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Introduccion

l. INTRODUCCION






Introduccion

[. 1. Mucor circinelloides.

l. 1. 1. Caracteristicas generales.

Mucor circinelloideses un hongo filamentoso que presenta una amgliabdicion,
encontrandose en el suelo, sobre estiércol y sabres sustratos organicos en
descomposicion. Se ha descrito como un patégembumista humano, agente causal de la
mucormicosis, una enfermedad rara pero generalneatecuya incidencia ha aumentado
en los ultimos afos (Alvarezt al., 2009). Pertenece al subphylivtucoromycotina, que
se caracteriza por tener una reproduccion sexualug®n de gametangios, presentar un
micelio generalmente cenocitico (en algunas espguieden aparecer algunos septos), y
producir esporas aflageladas e inmdviles. Se ieckry el orderMucorales porque las
esporas vegetativas que produce se desarrollaarae fenddgena en estructuras que se
conocen como esporangios, y en la famiacoraceae porque el esporangio aparece
separado del resto del esporangioforo por un déptmdo columela. El génefducor,
que da nombre al subphylum, la familia y al ordeesenta esporangiéforos ramificados

en forma de racimos o cimas y esporangios globesas! extremo.

[. 1. 2. Ciclo de vida.

M. circinelloides es un hongo heterotélico, con dos tipos sexuatgsy((-),
idénticos morfolégicamente. Presenta dos ciclogdge(Figura 1):

- Un ciclo asexual o vegetativoque permite una rapida dispersion del organisg®.
inicia con la germinaciéon de una espora vegetabivasporangiospora, que suele ser
multinucleada. Las esporas maduran en el esporarsioado en el extremo del
esporangioforo. Al germinar, las esporas se hinchgoroducen uno o varios tubos
germinativos, que dan lugar a las hifas que crepen el apice y se ramifican
abundantemente para formar el micelio. Las hifasgg@se anastomosan y, normalmente,
carecen de tabiques transversales, por lo que adlimies cenocitico. En un momento
dado, las hifas que crecen ramificandose sobrestlago se hacen aéreas, originando los

esporangioforos (Gooday, 1973).
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Figura 1. Ciclo de vida deM. circinelloides

Micelio (+)

Micelio (-)

- Un ciclo de vida sexual que garantiza la recombinacion del material demate las

estirpes que participan en él, asegurandose marikbilidad genética de la especie. Tiene
lugar cuando se encuentran dos micelios de difetgra sexual. Esta aproximacion inhibe
la formacion de esporangioforos, induce la acunidiiade 3-caroteno y la diferenciacion

de las hifas sexuales, denominadas zigoforos. ligg&faros se fusionan por pares,
normalmente por sus apices y dan lugar a los pregagios, que presentan un septo
subapical que los separa del resto de cada hifaakelxos dos gametangios presentan

poros en la pared que los separa. Esta pared dagemerando y se produce una mezcla de
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citoplasma de ambos gametangios por un fendémenocitiim como plasmogamia. Se
forma una estructura rodeada por una pared gruesaaynentada en la que se depositan
compuestos como la esporolenina, un polimero deerasides oxidados (Gooday al.,
1973) y melanina, que actdan protegiendo a la pwas En ella se produce la fusion de
nacleos de distinto tipo sexual o cariogamia. Lyongarte de los nlcleos englobados no
se fusionan y degeneran. Solo algunos se fusionda s cuatro posibles productos
meioticos, sb6lo uno sobrevive. Tras un periodoatenktia, variable segun la especie, la
zigospora germina dando lugar a un germosporafgte germosporangio contiene los
productos de la meiosis, las germosporas, que puédeiar un nuevo ciclo de
crecimiento. En el caso dil. circinelloides la interaccion sexual y formacion de
zigosporas se puede llevar a cabo de forma eficaa &aboratorio, aunque nunca se ha

observado la germinacién de las zigosporas.

[. 1. 3.Mucor como modelo de estudio.

M. circinelloidesse ha convertido en un organismo modelo para tediesde
distintos procesos biologicos, como la sintesisnééabolitos secundarios, respuestas a la
luz, silenciamiento génico, sintesis de lipidosmgaifismo. Contiene un genoma pequefio
de 36.6 megabases M( circinelloides CBS 277.49; http://genome.jgi-

psf.org/Mucci2/Mucci2.home.htinlque incluye 11.719 genes y ofrece facil manejo y

rapido crecimiento en el laboratorio. Sin embargoprincipal ventaja es la existencia de
un sistema eficaz de transformacion genética, cgrenife la introduccion de DNA
exdgeno dentro del hongo (van Heeswijk, 1984; vaaawijk y Roncero, 1984; Gutiérrez
et al.,, 2011). Con este fin, se han desarrollado distinestores que portan, como
marcadores seleccionables, genes que complementaniames auxotréficas presentes en
distintas estirpes d#/. circinelloides (Ronceroet al, 1989; Anaya y Roncero, 1991;
Benito et al, 1995). Dichos vectores son autorreplicativosqureren presion selectiva
para su mantenimiento dentro del hongo. La capdcakaM. circinelloides para ser
transformado también ha permitido el desarrollpreedimientos para la integracion, por
recombinacion homologa, de fragmentos lineales d€A Den sus cromosomas,
permitiendo la generacion de mutantes nulos paonpeezamiento génico (Navared al,
2001). Asi mismo, se han desarrollado estrategies lp integracion de DNA exdgeno en
el genoma d#. circinelloidesbasadas en la transferencia de DNA mediada pmadieria
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Agrobacterium tumefacien@\yilasi et al, 2005). Finalmente, el descubrimiento del
fendmeno de silenciamiento génicoMncircinelloides(Nicolaset al, 2003) ha supuesto
la incorporacion de una nueva herramienta molegarpermite el estudio de la funcion
génica sin necesidad de generar mutantes nulos rpemplazamiento geénico
(Nicolaset al,, 2007).

El conjunto de herramientas moleculares descraasohvertido @M. circinelloides
en la especie, dentro del subphylum Mucoromycotina,el mayor repertorio de recursos
para analizar la funcion génica, a pesar de norbabestablecido las condiciones de
laboratorio adecuadas para llevar a cabo cruzaosiegenéticos. Esta caracteristica, y
sobre todo su posible utilizacién para la produtdi@ biocarburantes (Vicentt al,
2009; Vicenteet al, 2010), fue decisiva para que el Joint Genomgtuits, dependiente
del Departamento de Energia de Estados Unidosbagpeoen 2007 un proyecto liderado
por nuestro grupo de investigacion para secuerdigenoma deM. circinelloides La
reciente disponibilidad de la secuencia del genbanacelerado las investigacionesh&n
circinelloides al simplificar procedimientos experimentales cdmolonacion de genes, y
ha abierto la posibilidad de nuevas aproximaciexgerimentales basadas en técnicas de

gendmica, transcriptomica y protedémica.

Aunque M. circinelloides se ha utilizado como modelo de estudio de diversos
procesos biolégicos, uno de los que mas interésldspertado recientemente es la
patogénesis. Como se ha comentado anteriormignteiycinelloidesha sido identificado
como un patdgeno oportunista humano, agente cdesaha enfermedad infecciosa rara
pero letal denominada mucormicosis (Alvaedzal., 2009). Datos recientes indican un
incremento significativo de la mucormicosis, debfdodamentalmente al aumento en la
poblacion de pacientes inmunodeprimidos como camseia del SIDA, diabetes mal
controlada, enfermedades hematoldgicas, trasplaite®rganos o de células madre
hematopoyéticas, y también con algunos tipos derles. Se han descrito también factores
de riesgo que incrementan la susceptibilidad a l@ammicosis, como la presencia de
niveles altos de hierro en el suero (Morace y Bior@b12). Una de las principales
preocupaciones relacionadas con la mucormicosislaeslta tasa de mortalidad,
aproximadamente un 50% en general, pero mas del @9%s casos de infecciones
diseminadas. El coste econdmico previsto paradéssicausados por mucormicosis por el
sistema de salud de EE.UU. se aproxima a los 10080@or caso. Y sin embargo,

sorprendentemente, muy poco es lo que se sabe laofpeaética de la patogénesis de los



Introduccion

Mucorales, comparado con otros hongos patdgenoslloyrepercute en la falta de
tratamientos farmacologicos efectivos. De hecheldaada virulencia y mortalidad de la
mucormicosis ha hecho que se centre la atencidvl.egircinelloidespara el estudio de

nuevas dianas terapéuticas.

Muy recientemente, y utilizando modelos heterdlodmyas de la polilla de la cera
Galleria mellonellay ratones), se ha demostrado una correlacion ehtt@mafio de las
esporas deM. circinelloidesy la virulencia: las esporas mas grandes son nnakentas
que las pequeiias (et al.,2011). Las esporas de mayor tamafio comienzamaafasus
hifas invasivas inmediatamente después de la fangixipor las células inmunes del
hospedador, escapando asi al sistema inmune, asegtre las esporas mas pequefias
presentan un prolongado periodo de crecimientooisicb antes de poder germinar, y ello
hace que sean neutralizadas por los macréfagoa. destelacion entre tamafio de las
esporas Y virulencia explica, en parte, que hatigpes deM. circinelloidespatdgenas y
no patdgenas. Ninguna de las estirpes utilizadtisariamente en el laboratorio han

demostrado ser patdgenas en modelos de rat@t éli,2011).

l. 2. Silenciamiento génico mediado por RNA.

