres de M. lusitanicus 

(Figura 38). Este resultado sugiere a nivel global una gran proporción de RNAs 



procesados por la NCRIP, dando lugar a una abundancia de rdRNA similar o superior a 

los fragmentos de degradación que puedan derivarse del propio reciclaje de transcritos. 

Las investigaciones futuras deberán encaminarse a esclarecer el patrón de expresión de 

RdRP-3 y la relación de R3B2 con el metabolismo de uracilo.  

 

Figura 51. Modelo de funcionamiento de RNAi sobre la regulación de transcritos endógenos.  

La producción de aRNA primario de los genes codificantes de proteínas (GCP) haría que este fuese reconocido por la 

proteína RdRP-3 e introducido en la ruta NCRIP para su degradación por R3B2 mediante pequeñas marcas de dsRNA, 

que no serían reconocidas por Dicer, para producir los rdRNA (Calo et al., 2017; Trieu et al., 2015). La acumulación 

de aRNA primario de un GCP concreto aumentaría la probabilidad de que sea reconocido por RdRP-1 e inicie la síntesis 

de RNA con mayores regiones de dsRNA que sí podrían ser procesadas por Dicer (Calo et al., 2012). El producto de 

RdRP-1 no sería procesado eficientemente por las proteínas Dicer y requeriría de la proteína R3B2 para degradar las 

regiones de ssRNA y facilitar su procesamiento posterior por Dicer para dar lugar a los siRNA de 23-24 nt, cuya cadena 

pasajera sería degradada por Qip, una vez cargados en Ago-1 en el RISC (Calo et al., 2017; Cervantes et al., 2013; De 

Haro et al., 2009; Nicolás et al., 2010). La región 3’ de los transcritos cortados por RISC quedaría marcada por un 

factor desconocido que dificultaría su degradación por los mecanismos endógenos de control de calidad del mRNA 

(aumentaría su estabilidad) posibilitando que sean reconocidos por RdRP-2, además de RdRP-3 y RdRP-1. La actividad 

de RdRP-2 generaría largas moléculas de dsRNA, con el potencial de producir mayor número de siRNA y pequeñas 

regiones antisentido de hasta 21 nt que serían eficientemente procesadas y cargadas en el RISC para producir más 

aRNA secundarios y provocar un silenciamiento completo del transcrito diana. Una gran parte de los TE y los genes 

diana de la producción de epimutantes (GDE) producirían transcritos antisentido naturales de gran estabilidad que 

podrían ser procesados directamente por las proteínas Dicer, cuya actividad no estaría bloqueada por R3B2,  e iniciaría 

la amplificación dependiente de aRNA secundario mediada por RdRP-2 (Calo et al., 2014, 2017; Chang et al., 2019; 

Pérez-Arques et al., 2020).    



 Discusión - El papel de R3B2 en los mecanismos de RNAi de M. lusitanicus 

141 

 

El modelo propuesto plantea que el dsRNA primario generado por RdRP-1 no sería 

procesado eficientemente por las proteínas Dicer y requeriría de la actuación de R3B2, 

como sugiere el hecho que los mutantes r3b2Δ están severamente afectados en la 

iniciación del silenciamiento, ya sea inducido por la expresión de aRNA o por una 

horquilla de dsRNA (Calo, 2010). Aunque las horquillas de dsRNA aumentan la eficacia 

de silenciamiento, siguen requiriendo de R3B2 debido probablemente a que consisten en 

un largo dsRNA primario que presenta en un extremo largas cadenas de ssRNA, junto 

con la cola poli(A) y un bucle de ssRNA en el extremo opuesto (Figura 51).  El papel de 

R3B2 en la iniciación del silenciamiento se ve reforzado por el hecho de que los 

transformantes derivados de mutantes que carecen de r3b2 que conseguían iniciar el 

mecanismo de RNAi presentaban valores de estabilidad similares a la estirpe silvestre 

(Calo, 2010), sugiriendo que una vez iniciada la amplificación mediada por RdRP-2 la 

necesidad de R3B2 desaparece.  