El silenciamiento génico mediado por RNA es un dejop mecanismo de
regulacion génica conservado en el mundo eucargaia, la notable excepciéon de la
levaduraSaccharomyces cerevisigealgunos otros hongos y protozoos parasitos (&sco
et al., 2013a). Este mecanismo conduce a la supresiortiGspede la expresion génica
mediada por pequefias moléculas de RNA que indacdeastruccion del mRNA, impiden
su traduccion o inhiben su transcripcion. Inicialteedescrito como un mecanismo de
defensa molecular del genoma frente a virus y p@s@nes, en los uUltimos afos se ha
demostrado que este mecanismo esta también impleadin gran nimero de procesos
biolégicos, como la regulacion del desarrollo, laiofogia del organismo y el
establecimiento de la arquitectura cromosémicafadede revelar un nivel de regulacion
de la expresion génica hasta hace poco desconatidilgnciamiento génico mediado por
RNA se ha convertido en una herramienta fundamental estudio de la funcion de los

genes, permitiendo incluso el desarrollo de nudissplinas como la gendmica funcional.
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[. 2. 1. Generalidades.

El silenciamiento génico mediado por RNA se ob&enicialmente en plantas,
donde se denomingbsupresiéno silenciamiento génico post-transcripciona(PTGS), y
en hongos, donde se denomirguélling”. En ambos casos, la introduccion de copias
transgénicas de un gen con la intencion de aumkn&presion del mismo provocaba el
efecto contrario, bloqueandose la expresion taatiosltransgenes como del gen endégeno
homologo (Napoliet al.,, 1990; Romano y Macino, 1992; Cogoei al., 1996). En
animales, el silenciamiento génico mediado por R&¢Adescribié por primera vez en
Caenorhabditis elegany se denomindinterferencia por RNA (RNAi) (Guo y
Kemphues, 1995). En este caso, la supresion depl@®dn génica venia mediada por la
introduccion de moléculas de RNA con sentido y samiido, sintetizadas vitro,
correspondientes a la secuencia de un gen endéBesteriormente se demostrd que el
verdadero inductor del silenciamiento eran molécdieRNA de doble cadengdsRNA)
generadas mediante la hibridacion de las cadenasamido y antisentido (Firet al.,
1998). La diseccion genética y el analisis biogodmie los fendmenos de cosupresion,
“quelling” e interferencia por RNA permitieron ekacer que todos estos fendmenos eran
manifestaciones del mismo proceso, conocido glodailencomo silenciamiento génico
mediado por RNA. Posteriormente se demostré quenastanismo no solo responde a la
introduccion de acidos nucleicos exdgenos, sinotgoién se induce en respuesta a la
produccion de moléculas de dsRNA de origen endo@éatiing et al, 1999; Wu-Scharf
et al, 2000; Aravinet al, 2001; Hamiltoret al, 2002).

En el mecanismo de silenciamiento génico las mdéale dsRNA son procesadas
por una enzima con actividad ribonucleasa Il (RNI&s denominada Dicer, grequeiios
RNAs (sRNA9 de 21 a 27 nucleétidos, que determinan la espielctl de la respuesta
(Hamilton y Baulcombe, 1999; Zamoet al, 2000; Bernsteiret al, 2001; Elbashiret
al., 2001a). Inicialmente se identificaron dos cate&gorprincipales de sRNAs: los
pequefios RNAs interferentes(siRNAs), que resultan del procesamiento de largas
moléculas de dsRNA exdgenas, generadas tras ueecidl viral o en respuesta a la
presencia de transgenes y transposones; milm®RNAs (miRNAS), que se originan por
el procesamiento de RNAs enddgenos con estructudaoejuilla bicatenaria. Los dos
tipos de sRNAs actuan regulando la expresion géadiggomover la degradacion de los

MRNASs diana o la represion de su traduc¢iigura 2).
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Ruta de los miRNAs Ruta de los siRNAs
pre-miRNA dsRNA
OIIIITIIaTTTn
Dicerl Dicer2
miRNAs siRNAs
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Represion dela traducmo_n’ Corte en el mRNA
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Figura 2. Esquema simplificado de las rutas de silenciamiemdiadas por miRNAs y siRNAs basado en
el mecanismo de silenciamiento @msophila melanogaster

Los sRNAs generados por Dicer son incorporada®aiplejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC), donde una proteina de la familia Argonauta acitmaoc
componente catalitico. La eliminacion de la cadpasajera del sRNA hace que el
complejo RISC se active y utilice la cadena antidendel sRNA como guia para
identificar secuencias complementarias en el mRiN#al Dependiendo de la naturaleza
de la proteina Argonauta presente en el complegCRY del grado de complementariedad
entre los SRNAs y la secuencia diana, se diferan@aos modos de regulacion: represion
de la traduccion, degradacion de los mRNAs o icidhi de la transcripcidn mediada por
la formacién de heterocromatina (revisado en CerthieSontheimer, 2009; Ghildiyal y

Zamore, 2009). En algunos organismos, incluyendotpts y hongos, el mecanismo de
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silenciamiento requiere la participacion pgi@limerasas de RNA dependientes de RNA
(RARP) para generar moléculas de dsRNA a partir dedrdaas de cadena sencilla, o para
amplificar la sefal de silenciamiento. Esta enzesacapaz de utilizar una molécula de
RNA de cadena sencilla como molde para sinteteaatiena complementaria, generando,
de esta manera, moléculas de dsRNA (Cogoni y Madia®9a; Dalmat al, 2000). En
organismos en los que existen varias proteinaasiéamilias Dicer, Argonauta y RdRP,
miembros especificos de cada familia participadasndistintas rutas de silenciamiento,
produciendo las diferentes clases de sRNAs y déetando la forma en la que se suprime
la expresion génica (Lext al, 2004; Okamurat al, 2004; Xieet al, 2004).

l. 2. 2. Silenciamiento génico en hongos filamentos

El silenciamiento génico mediado por RNA en honfil@snentosos se describio
inicialmente en el ascomiceleurospora crassajonde se denomind “quelling” (Romano
y Macino, 1992). Los estudios llevados a cabo pditacidar el mecanismo de
silenciamiento génico en este hongo permitieromtifilear los primeros elementos
genéticos implicados en este proceso, los gedes(“quelling defective”) (Cogoni y
Macino, 1997). Estos genes se identificaron mediahtanalisis genético de mutantes
afectados en el silenciamiento y se denominaydel (Cogoni y Macino, 1999a), que
codifica una RARRyde2(Catalanottaet al.,2000), que cifra una proteina con los dominios
Piwi-PAZ caracteristicos de la familia de proteindggonauta, yqde3 (Cogoni y
Macino, 1999b), que codifica una helicasa de DNAadamilia RecQ, que interviene en
la reparacion de dafos del DNA Bh crassa(Kato et al., 2004) La identificacion de
genes homdlogos en otros organismos, fundamentsnt@n elegansy Arabidopsis
thaliana, apoy0 la idea de que la base molecular del silemiei@o génico mediado por
RNA es similar en diferentes organismos. Postemotey cuando se dispuso de la
secuencia gendmica ¢e crassase identificaron dos proteinas homadlogas a QBeN.1
y DCL2) que tienen funciones parcialmente redurelanen el mecanismo de
silenciamiento, siendo necesaria la disrupcion kimaa de ambos genes para que se vea
afectado dicho mecanismo (Catalanadtoal., 2004). En otro ascomicet®dagnaporthe
oryzae también se identificaron dos genes homodlogos @rDipero su inactivacion
demostré que, a diferencia de lo que ocurridNerrassa solo el gerdicer2 es esencial
para el mecanismo de silenciamiento (Kadogdail.,2004).

10
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El estudio del mecanismo de silenciamiento durahteecimiento vegetativo d¢.
crassa (“quelling”) revela que las proteinas QDE-1 y QBEson esenciales para la
induccion del silenciamiento por transgenes “contide” (misma orientacion que el
MRNA) (Figura 3, derechg (revisado en Changt al., 2012). Recientemente, se ha
propuesto que las repeticiones de los transgentsgrados en tandem en el genoma,
promueven la recombinacion homodloga y la formacitn estructuras aberrantes de
intermediarios de recombinacion, ya que se ha deatusque la recombinacion homéloga

es necesaria para el “quelling” &h crassa(Zhanget al, 2013). Estas estructuras

MSUD (Fase sexual) Quelling (Fase vegetativa)
Dafio del DNA
- —
DNA desapareado Region repetitiva Region de IDNA
RNA aberrante RINA aberrante
a |
Precursor de dsRNA
<RCL-1/\.|
DCL-2|
dsRNA /
}
-
SRNA

| QDE2

Figura 3. Mecanismos de “quelling” y de silenciamiento meaiétinducido por DNA desapareado (MSUD)
enN. crassa(basado en Changt al, 2012). QDE-1 y SAD-1 son RdRPs. QDE-2 y SMS-2 gateinas
de la familia Argonauta. Las proteinas que intemieen el mecanismo de “quelling” participan tamizé

la produccién de pequefios RNAs enddgenos derivdel@NA ribosémico (qiRNAS) en respuesta a dafios
en el DNA (ver mas adelante).

11
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aberrantes serian reconocidas por la maquinarisileleciamiento, en concreto por la
helicasa QDE-3, que reclutaria a la proteina QDidstas regiones (Lext al., 2010;
Zhanget al, 2013). La proteina QDE-1, identificada inicialecomo una RdRP, tiene
también actividad polimerasa de RNA dependient®Né& (DdRP) (Leeet al., 2010).
Mediante su actividad DdRP, QDE-1 convierte el DNMA cadena sencilla de las
estructuras aberrantes de recombinacion en moadaRNA aberrantes (aRNA) v,
posteriormente, en dsRNA, utilizando para ello stivalad RdRP. El dsRNA generado
por QDE-1 es procesado mayoritariamente por laneADCL-2 en SsiRNAs de 25 nt
(Catalanottoet al., 2004), que son incorporados en el complejo RISICcogponente
principal de este complejo es la proteina QDE-2g@hauta), que realiza un corte
endonucleolitico en la cadena pasajera del siR8esario para que la exorribonucleasa
QIP (QDE-2 Interacting Protein) elimine dicha caaledando lugar al complejo RISC
activo (Maiti, Lee, & Liu, 2007). La proteina QIRislada en un escrutinio disefiado para
identificar componentes del complejo RISC que ateionan con QDE-2, es por tanto
esencial para la activacion de dicho complejo yapare ocurra el silenciamiento génico.
En el complejo RISC activo, el siRNA de cadena #lansirve de guia para identificar el
MRNA diana y promover su degradacion. Bmosophila se ha identificado una
ribonucleasa (C3PO) que promueve la activacidrcaeplejo RISC eliminando la cadena
pasajera del siRNA (Liet al., 2009), lo que indica que la activacion de dichmplejo

ocurre de forma similar edeurosporay en animales.

Un fendmeno relacionado con el silenciamiento genmediado por RNA
identificado enN. crassaes el llamadacsilenciamiento meiotico inducido por DNA
desapareadqMSUD) (Shiuet al, 2001) que, a diferencia del “quelling”, ocurrelariase
sexual, en concreto, durante la profase | de laosiei Durante el apareamiento de
cromosomas homologos que tiene lugar en la meielsimecanismo de MSUD reprime la
expresion de aquellos genes que soOlo estan presenteno de los cromosomas de la
pareja y que, por lo tanto, generan una zona de B&sapareado. El silenciamiento afecta
no solo a la copia del gen desapareado, sino @wealcopia adicional presente en el
genoma, aunque eésta se encuentre apareada (Araynadyletzenberg, 1996). Los
fendmenos de “quelling” y MSUD utilizan diferentesmponentes de la maquinaria de
silenciamiento (Shiwet al, 2001; Leeet al, 2003), manteniendo dos rutas relacionadas
pero separadas, de una forma similar a lo que ®@&mD. melanogastecon las rutas de

los miRNAs y los siRNAs (revisado en Siomi y Sio@@09) Figura 3, izquierda). Un

12
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modelo simple del mecanismo de MSUD propone quarderel apareamiento de los
cromosomas homologos en la meiosis, el DNA desagares detectado y utilizado como
molde para producir transcritos de RNA aberranteupa DdRP aun por identificar. En la
region perinuclear estos transcritos son convestielo dsRNA por SAD-1, una RdRP
especificamente requerida para el MSUD, que formeomplejo con la proteina SAD-2 y
la helicasa SAD-3, necesarias para la localizagérinuclear de SAD-1. El dsRNA
generado es seguidamente procesado por la RNB$ZLHL, que juega un papel critico en
este mecanismo y que también co-localiza en l@meggerinuclear con otros componentes
del MSUD. Los sRNAs generados son incorporados cahptejo RISC, en el que
participan la proteina de la familia Argonauta SR$-a exonucleasa QIP, para ejecutar
el silenciamiento post-transcripcional de los geme®odlogos (revisado en Chargal.,
2012).

Ademas deN. crassa el silenciamiento génico post-transcripcionaluicido por
transgenes ha sido descrito en otros hongos filemees, comoCladosporium fulvum
(Hamada y Spanu, 1998)). circinelloides(Nicolas et al., 2003; Nicolaset al, 2007;
Nicolaset al, 2009; de Haret al, 2009; Nicolast al, 2010; Calcet al, 2012; Cervantes
et al, 2013),M. oryzae(Kadotaniet al.,2003),Aspergillus nidulangHammond y Keller,
2005) o Cryphonectria parasiticaun organismo en el que se ha demostrado que el
silenciamiento génico en hongos tiene una funce®defensa frente a virus (Segetsl,
2007). En el patdbgeno huma@oyptococcus neoformarse ha descrito una forma especial
de silenciamiento que se ha denominado silencidmiaducido por el sexo (SIS), ya que
la frecuencia de silenciamiento de transgenes radeg en tandem en el genoma es 250
veces mayor durante la reproduccion sexual qué ere@miento vegetativo (Wargt al.,
2010) La busqueda en las bases de datos de Iqmoentes tipicos de la maquinaria de
silenciamiento permite identificar proteinas Dic®JRP y Argonauta en un namero
importante de hongos pertenecientes a los grupssomycota Basidiomycotay
Mucoromycotina(anteriormenteZygomycota (Nakayashikiet al, 2006). Sin embargo,
algunos hongos filamentosos carecen total o pareidle de la maquinaria de
silenciamiento, como es el casoldgtilago maydi Cryptococcus gattiiaunque si existe
en hongos muy proximos evolutivamente a éstos, Ue sgugiere que, aunque muy
esporadicamente, la pérdida de la maquinaria @mcs@miento ha ocurrido en varios

linajes independientes durante la evolucién (NEetéal, 2013).
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l. 2. 3. Silenciamiento génico mediado por RNA el. circinelloides.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado latextia de un mecanismo de
silenciamiento génico mediado por RNA kh circinelloides(Nicolaset al, 2003). La
facilidad de manipulacion de este organismo, lapafhilidad de herramientas
moleculares y el hecho de que esté evolutivamdej@da del ascomicetd. crassaen el
gue se ha estudiado con mas detalle el mecanismibedeiamiento, han convertidoMi
circinelloidesen un referente dentro del grupo de los hongaméhtosos para estudios de
silenciamiento génico. El silenciamiento inducidw fransgenes evi. circinelloidesse ha
analizado utilizando como chivato un gen cuya fdiafuncion da lugar a un fenotipo
facilmente identificable. En concreto, se ha engeal gencarB, que cifra la enzima

deshidrogenasa de fitoeno, implicada en la sintiescarotenos coloreaddsdura 4).

. . Fenotipo de
Gen Carotenoides Actividad P
los mutantes
I — carRP
GGPP Actividad sintetasa
carRP Sintetasa
k GGPP de Fitoeno
B Fitoeno ]
‘ carB
Fitoflueno
¢ - caroteno ;
carB Deshldrogenasa
‘ de Fitoeno
Neurosporeno ~carRP
‘ Actividad ciclasa
Y - caroteno cicl Silvestre
iclasa h
F
carkP ‘ de Licopeno 1
p - caroteno L.

Figura 4. Ruta de biosintesis de carotenoided/erircinelloides El gen bifuncionatarRPes responsable
de la actividad sintetasa de fitoeno, que genepaimler caroteno de la ruta a partir de la condgasade

dos moléculas de geranilgeranilpirofosfato (GGPRjs cuatro deshidrogenaciones que convierten el
fitoeno en licopeno son llevadas a cabo por elystmdel gercarB. La sintesis d@-caroteno se completa
con el concurso de la actividad ciclasa de licoppnesente en la enzima bifuncional CarRP. A |lad=a

se muestra el fenotipo de color de mutantes afestad las distintas actividades de la ruta de Stnhtie
B-caroteno.
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La sintesis de carotenos kh circinelloideses inducida por la luz. Las estirpes
silvestresmuestran color amarillo intenso en condiciones Idminacién debido a la
acumulacion de3-caroteno, mientras que la falta de funcion del cgB da lugar a un
fenotipo albino tanto en oscuridad como en luz,nadandose en estas estirpes el
precursor no coloreado fitoeno. Asi, la utilizactfel gencarB como gen chivato permite
detectar y analizar el silenciamiento génicavercircinelloides(Nicolaset al, 2003), ya
que la degradacion del mensajero inducida porttadaoccion de copias transgénicas del
gencarB conduce a la aparicion del fenotipo albino, faeite distinguible del fenotipo

silvestre.

Una de las caracteristicas singulares del silener@mgénico eMM. circinelloides
es su induccidn por transgenes presentes en plasnaidtorreplicativos que, al no
integrarse en el genoma, no ven afectada su edpnesr efectos de posicion o secuencias
reguladoras del huésped. Esto ha permitido demogtra la eficacia y estabilidad del
silenciamiento esta directamente relacionada carivel de expresion de los transgenes.
Asi, la introduccion en la estirpe silvestre despl@os autorreplicativos portadores de
copias silvestres o truncadas del gearB, controladas por su propio promotor
fotoinducible, causa el silenciamiento de dicho genel 3-10 % de los transformantes
(Nicolaset al, 2003) Figura 5A). Pero esta frecuencia de silenciamiento puedesatan
hasta el 85-90 % cuando se introducen transgemegepeticiones invertidas dirigidos por
promotores constitutivos fuertes, que al trans@bgeneran directamente estructuras de
RNA en horquilla (de Haret al, 2009) o se aumenta la expresion de los transgears
sentido” por diversos métodos (Nicokisal, 2009; Calcet al, 2012). El fenotipo albino
de los transformantes es resultado de la degradasigecifica del mMRNA maduro del gen
carB, indicando que el silenciamiento observado tiemgail a nivel post-transcripcional
(Nicolaset al, 2003).

En M. circinelloides los transformantes silenciados por la introdutcide
transgenes acumulan moléculas de siRNAs correspatedi a secuencias del gemB. En
concreto, el silenciamiento génico Eicor esta asociado a dos clases distintas de siRNA
antisentido, de 21-nt y 25-nt, si bien solo sedatesiRNAs con sentido de 25-RFigura
5B). Esto contrasta con otros sistemas, en los gaeRNASs con sentido y antisentido
presentan el mismo tamafo. Las dos clases de siR&Aisentido se acumulan
diferencialmente durante el crecimiento vegetatieolos transformantes silenciados, lo

que constituye la caracteristica mas sobresald@iteilenciamiento génico évucor.
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A B Tiempo de crecimiento vegetativo (horas)

6 12 24 48 72

SiRNAs — 25 nt
antisentido
- 21nt

SiRNAs ’ - w .'25”t

con sentido
= 21 nt

& %" ’7 5S rRNA/
Silvestre gl “ - D Wy = BT

Figura 5. Silenciamiento génico mediado por RNAMncircinelloides (A) Silenciamiento de la expresion
del gencarB (fenotipo albino) inducido por la introduccién dartsgenes con sentido. (B) Acumulacion
diferencial durante el crecimiento vegetativo dediRNAs antisentido y con sentido en estirpesisidelas
(Nicolaset al, 2003).