En concordancia con la hipótesis de una baja producción de siRNA a partir del 

dsRNA primario derivado de RdRP-1, se puede observar una gran acumulación de RNA 

antisentido producido por esta RdRP en las estirpes mutantes en rdrp-2 cuando se induce 

el silenciamiento mediante un transgén que expresa aRNA (Calo et al., 2012). El 

requerimiento de RdRP-1 y la independencia de las proteínas Dicer de los genes regulados 

por la NCRIP también sugiere que parte del dsRNA primario de RdRP-1 debe ser 

derivado a la degradación por R3B2 en la NCRIP antes de generar gran cantidad de 

siRNA capaces de disparar la amplificación del silenciamiento. Considerando la actividad 

catalítica de R3B2, no parece que RdRP-1 genere de forma habitual dsRNA de cadena 

larga, ya que este sustrato no podría ser procesado por R3B2 en la NCRIP. En cualquier 

caso, el dsRNA primario eventualmente es procesado por el complejo Dicer/R3B2 

generando en última instancia los siRNA de 23-24 nt que son cargados en Ago-1. A 

continuación y teniendo en cuenta los estudios realizados sobre las mismas proteínas de 

N. crassa (Maiti et al., 2007), la proteína Ago-1 realizaría un corte sobre la cadena 

pasajera del siRNA, que sería inmediatamente degradada por la exonucleasa Qip para 

inducir el estado activo del complejo RISC. Finalmente, los complejos RISC producen 

un corte endonucleolítico al localizar un transcrito complementario que genera dos 

nuevos aRNA, uno sin cola poli(A) en su extremo 3’ y otro sin capucha en su extremo 5’.  

Se ha sugerido que el desplazamiento de los siRNA hacia la región 3’ de los 

transcritos regulados mediante RNAi se debe a una baja procesividad de RdRP-2 a la hora 

de generar el dsRNA secundario durante la amplificación del silenciamiento (Calo et al., 

2012; Nicolás et al., 2003). Esta hipótesis no concuerda con el hecho de que el aRNA 

secundario, generado por el corte de argonauta, debe representar tanto la región 5’ como 

la 3’ en dos moléculas diferentes generadas en las mismas proporciones cuando se 

silencian transcritos completos. Ello sugiere que, o RdRP-2 requiere la presencia de 

alguna de las proteínas unidas a la cola poli(A) de los transcritos para iniciar la síntesis 

de dsRNA, o la rápida acumulación de ribosomas en un contexto de traducción activa 

protege a la región 5’ de la síntesis de dsRNA, encaminándola a la degradación de 



transcritos sin codón de stop (Nonstop decay o NSD) (Frischmeyer et al., 2002; Garneau 

et al., 2007). La caracterización de la actividad in vitro realizada sobre QDE-1 de N. 

crassa, que al igual que RdRP-2, realiza una síntesis de novo del dsRNA a partir de 

ssRNA sugiere que la presencia de la cola poliadenilada no es necesaria para la actividad 

de estas proteínas (Calo et al., 2012; Makeyev & Bamford, 2002), mientras que la 

cooperación de las rutas de RNAi y la NSD ya ha sido observada en plantas (Szádeczky-

Kardoss et al., 2018). En cualquier caso, la falta de iniciación en los mutantes en rdrp-1 

(Calo et al., 2012) y su consecuente ablación de ex-siRNA derivados de genes 

codificantes controlados por el silenciamiento canónico (Figura 39), sugiere que la acción 

del RISC para regenerar el aRNA secundario debe identificarlo de alguna forma para que 

sea reconocido por RdRP-2 (Figura 51). Así, la ausencia de esta marca en el aRNA 

primario, que no ha entrado en contacto con el RISC, limita su procesamiento a RdRP-1 

o RdRP-3. Nuevamente en plantas, el corte del complejo RISC inducido por los miRNA 

o siRNA primarios marca el aRNA mediante la proteína SGS3 que queda unida a la región 

3’ del transcrito cortado, protegiéndola de la rápida degradación exonucleolítica del 

control de calidad del RNA (Hung & Slotkin, 2021). El blast de la proteína SGS3 de A. 

thaliana contra el catálogo de proteínas de M. lusitanicus revela la presencia de, al menos, 

una proteína con homología limitada en su región C-terminal. Aunque, la relación de esta 

proteína con el silenciamiento canónico no ha sido estudiada, la gran similitud de su 

estructura predicha con SGS3 de A. thaliana (Figura 52) sugiere que podría tratarse de un 

verdadero homólogo, por lo que futuras investigaciones podrían demostrar su implicación 

en la amplificación del silenciamiento y resolver el motivo por el que aparentemente 

RdRP-2 no es capaz de reconocer el aRNA primario. 

 

 
Figura 52. Predicciones estructurales de la proteína SGS3 de A. thaliana y el posible homólogo de M. lusitanicus. 

Las predicciones estructurales revelan la presencia en el posible homólogo de parte del largo coiled-coil (CC) que 

caracteriza a estas proteínas y del inusual dominio XS que presenta un atípico plegamiento de láminas β antiparalelas 

que recuerdan a un domino de unión a RNA. 