En los ultimos afios, nuestro grupo de investigatiardilucidado la ruta de los
siRNAs enM. circinelloides(Figura 6), identificando los genes implicados y generando
mutantes en cada uno de ellos. Asi, se han caeacterdos genedicer (dcl-1y dcl-2)
(Nicolas et al, 2007; de Harcet al, 2009), tres genes que cifran RNA polimerasas
dependientes de RNArdip-1, rdrp-2 y rdrp-3) (Calo et al., 2012; resultados no
publicados) y tres genesgonauta(ago-1 ago-2 y ago-3 (Cervantest al, 2013). La
disrupcién del gedcl-1y el analisis posterior de los mutantes mostroasgie gen no tiene
un papel fundamental en la ruta de silenciamiegtoag inducido por transgenes, ni en la
produccion de las dos clases de siRNAs (Nicetéal, 2007). Sin embargo, los mutantes
dcl-1 poseen una menor tasa de crecimiento y present@morfologia anormal de sus
hifas, lo que sugiere que pudiera estar implicadaeaegulacion de funciones enddgenas.
El gendicer que desempeia el papel principal en la ruta @asdmiento inducido por
transgenes edcl-2, que es fundamental para el eficaz procesamiegit@lsRNA en los
siRNAs de 21 y 25 nucledtidos asociados al silenigato génico eMucor (de Haroet
al., 2009). La proteina Dcl-2 requiere para su fum¢adcolaboracion del producto del gen
r2d2 (Calo, 2010), que cifra una proteina con dos daside union a dsRNA, similar a
proteinas dé. melanogastey C. elegangjue interaccionan con Dicer para el adecuado
procesamiento del dsRNA. Aunque Dcl-2 juega el papacipal en el mecanismo de
silenciamiento, existe cierta redundancia funcierdte los dos genekcer, de tal forma
gue solo en el doble mutardel-1/dcl-2 se anula por completo la capacidad de silenciar.
El mutante en el gedcl-2 presenta defectos en la esporulacién, sugiriendpasible
papel de este gen en la regulacién del desarreietativo (de Haret al.,2009).
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Figura 6. Modelo del mecanismo de silenciamiento génico ifthupor transgenes éw. circinelloides

También se han identificado evucor tres genesargonauta de los cuales
Unicamenteago-1esta implicado en el mecanismo de silenciamienticgénducido por
transgenes durante el crecimiento vegetativo, reectindose en este caso ninguna
redundancia funcional con los otros geage (Cervantest al.,2013) figura 6). El gen
ago-2es probablemente un pseudogen, ya que contieoeddém de parada prematuro que
daria lugar a una proteina Argonauta truncadacgtexeria del dominio catalitico PIWI,
mientras que no se ha encontrado aun una funci@ngbgerago-3en el ciclo vegetativo.
Al contrario de lo descrito en otros hongos, cdwarassala proteina Ago-1 es esencial
para la acumulacion de las dos clases de siRNAgades de los genes silenciados (21-nt
y 25-nt). Ello sugiere que esta proteina es neieepara la biogénesis y/o estabilidad de
los siRNAs, probablemente mediante su interacc@natras proteinas de silenciamiento
en un complejo multiproteico (Cervantes al., 2013). Los mutantesago-I muestran
también defectos en la produccion de esporas, isndo la participacion de la ruta

canonica de silenciamiento en la regulacion deifunes celulares enddgenas.
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Finalmente, se han identificado tres gemp enM. circinelloides(Figura 6). El
analisis de los genedrp-1 y rdrp-2 puso de manifiesto la diversificacion funcionallae
proteinas cifradas por ambos genes, ya que actudistntos pasos de la misma ruta de
silenciamiento. La proteina RARP-1 es esencial [@amduccion del silenciamiento por
transgenes “con sentido”, pero es perfectamenfeensable cuando el silenciamiento se
induce por dsRNA derivado de transgenes con repedis invertidas (Calet al, 2012).
Ello se debe a que RARP-1 es responsable de &sisinle dSRNA a partir del RNA de
cadena sencilla (ssRNA) derivado del transgen, piemdo asi la induccion del
silenciamiento. Por el contrario, la proteina RdRBs esencial para el silenciamiento
inducido por transgenes independientemente de tlaabeza de la molécula inductora,
siendo necesaria para la eficaz acumulacion deiRi$As secundarios producidos durante
el proceso de amplificacion (Calet al, 2012). La amplificacion del silenciamiento,
llevada a cabo por enzimas RARPs y descrita enospmantas y algunos animales,
permite que pequefas cantidades de la moléculactordu (dASRNA o directamente
siRNAs) activen eficazmente la maquinaria de siEm@ento. Los siRNAs primarios,
generados por Dicer directamente a partir de lakaulas inductoras de dsRNA, son
dirigidos a sus mRNAs diana mediante el complej8GrIUtilizando como molde esos
MRNA procesados, la enzima RARP genera nuevas umadéde dsRNA que dan lugar,
por distintos mecanismos, a los llamados siRNAsrsdarios, que a diferencia de los
siRNAs primarios, pueden corresponder a secuedelasiRNA diana localizadas aguas
arriba y aguas abajo de la molécula inductora geslo en Ghildiyal y Zamore, 2009;
Siomi y Siomi, 2009; Fisher, 2010).

La existencia de un proceso de amplificacion ddénsiamiento enM.
circinelloidesse demostro tras la identificacion de siRNAs sdatns correspondientes a
secuencias localizadas aguas abajo de la moléodiectora (Nicolaset al, 2003). Las
caracteristicas de estas moléculas de siRNAs sagdasdsugieren que las RdRPs
implicadas en la amplificacion del silenciamientecanocen como aberrantes los
fragmentos de los mMRNAs que carecen de la capemega 7-metilguanosina,
convirtiéndolos en dsRNAs que son procesados pamdana Dcl-2. La enzima RARP-2 es
la principal responsable de llevar a cabo el pmcksamplificacion eM. circinelloides
si bien debe existir cierta redundancia funciomitecslas RARPs, ya que los mutanthp-

2, aunque severamente afectados en su capacidadilpa@ar, mantienen un cierto nivel

de respuesta a la introduccion de transgenes @alb 2012) Figura 6). Esta actividad
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residual en el proceso de amplificacion podridlsgeada a cabo por las proteinas RARP-1
o RdRP-3, aunque aun no se ha identificado ningapelppara el gemdrp-3 en el
mecanismo de silenciamiento Bk circinelloides(nuestros resultados no publicados). La
importancia del proceso de amplificacion en el merao de silenciamiento dil.
circinelloides se pone de manifiesto por el hecho de que los AfRféetectados en los
individuos silenciados corresponden, casi excluserste, a sSiRNAs secundarios, tal y
como ocurre eiC. elegansy otros organismos con mecanismos de amplificaef@aces
(Pak y Fire, 2007).

Los datos mencionados, obtenidos en el andlisibsleggenes implicados en el
silenciamiento génico inducido por transgenederircinelloides sugieren la existencia
de una especializacion de los distintos miembrodadefamilias génicas citadas, que
podrian participar en distintas rutas endogenasildéaciamiento, regulando diferentes

genes diana y controlando distintas funciones aedal

l. 3. Los pequeios RNAs reguladores.

En los dltimos afios, se ha puesto de manifiestorestiente protagonismo del
mecanismo de regulacion génica basado en el silannto génico mediado por pequefias
moléculas de RNA. En eucariotas superiores, adel@das dos categorias principales de
pequefios RNAs ya mencionadas, $68NAs, implicados en la defensa del genoma vy los
MiRNAs reguladores, se han identificado IBNAs que interaccionan con Piwi
(piIRNAS). Estas tres clases mayoritarias se diferenciasuebiogénesis, en el modo de
regulacion de sus dianas y en las funciones bicdggien las que participan. Sus
caracteristicas comunes son su pequefio tamafid3(0-af)-y su asociacion con miembros
de la familia de proteinas Argonauta, a las quargpara reducir la expresion de sus genes

diana.

Los miRNAs regulan, a nivel post-transcripcionabs Iniveles de proteinas
implicadas en una gran variedad de procesos cetul&on cifrados por el genoma como
precursores de RNA no codificante, que adoptanl ei@eo estructuras bicatenarias en
forma de horquillasKigura 7). Una vez exportados al citoplasma, estos premesste
dsRNA son procesados por enzimas RNasa lll en meleade 21-22 nucleétidos, que
interaccionan con el MRNA diana portador de sedasmnarcialmente complementarias,
provocando el blogueo de su traduccion (mayoritagide en animales) o su degradacion
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(fundamentalmente en plantagjgura 2). La mayoria de miRNAs en animales y plantas
son transcritos por la RNA polimerasa Il (Pol 1Deé et al., 2004). En moscas y
mamiferos, unos pocos mMIRNAs son casi completameoteplementarios al mRNA
diana, permitiendo que la proteina Argonauta celtenRNA en el enlace fosfodiéster
entre los nucleotidos apareados con los nucledfiios11 del miRNA, contados desde el
extremo 5 (Yektat al., 2004). Esta complementariedad es la norma geaerplantas,
considerandose el corte de la diana el principaamemo de regulacion por miRNAs en
estos organismos (Llavet al., 2002; Rhoadegt al., 2002). Sin embargo, en moscas y
mamiferos, la mayoria de los miRNAs Unicamenteesgarcon sus dianas a través de los
nucledtidos 2-8 contados desde el extremo 5 ddRNW, lo que impide el corte
endonucleolitico por Argonauta, ya que los nucteasi 10 y 11 no se encuentran
apareados. En este caso, los miRNAs se unen praferente a la region 3’ no traducida
(3'UTR) del mRNA diana, reprimiendo su traducciéndimigiendo la deadenilacion y
degradacion de sus dianas (revisado en Filipoeticd.,2008). Los miRNAs controlan el
proceso de desarrollo en plantas y animales, redalaenovacion de las células madre y

estan implicados en el cancer, entre otros procesos

Virus, transposones
y transgenes

NUCLEO

-

“pri-miRNA — DNA ., ",

W) L

| (Drosha) O
(Pasha) mirtrén @K’
/ dsRNA

S
Qj

exportina-5

CITOPLASMA

pre-miRNA \\\\ ﬂ

Ruta de los miRNAs Ruta de los siRNAs

Figura 7. Biogénesis de los miRNAs y siRNAs (esquema basaddae rutas de silenciamiento d&
melanogastér El procesamiento en el nicleo de los precursibee®iRNAs (pri-miRNAS) se lleva a cabo por
la RNasalll Drosha. Los pre-miRNAs obtenidos s@mgportados al citoplasma por la proteina expeB&jna
donde son procesados por Dicer en los miRNAs madwerFigura 2). En este esquema solo se considera la
produccién de siRNAs derivados de acidos nuclesedgenos.
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Aungue inicialmente se considerd que los siRNAs sélgeneraban en respuesta a
la invasién por acidos nucleicos exogenbgyiira 7), los avances en las técnicas de
secuenciacion han permitido la identificacion IBNAs endogenos(endo-siRNAs o
esRNA9, implicados, entre otros procesos, en el silenigato de transposones y regiones
con repeticiones. Su biogénesis comparte elematdoks rutas de los siRNAs y los
MiRNAS, hasta el punto de haber sido propuestosodomermediarios evolutivos entre
ambos tipos de sRNAs (revisado en Siomi y Siom920Los endo-siRNAs han sido
detectados en levaduras, hongos filamentosos (alesuen laseccionl.3.1), algas,
plantas y animales (revisado en Ghildiyal y Zam@a@g€)9; Drinnenberegt al.,2009; Leeet
al., 2010; Nicolaset al.,2010). Derivan de moléculas de dsRNA precursosasrgsultan
de la transcripcidon de transposones adyacenteglegilen orientaciones opuestas, regiones
con transcripcion convergente, zonas con transonpaidireccional, pseudogenes que se
transcriben en orientacién contraria al gen caoalifie oloci que tienen estructuras cuya

transcripcion genera directamente una horquilldsdRNA Figura 8).

En plantas, se han identificado varias subfamiiasendo-siRNAs (revisado en
Ghildiyal y Zamore, 2009): losiRNAs de actuacion en cigcasiRNAS, que dirigen la
heterocromatinizacion de ldsci con transposones y elementos repetidos de los que
derivan, provocando la metilacion del DNA y la nfaxdicion de histonas; IcsRNAs de
actuacion en trans(tasi-RNAs), que se originan a partir de transcritos no dcalites,
cuyo corte inducido por miRNAs atrae a la RdRP, gereera un dsRNA que es procesado
finalmente por Dicer; y IosiIRNAs derivados de transcritos antisentido naturas
(natsiRNASs), que se producen en situaciones de estrés medihrirocesamiento por
Dicer de una region de dsRNA, originada en la zd@aolapamiento de dos transcritos
convergentes. Los distintos tipos de endo-siRNAsiiszen para su biogénesis diferentes
componentes de la maquinaria de silenciamientoefDiérgonauta y RdRP). ED.
melanogastese han detectado endo-siRNAs en células de la Bomatica y de la linea
germinal (Czechet al, 2008; Ghildiyalet al, 2008), que pueden distinguirse de los
mMiRNAs y otros pequeiios RNAs por presentar casnmie una longitud de 21 nt,
encontrarse en orientacion con sentido y antisenteher un extremo 3" modificado, no
presentar tendencia a contener Uracilo en el extigny requerir la enzima Dicer para su
biogénesis. Los endo-siRNAs también se han ideatlh en oocitos de ratdn y, al igual
que enD. melanogaster se han relacionado con el silenciamiento de mp@swes
(Watanabeet al, 2006; Czeclet al, 2008; Ghildiyalet al, 2008). Estos siRNAs son
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generados a partir de dsRNAs derivados de traascr@iomplementarios que son
procesados por Dicer, y no requieren la participade enzimas RdRPs. En levaduras
como Saccharomyces castellKluyveromyces polysporysCandida albicangambién se
han identificado endo-siRNAs correspondientes aesggas repetidas y transposones, que
derivan de transcritos solapantes y requieren parbiogénesis a las enzimas Dicer y
Argonauta (Drinnenbergt al., 2009). El catadlogo de endo-siRNAs contindia aunmeltta
cada afo, revelando nuevas rutas de biogénesirsignam de manifiesto la relevancia de

estas moléculas reguladoras en el control de leesim génica (Okamura, 2012).
Loci estructurados CDECDJCEEEC)IDIL
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invertida
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Figura 8. Mecanismos de generacidon de moléculas de dsRNActochs de la ruta de los endo-siRNAs
(basado en Ghildiyal y Zamore, 2009). Los rectamguharrones en el pseudogen indican regiones que
presentan variaciones respecto a la secuenciaddlgdador.

La tercera clase de sRNAs, los piRNAs, se ha ifieatio exclusivamente en la
linea germinal d€. elegansD. melanogasterpecesy mamiferos, donde participan en el
silenciamiento de transposones y elementos remetiti(lshizu et al., 2012). Su
caracteristica principal es que no tienen comousseces moléculas de dsRNA, por lo que
las enzimas Dicer no estan implicadas en su biaignEl nombre piRNA deriva de la
capacidad de estas moléculas para unirse a unansilibf de proteinas Argonauta,
filogenéticamente relacionadas, denominada PIWIs IpRNAs poseen un tamafo
ligeramente superior al de los miIRNAS24-31 nt), tienden a presentar Uridina en su

extremo 5" y estan modificados en el extremo 3" l@ontroduccion de un grupo metilo
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(2°-O-metilo). Los estudios en moscas sugierenlgs@iRNAs provienen de RNAs de
cadena sencilla y de gran longitud. Actualmentemetielo que explica su biogénesis,
denominado “amplificacion ping-pongFigura 9), supone que proteinas de la familia
Piwi unirian piRNAs antisentido, que las guiariaasta los mMRNAs de los transposones.
La actividad catalitica de estas proteinas core&dnfaRNA entre los nucleétidos apareados
con los nucleétidos 10 y 11 del piRNA, contadosddesd extremo 5°. El fragmento 3" del
MRNA cortado se uniria, a través de su extrema bina proteina diferente de la familia
Piwi, guiando el corte de una molécula de RNA antislo generada a partir de la
transcripcion antisentido del transposén (revisaddGhildiyal y Zamore, 2009). Asi, en
este ciclo de amplificacion, los transcritos de ti@sposones serian al mismo tiempo
iniciadores y dianas del mecanismo. Entre los @speno resueltos del modelo se
encuentran la generacion de los extremos 3" d@iRNAs y el reconocimiento de su
orientacion por parte de distintas proteinas daralia Piwi, aunque recientemente se ha
sugerido que exonucleasas similares a la protellRg@perfamilia DEDDh) podrian estar

implicadas en la formacion del extremo 3’ de Id3NAs (Xueet al, 2012)
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Figura 9. Modelo ping-pong para la amplificacion de los piRN@asado en Jinek y Doudna, 2009). Piwi,
AUB (Aubergine) y AGO3 son distintas proteinas aémilia PIWI.
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l. 3. 1. Pequefios RNAs enddgenos en hongos filarosos.

El papel fundamental del silenciamiento génico madipor RNA en la defensa del
genoma frente a la invasion por acidos nucleicdgyexos también se ha demostrado en
hongos filamentosos (Nicolds y Ruiz-Vazquez, 201@pmo se ha mencionado
anteriormente, la presencia de transgenes, tramse® virus induce la produccion de
siRNAs en los hongoN. crassaM. circinelloidesy C. parasitica entre otros (Catalanotto
et al, 2002, Nicolaset al, 2003, Nolaret al, 2005, Zhanget al, 2008). También se han
identificado enN. crassay Gibberella zeae siRNAs asociados al mecanismo de MSUD
(masiRNAs), que protegen al genoma durante la dejedn sexual de los problemas que
podrian representar segmentos no apareados de @a4,como virus o transposones en
movimiento (Shiwet al, 2001; Soret al, 2011). Finalmente, los siRNAs inducidos por el
sexo enC. neoformans(SIS-siRNAs) han demostrado ser esenciales patacirela
actividad de los transposones durante el ciclo alexurotegiendo de esta manera el

genoma de la descendencia (Wahgl.,2010).

Pero ademas de estos siRNAs producidos en respuastacidos nucleicos
exdgenos, las nuevas técnicas de secuenciaciorpdramitido poner de manifiesto la
existencia de diversos tipos de siRNAs enddgendsoagos filamentosos (denominados
aqui esRNAs) (Nicolas y Ruiz-Vazquez, 2013). Cormorie en los eucariotas superiores,
y a diferencia de los siRNAs producidos en respuasvirus y otros acidos nucleicos
exdgenos, los esRNAs derivan de secuencias enddgestns esRNAs son producidos
mediante distintas rutas de biogénesis, en lapgttEipan los distintos componentes del
mecanismo canonico de silenciamiento. La mayorialate esRNAs proceden de
precursores de dsRNA que son directamente traosali!l genoma o generados por la
accion de enzimas RdRPs. Estos dsRNAs son normedmescesados por miembros de la
familia Dicer y finalmente incorporados en comp¢efrtadores de proteinas Argonauta,

donde actuan para regular la expresion de genégends.