Estos resultados en su conjunto sugieren que la iniciación del silenciamiento 

canónico es un paso limitante relevante para la regulación de genes codificantes 

endógenos mediada por RNAi. De hecho, gran parte del aRNA secundario generado tras 

el corte del complejo RISC también debe ser degradado por la NCRIP para dar lugar a 
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los ex-siRNA de clase III y IV (Nicolás et al., 2010; Trieu et al., 2015) ya que a diferencia 

de los rdRNA, estos ex-siRNA son dependientes de las proteínas Dicer pero presentan la 

distribución de tamaños, la polaridad y la presencia de U en la penúltima posición de los 

rdRNA. Además, estos ex-siRNA de clase III y IV parecen ser los más abundantes y 

responsables de la observación del logo de U en penúltima posición en los sRNA con 

sentido, ya que en ausencia de Ago-1 esta característica desaparece (Figura 42). Por tanto, 

el nuevo modelo de equilibrio dinámico sitúa a la ruta NCRIP como un importante freno 

capaz de degradar los productos de aRNA primarios y secundarios que permiten el 

funcionamiento de la ruta canónica de RNAi y en consecuencia explicando su papel 

antagónico a las rutas de silenciamiento canónicas (Figura 51). Al mismo tiempo sugiere 

una explicación a la necesidad de R3B2 para iniciar el mecanismo y dar lugar a los ex-

siRNA de clase II que representan la mayor proporción de loci productores de siRNA. 

Pero el silenciamiento canónico requiere de una amplificación estable dependiente de 

RdRP-2 para un adecuado silenciamiento mediado por transgenes (Calo et al., 2012), la 

generación de epimutantes (Calo et al., 2014) y el silenciamiento de los Grem-LINE1 

(Figura 39). Anteriormente se ha discutido sobre el posible mecanismo de interacción de 

R3B2 con las proteínas Dicer-1 y Dicer-2 y sus implicaciones en el complejo con las 

proteínas Dicer a la hora de procesar los sustratos derivados de RdRP-1 o RdRP-2. El 

análisis de la distribución de los siRNA ha revelado que la mayor acumulación de sRNA 

antisentido de 21 nt parece relacionada con la amplificación del silenciamiento y por tanto 

con RdRP-2 (Figura 38 y 39). En este sentido, la caracterización in vitro de QDE-1 de N. 

crassa puso de manifiesto que, esta RdRP además de generar dsRNA completos a partir 

de moldes de ssRNA, daba lugar a una gran cantidad de pequeños RNA antisentido de 9-

21 nt distribuidos aleatoriamente (Makeyev & Bamford, 2002). Dado que en M. 

lusitanicus los ex-siRNA antisentido de 21 nt aparecen de forma tardía, están 

relacionados con los procesos que requieren de amplificación del silenciamiento y 

carecen del correspondiente sRNA con sentido de 21 nt (Calo et al., 2014, 2017; Chang 

et al., 2019; Nicolás et al., 2003), parece probable que RdRP-2, al igual que QDE-1, 

genere este tipo de siRNA, siendo los de 21 nt con un uracilo en 5’ directamente 

reconocidos por Ago-1 sobre su transcrito de origen. Así, la amplificación del 

silenciamiento no solo se ve inducida por el procesamiento del dsRNA secundario por 

parte de las proteínas Dicer, sino que además esta potenciada por la acumulación de estos 

productos resultantes de la actividad RdRP-2. 

 La identificación por parte de RdRP-2 de un aRNA secundario en condiciones 

normales también debe ser muy limitada, dado que los ex-siRNA de clase I y II no 

muestran variaciones significativas en su acumulación en los mutantes en rdrp-2 ( Nicolás 

et al., 2010) y, por consiguiente, la amplificación debe estar jugando un papel minoritario 

en su regulación. De hecho, el trabajo citado muestra mediante hibridación tipo northern 

la acumulación de ex-siRNA en 6 loci codificantes donde solo uno de ellos acumula, y 

de forma minoritaria, sRNA antisentido de 21 nt en relación a los sRNA con sentido de 

23-24 nt siendo el primero la especie mayoritaria cuando se dispara el silenciamiento 



mediado por transgenes (Calo et al., 2012; De Haro et al., 2009; Nicolás et al., 2003). 

Aun así, RdRP-2 debe de tener un cierto papel en el procesamiento de algunos transcritos, 

ya que la acumulación de rdRNA derivados de una veintena de exones dependen 

exclusivamente de esta RdRP y de R3B2 (Trieu et al., 2015).  