Durante mucho tiempo se considero que los miRNAabas ausentes en hongos.
Sin embargo, en 2010 se identificaronMencrassaal menos 25 loci, correspondientes a
regiones intergénicas, que produceiRNA-like sRNAs (milRNAs) (Lee et al., 2010).
Estos milRNAs fueron aislados tras la secuenciagidraracterizacion de los esRNAs
asociados a la proteina QDE-2 (ArgonautalNderassa Se denominaron asi por presentar
similitudes con los miRNAs convencionales de angmal plantas, tales como derivar de
precursores capaces de adoptar estructuras enillasrdpicatenarias. Existen evidencias
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gue sugieren gue estos mMiIIRNAs podrian regulaxfaesion génica ehNeurosporade
forma similar a los miRNAs de animales y plantis. embargo, estos milRNAs parecen
no cumplir un papel importante en el crecimientdegarrollo deN. crassaya que los
mutantes afectados en la produccidn de los milRNAsnuestran ningun fenotipo en
condiciones de crecimiento en laboratorio. Se mrguipues, un estudio mas exhaustivo
para establecer la funcién fisiolégica que desempefMas recientemente, se han
identificado algunos miRNAs en otros hongos, cdhmeoformangJianget al, 2012),
donde se ha sugerido que podrian estar implicadds eegulacion de la actividad de los
transposones y la expresion de pseudogenes, eat@emo de plantasSclerotinia
sclerotiorum(Zhou et al, 2012) y en el patdgeno humaRenicillium marneffe(Lau et

al., 2013), donde regulan la expresion de genes dian@ncion desconocida. Hasta la
fecha, el posible papel fisiologico de los miRNAs lkongos filamentosos esta por
determinar, fundamentalmente por la falta de f@ostide los mutantes afectados en genes

necesarios para su biogénesis.

A diferencia de lo que ocurre en animales y plaritabiogénesis de los milIRNAs
enN. crassa tiene lugar al menos mediante cuatro rufia®tes, que utilizan diferentes
combinaciones de proteinas de silenciamiento: DCDQL-2, QDE-2, QIP y MRPL3,
una proteina que posee un dominio RNasa |l @tesd.,2010). La produccion de milR-1,
la clase mayoritaria de milIRNAs é¥. crassa requiere la intervencion de las proteinas
Dicer, QDE-2 (pero no su actividad catalitica) yelonucleasa QIP. A diferencia de éste,
milR-2 es completamente independiente de Dicerp peguiere una proteina QDE-2
cataliticamente activa. Al igual que ocurre conR¥, la biogénesis de miR-451 de ratén
y pez cebra es independiente de Dicer pero depdgrdie Argonauta (Chelouét al.,
2010; Cifuentegt al.,2010). La biogénesis de milR-3 requiere Unicaminparticipacion
de las proteinas Dicer, al igual que ocurre entafanLa ultima clase, milR-4, es
parcialmente dependiente de Dicer, lo que sugéretérvencion de otras nucleasas en el
proceso. La reconstitucidn vitro de la biogénesis de milR-1 ha revelado el papel del
exosoma, un complejo con actividad exonucleasa’,3}5de la proteina QIP en la
determinacion del tamafio del milR-1 maduro, porvsedd manifiesto la importancia del
exosoma en el procesamiento de los esRNAs @fus., 2012). Al contrario de lo que
ocurre en plantas y animales, donde los miRNAsmsayoritariamente producidos por la
RNA polimerasa Il (RNA Pol 1), los cuatro tiposipeipales de milRNA em. crassason

transcritos por la RNA polimerasa lll, aunque laARRol Il se ha encontrado asociada con
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algunos loci milR, sugiriendo una colaboracion emdis dos polimerasas en la produccién
de los milIRNAs (Yanget al, 2013).

Los sRNAs que interaccionan con QDE-ZqiRNAs) (Lee et al, 2009), son un
tipo especial de esRNAs, identificados Mncrassa que son generados en respuesta a
dafios en el DNA. Los qiRNAs se originan, principahte, a partir del DNA ribosomal
(rDNA), la unica region altamente repetitiva egehoma déleurosporay podrian actuar
manteniendo la integridad de esta region genomee#ando, de alguna forma, la
recombinacion entre las repeticiones (Cecere y Qipg009). Los giRNAs presentan una
longitud de~21-23 nt y generalmente contienen una Uridina eexemo 5’ (revisado en
Changet al.,2012). La produccién de los giRNAs requiere deplageinas Dicer, QDE-1
(RARP), QDE-2 (Argonauta) y la helicasa QDE-3, ¢adido que estos esRNAs son
generados por la maquinaria de silenciamiento @r plr RNAs aberrantes, tras un dafio
en el DNA (Leeet al., 2009). Recientemente, se ha descubierto que @amadluccion de
giRNAs se requieren también factores que particighaectamente en la recombinacién
homologa y factores remodeladores de la cromafihar(get al, 2013). Ello ha permitido
proponer un modelo para la produccion de giRNAsadirpde secuencias repetidas de
rDNA, en respuesta a dafios en el DNA (fAggura 3, derechg. En este modeldy.
crassa utilizaria la recombinacién homodloga, activada gbrdafio en el DNA, para
identificar loci de DNA repetido, fundamentalmente¢i de rDNA. En estos loci se
generarian estructuras aberrantes de intermediat@srecombinacion, que serian
reconocidas por las proteinas QDE-3 y QDE-1 pacalymir, en primer lugar, RNAs
aberrantes a partir de regiones de DNA de cademallaey convertirlos, posteriormente,
en dsRNAs (Zhangt al, 2013). Dado que el mecanismo de “quelling” taambiequiere la
recombinacion homologa e implica repeticiones dettansgenes, se ha sugerido que el

“quelling” y la produccién de qiRNAs comparten uecanismo comun.

M. oryzee es un organismo modelo para el estudio de lasatttiones patdégeno-
hospedador, siendo el principal patdégeno de artopg. Recientemente, se ha descrito en
este hongo filamentoso una gran variedad de esRjMAscorresponden a loci de tRNA,
rRNA, regiones codificantes, elementos repetitiyosegiones intergénicas, aunque no se
han identificado milRNAs (Nune=st al.,2011). Estos esRNAs exhiben diferentes patrones
de acumulacion en el micelio vegetativo y en lasuesiras infectivas. En el micelio
vegetativo, los esRNAs provienen principalmenterelgiones intergénicas y elementos

repetitivos. Sin embargo, en la estructura denodairgpresorio, una hifa especializada
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implicada en la infeccion de la célula de la plaftay un mayor enriquecimiento de
esRNAs derivados de loci de tRNAs. Esta acumuladiferencial en diferentes tejidos
sugiere una participacion de los esRNAs en la esgih del crecimiento y el desarrollo de
este patdgeno. Asi mismo, se ha observado unadtfieren los perfiles de esRNAs
acumulados erM. oryzaeen respuesta a distintas condiciones de estrégrante la
infeccidén de la planta. Ello ha permitido la idén#cién de un reducido grupo de genes
regulados por esRNAs en respuesta a distintascsites fisiologicas, uno de los cuales
podria estar implicado en patogénesis (Raetat.,2013). También en el hongo del suelo
Trichoderma atrovirideusado como agente de biocontrol, se han ideadifiesRNASs que
podrian estar implicados en el control del creamue/egetativo y el desarrollo (Carreras-
Villasefioret al, 2013). Todo ello pone de manifiesto que, mas ddlda proteccion del
genoma, la maquinaria de silenciamiento juega ypelpaentral en la regulacién de

procesos enddgenos en hongos filamentosos.

l. 3. 2. Pequefios RNAs endogenos kh circinelloides.

Las nuevas tecnologias de secuenciacion, juntoetoronocimiento cada vez
mayor de la relevancia funcional de los esRNAs cabmreguladores, llevaron hace unos
afos a nuestro grupo de investigacion a abordael#ificacion y caracterizacion de los
esRNAs enM. circinelloides Al contrario de lo que ocurre éd. crassa los mutantes
afectados en genes de la maquinaria de silenciéonmenestran alteraciones en procesos
de crecimiento y desarrollo, lo que apuntaba aapebdel mecanismo de silenciamiento
en la regulacion de funciones enddégenas. Parazalcase objetivo, se llevo a cabo la
secuenciacion masiva de los pequefios RNAs acunuiladdogenamente en la estirpe
silvestre deMucor y en mutantes afectados en los gedelsl, dcl-2, rdrp-1 y rdrp-2
(Nicolaset al, 2010). El analisis de las secuencias obtenidamifi@ identificar 980 loci
productores de esRNA, distribuidos por todo el gesaqgy correspondientes a secuencias
repetidas y transposones, regiones intergénicasiyes. Sorprendentemente, EsRNAS
gue derivan de exonegex-siRNAS9, fueron los mas abundantes (Nicoddsal., 2010), lo
gue contrastaba con lo descrito hasta ese momartr@s hongos com8. pombeen el
gue los endo-siRNAs corresponden a repeticionetsarearicas y dirigen la formacion de
heterocromatina (Grewal y Jia, 2007) y los ya mamailosS. castelliy C. albicans donde
la mayoria de endo-siRNAs son producidos a pagtsatuencias repetidas y transposones
(Drinnenberget al.,2009). A pesar de la redundancia parcial de lagefras Dcl-1 y Dcl-2
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en la ruta de silenciamiento, los datos de secaeidei indicaron que Dcl-2 es la principal
proteina Dicer implicada en la produccion de todos tipos de esRNAs ei.
circinelloides ya que 828 de los 980 loci productores de esRNi&penden
exclusivamente de la proteina Dcl-2 para su biogigndunque un numero significativo
de esRNAs derivan de regiones intergénicas e iesrgnson, por tanto, candidatas para
producir miRNAs, el andlisis de esas regiones plesmanifiesto que no presentaban la
caracteristica estructura en horquilla bicatentipiga de los loci de miRNA, indicando
que, al menos en las condiciones estudiatiscircinelloides no produce miRNAs
(Nicolaset al.,2010). La aparente ausencia de miRNAs en esteohoagpal y la presencia
de esRNAs derivados de transposones y secuenpigisdas en hongos basales, plantas y
animales sugiere que la evolucion seleccioné |68Nés para silenciar transposones y
que, posteriormente, cada rama de la vida haadiizsta maquinaria para silenciar otras

dianas.