Considerando estos resultados, resulta interesante plantear que el silenciamiento 

completo de un gen esté mediado por la amplificación dependiente de RdRP-2, mientras 

que el control refinado de la acumulación de su transcrito dependa de RdRP-1. En 

coherencia con esta hipótesis los procesos dependientes de la amplificación del 

silenciamiento se producen en un contexto de gran número de aRNA, pero los resultados 

expuestos en esta tesis sugieren que difieren del control habitual de genes codificantes 

endógenos en la procedencia del dsRNA antisentido. El silenciamiento disparado por 

transgenes es dependiente de la iniciación por RdRP-1 y de la amplificación de RdRP-2, 

pero mientras que RdRP-1 se expresa de forma constitutiva, la presencia de dsRNA 

induce un rápido y marcado aumento de la expresión de RdRP-2 (Calo et al., 2012). Este 

matiz aporta el carácter dinámico al modelo de equilibrio planteado. En el contexto de 

este modelo, los datos sugieren que la producción de dsRNA primarios por parte de 

RdRP-1 y su limitado procesamiento por las proteínas Dicer, producen una acumulación 

de dsRNA que induce una mayor expresión de RdRP-2. Así, aunque ambas proteínas 

deben estar compitiendo por el aRNA secundario (Véase más abajo), el incremento de 

RdRP-2 deriva un mayor número de aRNA a la amplificación. Como se ha comentado 

anteriormente, esta acumulación de dsRNA producto de la actividad de RdRP-1, que no 

se correlaciona con una mayor acumulación de siRNA, ha sido observada en los mutantes 

en rdrp-2 a pesar de que estos presentan un complejo Dicer/R3B2 funcional (Calo et al., 

2012). Por el contrario, la regulación de los Grem-LINE1, y probablemente otros TE, así 

como la producción de epimutantes está regulada negativamente o compite con la NCRIP 

y la producción de dsRNA primario descrita anteriormente (Figura 51) en concordancia 

con los estudios publicados sobre estos procesos (Calo et al., 2017; Chang et al., 2019; 

Navarro-Mendoza et al., 2019; Pérez-Arques et al., 2020).  

No se ha descrito que la epimutación activa de un gen tenga efectos sobre los 

perfiles de acumulación de sRNA generales (Chang et al., 2019).  La única RdRP cuya 

ausencia bloquea la generación de epimutantes es RdRP-2, mientras que la ausencia de 

RdRP-1 o RdRP-3 tiene efectos positivos sobre este proceso (Calo et al., 2014, 2017; 

Chang et al., 2019). Así, en ausencia de estas dos últimas RdRP no se produce una 

derivación de aRNA a la producción de dsRNA primario o la NCRIP, respectivamente. 

Esta hipótesis también es coherente con la mayor frecuencia de epimutantes en el mutante 

en r3b2 (Calo et al., 2014) ya que, como se ha expuesto anteriormente, buena parte de los 

aRNA que entran en el mecanismo de RNAi deben ser degradados por la RNasa antes de 

ser convertidos en siRNA. Resulta sorprendente que, en ausencia de iniciación del 

silenciamiento, se produzca un desequilibrio de la maquinaria que dé lugar al efecto 

contrario al esperado. En otras palabras, si el dsRNA que dispara el mecanismo estuviese 

producido por RdRP-2 supondría que en M. lusitanicus existe una proteína capaz de 
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identificar exclusivamente el aRNA de la diana a epimutar y facilitárselo también 

exclusivamente a esta RdRP, que aparentemente es incapaz de reconocer el aRNA que 

no ha entrado en contacto con el RISC (Véase arriba). Se ha detectado una gran cantidad 

de RNA antisentido en las estirpes silvestres que no están en proceso de epimutación 

activo contra el gen fkbA (Calo et al., 2014, 2017). Debido a que dicho RNA antisentido 

es complementario al transcrito maduro del gen se asumió que debe estar producido por 

una RdRP a partir del mRNA, pero su acumulación no se ve afectada en los mutantes 

simples en rdrp-1, rdrp-2 o rdrp-3, lo que condujo a concluir que debía producirse un 

papel redundante de las RdRP en su síntesis (Calo et al., 2014, 2017). Sin embargo la 

presencia en este transcrito antisentido de la caperuza en el extremo 5’ y cola poli(A) en 

3’ (Calo et al., 2014), sugiere que se trata de un transcrito antisentido natural (natural 

antisense transcrip o NAT) producido por la polimerasa de RNA dependiente de DNA II 

(RNAPII). De hecho, la región 5’ del gen presenta numerosas secuencias compatibles con 

la existencia de señales de poliadenilación alternativa específicamente conservadas en 

levaduras (Graber et al., 1999) y hongos filamentosos (Tanaka et al., 2011). No se ha 

identificado ninguna interacción de las RdRP eucarióticas con los complejos proteicos 

que median la adición de la caperuza del extremo 5’ del transcrito o la poliadenilación de 

la región 3’. La situación más cercana se puede encontrar en la recientemente descrita 

producción de dsRNA mediado por el acoplamiento de RdR2, una RdRP, a la polimerasa 

de RNA dependiente de DNA IV (RNAPIV) en plantas (Huang et al., 2021). El complejo 

RNAPIV/RdR2 es capaz de acoplar la transcripción del RNA con su transformación en 

dsRNA transfiriendo el transcrito, una vez que ha finalizado la síntesis, directamente a la 

proteína RdR2. Pero nuevamente, este proceso impide que el transcrito original sea 

poliadenilado o encapuchado, derivándolo directamente a las proteínas Dicer para mediar 

la posterior metilación dirigida por RNAi del DNA (Zhou & Law, 2015). Así, parece más 

probable que la expresión de NAT del gen fkbA sea lo que posibilita la generación de 

epimutantes debido a la presencia de un promotor críptico aguas abajo del gen. En el 

mismo sentido, la arquitectura del locus pyrG de M. lusitanicus, otro de los genes 

codificantes que se ha demostrado que puede ser diana de la epimutación (Chang et al., 

2019), presenta un gen con transcripción convergente en su región 3’ que posibilita la 

generación de NAT por solapamiento de transcritos.. Considerando los descubrimientos 

puestos de manifiesto por el consorcio FANTOM y posteriormente por GENCODE y 

ENCODE sobre los RNA no codificantes entre los que se encuentran los NAT (Khorkova 

et al., 2014), no parece descabellado considerar que la producción de estos transcritos 

naturales en situaciones de estrés pueda disparar la maquinaria canónica de RNAi contra 

genes específicos con una frecuencia directamente proporcional a la tasa de transcripción 

del RNA antisentido explicando las diferencias observadas en la producción de 

epimutantes de fkbA, pyrG  y pyrF (Calo et al., 2014, 2017; Chang et al., 2019) De hecho, 

la implicación de los NAT en diversos procesos relacionados con el RNAi en hongos se 

ha descrito en numerosas ocasiones (Donaldson & Saville, 2012). Futuras investigaciones 

deben determinar la existencia de una fuente alternativa de dsRNA primario 

independiente de RdRP-1, que posibilite el inicio de la amplificación del silenciamiento 



contra dianas que en condiciones normales no están reguladas por los mecanismos de 

silenciamiento de M. lusitanicus. 

La producción de dsRNA que entra directamente al mecanismo de amplificación 

del silenciamiento mediado por RdRP-2 parece más clara en la regulación de los Grem-

LINE1. Estos TE son degradados activamente por la maquinaria de silenciamiento 

canónico (Pérez-Arques et al., 2020) y la ausencia de r3b2 y rdrp-1 producen un aumento 

de la acumulación de siRNA antisentido, que por el contrario, disminuye sustancialmente 

en la estirpe rdrp-2Δ (Figura 39). Este resultado sugiere un silenciamiento más eficiente 

en estos mutantes que, de forma similar a la producción de epimutantes, es contrario al 

esperado de una estirpe defectiva para la iniciación del silenciamiento. Así, la existencia 

de NAT contra los Grem-LINE les permitiría evitar la limitación de la iniciación y ser 

directamente transformados en siRNA. Esto redunda en una producción de los siRNA 

primarios independientes de RdRP-1 que posibilitan el subsiguiente marcado del aRNA 

secundario y su procesamiento por RdRP-2. Este proceso se produce, al igual que la 

inducción del silenciamiento mediada por transgenes, en un contexto de numerosas copias 

con gran similitud de secuencia, por lo que, una vez iniciado el mecanismo de 

amplificación, debe ser muy eficiente a raíz de la falta de productos de degradación de 

los Grem-LINE1 distintos de los siRNA (Figura 38). En este sentido, los Grem-LINE1 

son TE que forman mayoritariamente parte de las regiones pericentroméricas de M. 

lusitanicus (Navarro-Mendoza et al., 2019) suponiendo una situación muy parecida a las 

repeticiones centroméricas de S. pombe. En esta levadura, la RNAPII expresa NAT de las 

regiones repetidas centroméricas que al hibridar con los transcritos de estas repeticiones 

desencadenan un bucle de silenciamiento que conlleva la heterocromatinización de la 

región mediante el reclutamiento de complejos remodeladores de la cromatina (Holoch 

& Moazed, 2015). Dado que la expresión del NAT conduce a la represión transcripcional 

y no a una situación de PTGS, este proceso se conoce como silenciamiento transcripcional 

y supone un ejemplo cercano de la existencia de NAT relacionada con las repeticiones 

centroméricas.   