Los ex-siRNAs déM. circinelloidesfueron los primeros esRNAs identificados en
hongos que regulan la expresion de genes que @ftdeinas mediante la represion de los
correspondientes mRNAs. El analisis llevado a cab®. circinelloidesidentific6 324
loci productores de ex-siRNAs que corresponden & @gdhes, ya que algunos genes
contienen mas de un exon productor de ex-siRNAmsEsx-siRNAs son funcionales, ya
que regulan la expresion de los genes a partioslgle se han producido, dirigiendo la
degradacion de los mRNA correspondientes. Ello emugstra por el aumento en la
acumulacion de mRNA de los genes diana en mutaimesgpaces de producir el
correspondiente ex-siRNA. La regulacion de la esipregénica mediada por ex-siRNAs
se lleva a cabo a través del mecanismo de silerai@mngénico, pues estas moléculas

precisan de la maquinaria de silenciamiento pa@@duccion (Nicolagt al.,2010).

Los ex-siRNAs se pueden clasificar en cuatro clasgsndiendo a sus
caracteristicas estructurales y las proteinas aealguinaria de silenciamiento requeridas
para su biogénesigdbla 1). Las clases | y Il corresponden a aquellos eNAIR que
dependen de Dcl-2, pero no Dcl-1, para su prodacétdesentan un tamafo definido de
23-24 nt y muestran una fuerte preferencia por ildraen la primera posicion de la
molécula, preferencia compartida por las cadenés dgilos SRNAs unidos a Argonauta
en animales, plantas y otros hongos. Los ex-siRpEkgenecientes a Ease Il muestran,
ademas, niveles reducidos de acumulacion en elneutirp-1, indicando que requieren

esta proteina para su biogénesis, aunque la mal@eghos no requiere la participacion de
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Dependiente de
Clase N° de ex-sSiRNA 5 U (%)

EXONES dcl-1 dcl-2  rdrp-1 rdrp-2 (%)
I 9 - + - + 13.42 92.18
Il 222 - + + - 58.74 92.12
1 88 + + + + 27.36 8.39
v 5 + - + + 0.48 28.28

Tabla 1. Caracteristicas de las cuatro clases de ex-siRSéfdica el nimero de exones pertenecientes a
cada clase y los genes necesarios para su biogé§nesicados con un signo +). El porcentaje de ex-

siRNAs se refiere al porcentaje de lecturas reduedacorrespondientes a cada clase de ex-siRNA. Se
muestra también el porcentaje de lecturas redueslante presentan Uracilo en el extremo 5’ terndeal

la molécula (5’ U).

RARP-2. Esta es la clase mas numerosa, que inelugtRNAs derivados de 222 exones.
La participacion de RdRP-1 y Dcl-2 en la biogénesisesta clase de ex-siRNAs sugiere
gue el mRNA derivado de estos loci es convertida&€RNA por la proteina RARP-1 y
posteriormente procesado por Dcl-2. La participacte estas dos proteinas en la
biogénesis de la clase mayoritaria de ex-siRNAslpwxtenderse a los esRNAs derivados
de transposones y regiones intergénicas, ya quayaria de los esRNAs dependientes de
Dcl-2 generados a partir de estos loci tambiéniesgn RARP-1 (Nicolast al, 2010)
(Figura 10).

B dipl
rdrp2-
B sapl-yrap2

B Independientes de
los mutantes rdrp

Exones Regiones Transposones
intergénicas

Figura 10. Proporcién de loci de esRNAs dependientedde? que requieren ademas a las proteinas RARPs
para su biogénesis.
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Sélo un pequefio grupo de ex-siRNAs dependient&xcta para su biogénesis no
requiere RARP-1 para su produccién, aungue la rfeagerellos requieren RARP-2. Estos
ex-siRNAs constituyen lalase | (nueve exones) y son los que muestran nivelesajas
de acumulacion en el mutardel-Z, sugiriendo un papel importante en la regulacién d
los MRNA dianas. Se ha realizado un analisisilico de las funciones bioldgicas de los
genes presumiblemente regulados por las clasedl dg ex-siRNAs. Sin embargo, el
elevado numero de genes que disminuyen los nidelex-siRNAs en el mutantiel-2 ha
dificultado la identificacion de aquellos que padrser responsables del fenotipo de dicho
mutante. No obstante, es importante sefalar queuaula mayoria de los ex-siRNAs de
estas clases corresponden a genes de funcion degtmn muchos de ellos cifran
proteinas implicadas en la transduccion de sefigleen el almacenamiento y
procesamiento de la informacién genética, lo quripandicar la implicacion de estos ex-
siRNAs en la regulacion de diferentes procesoslarelsi (Nicolaset al, 2010; nuestros
resultados no publicadogjigura 11A).

La clase Il (88 exones) corresponde a aquellos ex-siRNAs guergducida su
acumulacion en el doble mutardel-1/dcl-Z, indicando que pueden ser producidos por
cualquiera de las dos proteinas Diceal{la 1). Ademas, ambas proteinas RdRPs, RdARP-1
y RARP-2, participan en la biogénesis de estosRINAs, ya que la acumulacion de estas
moléculas se reduce en ausencia de cualquierasdfgenesdrp. Ademas de requerir
una combinacion distinta de proteinas de la magainde silenciamiento para su
biogénesis, los ex-siRNAs de la clase IlI muestrearacteristicas estructurales
diferenciales respecto a las clases | y Il. Astpe®x-siRNAs muestran una amplia
distribucion de tamafnos y no presentan una prefexrgror Uracilo en la posicion 5’ de la
molécula. Ademas, practicamente la totalidad deebosiRNAs de esta clase tienen la
misma orientacion del mensajero, como cabria esplerain proceso de degradacion, lo
qgue ha llevado a sugerir que no son generados mruta candnica de silenciamiento
(Nicolaset al, 2010). En un posible modelo, la actividad seciamccombinada de las
dos RARPs generaria pequefios tramos de dsRNA ado tel mRNA diana. Estas
regiones discretas de dsRNA serian procesadasgbdr ®Dcl-2 y, después de este corte
inicial, las porciones de cadena sencilla del mRbife habrian perdido la caperuza 5’ y/o
la cola de polyA, serian degradadas por una RN@ésana identificada. De hecho, la
relacion entre los mecanismos que controlan ladadlide los mMRNAs (exosoma) y la

maquinaria de RNAI es cada vez mas evidente (Yakaaat al, 2013). Otra de las
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caracteristicas diferenciales de los ex-siRNAsadeldse Ill es que los genes de los que
derivan suelen estar altamente expresados enrdscmmes estandar de crecimiento en el
laboratorio. La mayoria de estos genes estan oelados con actividades metabdlicas y
con procesos celulares basicos, como adhesiésptee y sefalizacioririgura 11B).

il Desconocida

W Almacenamiento y procesamiento
de la informacion

= Procesos celulares y sefializacién

il Metabolismo

X Poco caracterizadas

i Desconocida

il Almacenamiento y procesamiento
de la informacién

. Procesos celulares y sefializacion

i Metabolismo

X Poco caracterizadas

Figura 11. Funciones biolégicas de los genes regulados podifesentes clases de ex-siRNAs. (A)
Anotacion funcional de los genes de las claseH tg ex-siRNAs. (B) Anotacion funcional de los gsrde

la clase Ill. Los ex-siRNAs se asignaron a disintategorias funcionales segin la base de datos KOG
(EuKaryotic Orthologous Groups).
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Finalmente, laclase IV corresponde a un pequeiio grupo de ex-siRNAs (cinco
exones) que requieren Dcl-1, pero no Dcl-2, y as RdRPs para su biogénedialfla 1).
Uno de los exones incluidos en esta clase cifrapnogina conservada en otros hongos,
como las levaduras, que co-localiza en sitios deimriento polarizado. Esto, junto con el
hecho de que otros exones cifran proteinas imp@iEad el metabolismo mitocondrial y en
la funcién ribosomal, podria explicar el fenotipel thutantedcl-1, que muestra anomalias
en la morfologia de las hifas y una disminuciorieetasa de crecimiento (Nicolé&s al,
2010). Sin embargo, con la excepcion de este peqgaipo de ex-siRNAs, es dificil
determinar el papel biolégico del mecanismo densifgniento enM. circinelloides
fundamentalmente debido al gran numero de genesumpiblemente regulados. No
obstante, dadas las alteraciones fenotipicas guestran los mutantes afectados en la
maquinaria de silenciamiento, es factible suponge tps ex-siRNAs podrian estar

implicados en la regulacion de diferentes y sigaifivos procesos celulares.

l. 4. Objetivos de este trabajo.