Finalmente, el hecho de que el aumento en la acumulación de siRNA antisentido 

contra los Grem-LINE1 solo se aprecie durante el proceso de epimutación activa en la 

estirpe rdrp-3Δ parece relacionada con la mencionada ausencia de productos de 

degradación derivados de estos TE (Figura 40). Este resultado, junto a la discreta 

distribución de los siRNA de los Grem-LINE1 observada en todas las estirpes, salvo en 

la ago-1Δ, sugiere que la mayor parte de sus transcritos se encuentra en forma de dsRNA, 

lo que limitaría su entrada a la NCRIP, al contrario de lo que sucede durante el proceso 

de epimutación. Así, la mayor producción de siRNA contra los Grem-LINE1 en los 

mutantes rdrp-1Δ y r3b2Δ, no parece relacionada con la NCRIP, sino con el papel que 

juegan estas dos proteínas en la ruta canónica de RNAi, es decir, una menor eficiencia de 

procesamiento de productos de RdRP-1 y el bloqueo de la actividad Dicer, discutido al 

inicio, durante la amplificación del silenciamiento. 



 Discusión - Conservación funcional de la proteína R3B2 en Mucorales 

147 

 

Este nuevo modelo de equilibrio dinámico (Figura 51) para explicar el 

funcionamiento de la NCRIP y el silenciamiento canónico en M. lusitanicus unifica las 

diferentes vías de silenciamiento descritas para la producción de ex-siRNA, siRNA y 

rdRNA, integrando los resultados obtenidos durante más de 20 años de investigación 

desde el descubrimiento del silenciamiento inducido por transgenes en este hongo. La 

aplicación de este modelo no solo ofrece una explicación válida a los fenómenos 

relacionados con el silenciamiento, además, aporta nuevas vías de investigación 

encaminadas a confirmar o revisar esta hipótesis sobre el funcionamiento de los 

mecanismos de RNAi en el hongo M. lusitanicus.  

V.4. Conservación funcional de la proteína R3B2 en 

Mucorales 
Los mecanismos de RNAi han sido ampliamente caracterizados en M. lusitanicus, 

pero se sabe muy poco de ellos en el resto de hongos basales. La creciente disponibilidad 

de genomas de este grupo de hongos revela que la mayoría de las proteínas de RNAi están 

conservadas lo que sugiere que en estos hongos también puede existir una regulación de 

la expresión génica endógena mediada por el silenciamiento génico, al igual que se ha 

descrito en otros hongos, plantas y animales (Ghildiyal & Zamore, 2009). A diferencia 

de los mecanismos descritos en los grupos anteriores, la maquinaria de RNAi de M. 

lusitanicus presenta la peculiaridad de la participación de la inusual RNasa III R3B2. El 

estudio que identificó el papel de R3B2 en la NCRIP, también reveló que se trataba de 

una proteína limitada al orden Mucorales (Trieu et al., 2015). La posterior implicación de  

esta proteína en la virulencia de M. lusitanicus (Pérez-Arques et al., 2020) y su limitada 

distribución filogenética llevo a estudiar si existía una conservación funcional de los 

posibles homólogos de R3B2, abriendo la puerta a la posibilidad de desarrollar nuevas 

terapias antifúngicas contra la mucormicosis basadas en el uso de R3B2 como diana 

terapéutica.  

El análisis filogenético reveló la presencia de al menos 71 posibles homólogos de 

la proteína R3B2 de M. lusitanicus, distribuidos en 27 especies de Mucorales (Figura 43). 

Entre los posibles homólogos se identificaron genes que codifican proteínas con uno o 

dos dominios dsRBD. Las especies que tienen genes que cifran proteínas con un solo 

dominio dsRBD también presentan, en la mayoría de los casos, un gen que codifica una 

versión completa de R3B2 (Figura 43). Estos datos sugieren que la adquisición de R3B2 

por parte del ancestro de los Mucorales, propuesta a través de un evento de transferencia 

horizontal (Trieu et al., 2015), se habría producido con anterioridad a la duplicación del 

genoma (Corrochano et al., 2016) que afectó a este grupo de hongos y que la proteína 

R3B2 ancestral presentaba dos dominios dsRBD.  

La confirmación de que las proteínas con similitud a R3B2 de otras especies eran 

realmente homólogas se obtuvo a través del análisis de su actividad catalítica. Para ello, 

se seleccionaron tres homólogos filogenéticamente alejados que incluían: uno de P. 



parasítica (PcR3B2) con alta similitud a proteína de M. lusitanicus (MlR3B2), pero que 

carecía de la región CTF; otro de L. corymbifera (LcR3B2), cuya similitud de secuencia 

era mínima, pero presentaba dos dominios dsRBD; y un tercero de R. microsporus 

(RmR3B2) que también presentaba baja similitud de secuencia y un solo dominio dsRBD. 

Los ensayos de actividad RNasa in vitro revelaron que a pesar de la baja conservación de 

los residuos catalíticos (Figura 45), estas RNasas, al igual que la proteína de M. 

lusitanicus, degradan específicamente ssRNA (Figura 46). Este resultado indica que se 

tratan de verdaderos ortólogos que derivaban de una proteína R3B2 ancestral que ya tenía 

específica frente al ssRNA. 

Los resultados anteriores sugirieron que, al igual que en M. lusitanicus, los 

ortólogos de MlR3B2 podrían estar jugando un papel relevante en el silenciamiento 

génico en estos hongos. Para comprobar esta hipótesis se evaluó la capacidad de 

complementación del defecto en la ruta canónica inducida por transgenes y la NCRIP de 

los mutantes en el gen r3b2 de M. lusitanicus con los genes de L. corymbifera y R. 

microsporus, dos hongos causantes de la mucormicosis. Desafortunadamente, los 

repetidos intentos para analizar la complementación con la proteína RmR3B2 no 

arrojaron resultados concluyentes debido a la falta de expresión en las construcciones 

utilizadas para la complementación. Por el contrario, la proteína LcR3B2 fue capaz de 

complementar el funcionamiento de la NCRIP y la ruta de RNAi canónica de M. 

lusitanicus. Este resultado sugiere, que al menos en L. corymbifera puede existir una 

maquinaria de RNAi semejante a la de M. lusitanicus y, por consiguiente, también 

implicada en la virulencia.  

En conjunto, los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis han 

afianzado el conocimiento sobre el papel de R3B2 en la maquinaria de RNAi de M. 

lusitanicus y han demostrado que su peculiar actividad catalítica está conservada en los 

Mucorales de mayor impacto sobre la salud humana. Aunque solo se ha podido demostrar 

la complementación in vivo de un ortólogo de R3B2 de M. lusitanicus, la conservación 

de la actividad catalítica en otros hongos apunta a una conservación de las rutas de RNAi 

de estos hongos y su función en virulencia, convirtiendo a R3B2 en una posible diana 

terapéutica para desarrollar fármacos específicos contra la mucormicosis en futuras 

investigaciones. 
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The results obtained during the execution of this thesis led to the following conclusions: 

1. The RNase III domain (RIIID) of R3B2 forms a head-tail homodimer in solution 

similar to that described for the bacterial class I and eukaryotic class II RNases.  

2. The R3B2 protein is able to bind ssRNA, RNA with natural dsRNA structures, and 

full dsRNA. This binding depends on both double stranded RNA bindind domains 

(dsRBD) and is independent of the sequence. 

3. The R3B2 protein is a RNase III protein that cleaves ssRNA and this specific 

catalytical activity is determined by its RIIID because the substitution of the domain 

with other from a canonical RNase III restores the ability of the protein to degrade 

dsRNA. However, this activity is independent of the dsRBD domains because 

muntant variants without both dsRBD retain the RNase activity. 

4. The crystal structure of R3B2 RIIID resembles canonical RIIIDs, despite the low 

sequence conservation. However, the groove that accommodates dsRNA in 

canonical RNases III is narrower in the R3B2 homodimer, suggesting that this feature 

could be responsible for the cleavage specificity for ssRNA. 

5. The R3B2 protein interacts with Dicer-1 and Dicer-2 proteins of the canonical RNAi 

mechanism. The interaction with Dicer-1 protein involves the Hel2 y Hel2i regions 

of its helicase and the dsRBD1 of R3B2, and its PAZ-platform domains and the linker 

that contains PIR of R3B2. The interaction with Dicer-2 is at least mediated by the 

C-terminal region of R3B2 that comprises the linker and the dsRBD2.  

6. The dsRBD1 and the C-terminal region of R3B2 are necessary for a correct 

functioning of the RNAi mechanisms because mutations of these regions affect the 

canonical RNAi and the NCRIP, and hence the virulence of the fungus. 

7. The size and polarity distribution of the sRNA in the r3b2Δ strain reveals a positive 

role for the production of ex-siRNA during vegetative growth together with a 

negative role during the stationary phase.  

8. The analysis of the antisense ex-siRNA-producing loci in the rdrp-1Δ strain reveals 

that RdRP-1 is essential for the ex-siRNA production but not for Grem-LINE1 

silencing.  

9. The size and polarity distribution of the sRNAs in the rdpr-2Δ strain reveals that the 

RdRP-2-dependent amplification of the RNAi is essential for Grem-LINE1 silencing 

but not for ex-siRNA production.  

10. The specific activity to cleave ssRNA is conserved in putative R3B2 homologs from 

three phylogenetically distant Mucorales species, suggesting evolutionary 

conservation in this fungal order.  

11. The R3B2 from L. corymbifera is able to complement the defects in the canonical 

RNAi pathway and the NCRIP caused by the loss of r3b2 in M. lusitanicus.  
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VIII. Anexos 
 



  



VIII.1. Proteínas utilizadas para el análisis filogenético 
Organismo ID del gen 

Aquifex aeolicus O67082 

Aspergillus niger G3XLX0 

Absidia repens 386913 

Benjaminella poitrasii 
529447 

648802 

Backusella circina 
252236 

284889 

Blakeslea trispora 
186474 

489587 

Candida albicans 
A0A1D8PM62 

A0A1D8PM79 

Chaetocladium brefeldii 

185053 

227361 

115159 

Choanephora cucurbitarum 
582603 

552367 

Cryptococcus neoformans Q5KEY8 

Cokeromyces recurvatus 
506973 

516988 

Circinella umbellata 
519094 

568790 

Dichotomocladium elegans 
182457 

1854006 

Escherichia coli P0A7Y0 

Ellisomyces anomalus 
374011 

454068 

Fennellomyces sp. 
590566 

614892 

Gilbertella persicaria 
543853 

565247 

Helicostylum pulchrum 
617366 

634698 

Lichthemia corymbifera 
3190 

6068 

Mycotypha africana 
851947 

984970 

Mucor lusitanicus 

80729 

160351 

110239 

https://www.uniprot.org/uniprot/O67082
https://www.uniprot.org/uniprot/G3XLX0
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Absrep1&id=386913
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Benpoi1&id=529447
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Benpoi1&id=648802
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Bacci1&id=252236
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Bacci1&id=284889
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Blatri1&id=186474
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Blatri1&id=489587
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1D8PM62
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1D8PM79
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Chabre1&id=185053
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Chabre1&id=227361
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Chabre1&id=115159
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Chocucu1&id=582603
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Chocucu1&id=552367
https://www.uniprot.org/uniprot/Q5KEY8
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Cokrec1&id=506973
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Cokrec1&id=516988
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Cirumb1&id=519094
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Cirumb1&id=568790
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Dicele1&id=182457
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Dicele1&id=1854006
https://www.uniprot.org/uniprot/P0A7Y0
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Ellano2&id=374011
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Ellano2&id=454068
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Fenlin1&id=590566
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Fenlin1&id=614892
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Gilper1&id=543853
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Gilper1&id=565247
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Helpul1&id=617366
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Helpul1&id=634698
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Liccor1&id=3190
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Liccor1&id=6068
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Mycafr1&id=851947
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Mycafr1&id=984970
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Mucci2&id=80729
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Mucci2&id=160351
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Mucci2&id=110239


Mucor cordense 

306576 

365312 

371263 

394906 

410562 

412583 

412585 

Mortierella ellongata 133451 

Mucor heterogamus 
361444 

525148 

Neurospora crassa V5IQ18 

Pilaria anomala 

381056 

390925 

394558 

Phycomyces blakesleeanus 

70936 

184044 

185429 

Parasitella parasitica 
393199 

418957 

Pilobolus umbonatus 
833902 

849870 

Rhizopus delemar 
1878 

10879 

Rhizophagus irregularis 1623609 

Rhizopus microsporus 
19874 

187193 

Radiomyces spectabilis 
547203 

607789 

Saccharomyces cerevisiae Q02555 

Spinellus fusiger  1717504 

Schizosaccharomyces pombe P22192 

Syncephalastrum racemosum 520618 

Sporodiniella umbellata 
510400 

549225 

Saksenaea vasiformis 3756 

Thamnidium elegans 
335479 

432215 

 

 

 

https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Kircor1&id=306576
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Kircor1&id=365312
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Kircor1&id=371263
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Kircor1&id=394906
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Kircor1&id=410562
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Kircor1&id=412583
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Kircor1&id=412585
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Morel2&id=133451
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Zyghet1&id=361444
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Zyghet1&id=525148
https://www.uniprot.org/uniprot/V5IQ18
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Pilano1&id=381056
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Pilano1&id=390925
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Pilano1&id=394558
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Phybl2&id=70936
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Phybl2&id=184044
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Phybl2&id=185429
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Parpar1&id=393199
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Parpar1&id=418957
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Pilumb1&id=833902
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Pilumb1&id=849870
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Rhior3&id=1878
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Rhior3&id=10879
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Rhiir2_1&id=1623609
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Rhimi_ATCC11559_1&id=19874
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Rhimi_ATCC11559_1&id=187193
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Radspe1&id=547203
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Radspe1&id=607789
https://www.uniprot.org/uniprot/Q02555
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Spifus1&id=1717504
https://www.uniprot.org/uniprot/P22192
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Synrac1&id=520618
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Spoumb1&id=510400
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Spoumb1&id=549225
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Sakvas1&id=3756
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Thaele1&id=335479
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Thaele1&id=432215
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