Como se ha comentado anteriormente, nuestro greipavdstigacion ha estudiado
en profundidad el mecanismo de silenciamiento géeidM. circinelloides identificando
muchos de los genes involucrados en la ruta. Etivs, los genedcl-2 (De Haroet al.,
2009) ago-1 (Cervanteset al., 2013), rdrp-1 y rdrp-2 (Calo et al., 2012) son los que
desempefan un papel fundamental en la ruta candeicsilenciamiento inducida por
transgenes. Sin embargo, el conocimiento de esannues completo, quedando algunos
aspectos por dilucidar, como el mecanismo que edirta cadena pasajera de los siRNAs,
las posibles interacciones entre proteinas de sHgefamilias génicas o la posible
redundancia funcional entre los gemdsp. Por otro lado, el hecho de que mutantes en
algunos de los genes de silenciamiento presentahigs fenotipicos respecto a la estirpe
silvestre hizo sospechar que la maquinaria dec#damento génico podria participar en la
regulacion de diversos procesos celulares endogkaadentificacion emM. circinelloides
de diversos tipos de sRNAs enddgenos que derivaxages (ex-siRNAS) y que regulan
la expresion de sus genes diana (Nicafsl., 2010) confirmd estas sospechas. Sin
embargo, no se tienen datos sobre la participat@doroteinas Argonauta en la produccion
de los diversos tipos de ex-siRNAs, ni se dispanarth vision completa de cuales son los
genes regulados directa- o indirectamente por lgumaria de silenciamiento y de las
posibles funciones alteradas en los mutantes elecgimiento.
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Con estos antecedentes, los objetivos planteadesternrabajo son los siguientes:

1. Profundizar en la caracterizacién de la ruta densibmiento génico dil.
circinelloides identificando el gen implicado en la eliminacida la cadena
pasajera de los siRNAs, estudiando la existenciantigacciones entre las
proteinas de la maquinaria de silenciamiento, y mobando la posible
redundancia funcional entre los genéip-1y rdrp-2.

2. Analizar la participacion de Ago-1 en la biogéenekedos distintos tipos de ex-

siRNAs deM. circinelloides.

3. Determinar los perfiles transcriptdmicos de larpstsilvestre y de mutantes en
genes de silenciamiento, para identificar genesladgs por la maquinaria de

silenciamiento.

4. Realizar la caracterizacion fenotipica detalladdodemutantes afectados en la
ruta de silenciamiento, para identificar los proseselulares regulados

mediante dicho mecanismo.
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Il. 1. Estirpes y plasmidos utilizados.

Las estirpes deM. circinelloides utilizadas en este trabajo se muestran en la
Tabla 2. Todas las estirpes con el prefijo MU han sideeplotas en la Universidad de
Murcia y derivan de la estirpe R7B, silvestre pargarotenogénesis y auxétrofa para la
leucina, obtenida mediante mutagénesis quimicata pa la estirpe silvestre de sexo (-)
CBS 277.49Nucor racemosusTCC 1216b; Schipper, 1976).

Estirpes Genotipo Fenotipo Origen o referencia
R7B leuA, sexo (-) LeuA Ura Roncero, 1984
NRLL3631 silvestre, sexo (+) silvestre Diaz-Mingueet al.,1999

MU241 leuA’ LeuA’, Urd' Silvaet al.,2006
MU402 leuA pyrG LeuA, Ura- Nicolaset al.,2007
MU406 leuA dcl-1::pyrG LeuA, Ura Nicolaset al.,2007
MU410 leuA dcl-2::pyrG LeuA, Ura De Haroet al.,2009
MU411 dcl-1::leuA, dcl-2::pyrG LeuA’, Ura’ De Haroet al.,2009
MuU412 leuAr2d2::pyrG LeuA, Ura Calo, 2010
MU413 leuA ago-1::pyrG LeuA, Ura Cervantest al.,2013
MU414 leuA ago-3::pyrG LeuA, Ura Cervantest al.,2013
MU416 leuA ago-2::pyrG LeuA, Ura Cervantest al.,2013
MU419 leuA rdrp-1::pyrG LeuA, Ura Caloet al.,2012
MU420 leuA rdrp-2::pyrG LeuA, Ura Caloet al.,2012
MU430 leuA gip::pyrG LeuA, Ura Este trabajo
MU431 rdrp-1::leuA, rdrp-2::pyrG LeuA’, Ura’ Este trabajo

Tabla 2. Estirpes deM. circinelloides utilizadas en este trabajo. Se indica el fenotgawa los
marcadores utilizados en los experimentos de wamsicion.

La estirpe MU241 se generd por sustitucién dellggA mutado de la estirpe R7B

por una copia silvestre de dicho gen. La estirpe4DRJse generdé por mutagénesis

quimica a partir de la estirpe R7B. La estirpe M&/4@ generé mediante sustitucion del
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gendcl-1 de la estirpe MU402 por una copia silvestre del m@aG de M. circinelloides
La estirpe MU410 se generd por sustitucion del der2 de la estirpe MU402 por una
copia silvestre del gepyrG. La estirpe MU411 se gener6 por sustitucion daldg-1 de
la estirpe MU410 por una copia silvestre del ¢mmA de M. circinelloides La estirpe
MU412 se gener6 por sustitucion del g2d2 por una copia silvestre del gpgrG. Para
la generacion de las estirpes MU413, MU414 y MU4&6sustituyeron los genago-1,
ago-3y ago-2 respectivamente, por una copia silvestre delpye®. La estirpe MU419 se
generd mediante sustitucion del gdmp-1 por una copia silvestre del gpwG. La estirpe

MU420 se genero por sustitucién del gérp-2 por una copia silvestre del gpyrG.

En la Tabla 3 se muestran las estirpes #scherichia coli y S. cerevisiae

utilizadas, su genotipo y el origen o referencia.

Estirpes Genotipo Origen o referencia
DH5a  F,recAl endAl gyrA96 hsdR17r -, m’), supE44thi-1, Hanahan, 1983
relAl, lacZ, 1
PJ69-4a MATa, trpl1-907], leu2-3 112 ura3-52his3-200 galdA, Jameset al., 1996

gal8M, LYS2::GAL1-His3GAL2-ADE2met2::GAL7-lacZ

PJ69-40  MATa, trp1-901 leu2-3 112 ura3-52his3-200 galdA, Jamest al.,1996
gal8M, LYS2::GAL1-His3GAL2-ADE2met2::GAL7-lacZ

Tabla 3. Estirpes dée. coliy S. cerevisiaaitilizadas en este trabajo.

La estirpe DH& se utiliz6 en los experimentos de clonacién desrpidos
bacterianos. Entre sus caracteristicas mas sigtivas destacan: i) que no permite la
recombinacion debido a la mutaci@tA, lo que favorece la estabilidad de los plasmidos;
i) que porta una mutacidacZ que puede ser complementada por una amplia vdrkela
plasmidos utilizados habitualmente y iii) que puedantenerse congelada en estado

competente durante largos periodos de tiempo.

Las estirpes PJ69-4a y PJG®-4le S. cerevisiaese utilizaron en la busqueda de
interacciones entre proteinas del mecanismo decgl®iento génico, mediante el ensayo
del doble hibrido de levaduras. Estas estirpesptas tres marcadores de auxotrdtip’,
leu y ura), que pueden complementarse con plasmidos poesdier los alelos silvestres

correspondientes, y tres genes chivatos para defatdraccionl{is3 ade2y lac2).
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En laTabla 4 se presentan los plasmidos empleados en estéotraiicando su

procedencia y sus caracteristicas mas sobresaliente

Plasmidos Caracteristicas Origen o referencia
pGEM-T Easy Amp" (Clonacion productos de PCR) Promega
pBluescript Il SK +/-  Amp~® Stratagene
pLeu4 AmpR, leuA Roncercet al.,1989
pEPM1 AmpR, pyrG Benitoet al.,1992
puUC18 AmpFt Yanisch- Perromt al.,1985
pAD-GAL4-2.1 AmpR, leu2 (Sistema Doble Hibrido de Levaduras) Stratagene
pBD-GAL4 Cam Canf, trpl (Sistema Doble Hibrido de Levaduras) Stratagene
pMAT647 Amp®, carB, leuA (gencarB completo) Nicolaet al, 2003
pMAT651 Amp®, carB (ribosonda especifica de RNA con Nicolaset al, 2003
sentido)
PMAT652 AmpR, carB (ribosonda especifica de RNA Nicolaset al,, 2003
antisentido)
pPMAT1253 AmpR, carB, leuA (repeticiones invertidas del gen Caloet al.,2012
carB)
pMAT1269 Amp®, rdrp-1 (contiene el gerdrp-1 completo) Caleet al.,2012
pMAT1279 Amp®, carB, leuA(fragmento de 1,5 kb del gen Caloet al.,2012
carB bajo el control de un promotor constitutivo)
pMAT1287 Canf, trp1, dcl-2 en pBD-GALA4 (en fase) Este laboratorio
pPMAT1288 Canf', trpl, dcl-1en pBD-GALA4 (en fase) Este laboratorio
PMAT1332 AmpR, leu2, ago-1en pAD-GALA4 (en fase) Este laboratorio
pMAT1501 AmpR, gip (contiene el genip completo y Este trabajo
secuencias adyacentes.)
pMAT1502 Amp®, qip::pyrG (disrupcion del genip.) “
pMAT1504 Amp®, cDNA completagip con una mutacién. “
pMAT1505 Amp®, cDNA completagip con 4 mutaciones. “
pMAT1508 Canf', trp1, qip (una mutacién) en pBD-GAL4 (en “
fase)
pMAT1509 Canf', trp1, qip (4 mutaciones) en pBD-GAL4 (en “
fase)
PMAT1510 Amp®, cDNA completogip
pMAT1511 Canf, trp1, gip en pBD-GAL4 (en fase) “
pMAT1513 Amp®, rdrp-1::leuA (disrupcion del gerdrp-1 para  “

obtencién del doble mutantdrp-1/2".)

Tabla 4. Plasmidos utilizados en este trabajo.
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ll. 2. Medios y condiciones de crecimiento.

[l. 2. 1. Escherichia coli.

E. coli se cultivd a 37°C con agitacion en medio nuwithuria (LB) (Miller,
1972). Antes de esterilizar el medio en el autaglal pH fue ajustado a 7,2-7,4. Para
medios sélidos se afiadié 15 g/l de agar. Cuandodaesario, tras autoclavar, se afiadio el
antibiético ampicilina a una concentracion finalld® pg/ml.

lI. 2. 2. Saccharomyces cerevisiae.

S. cerevisiase cultivo a 30°C con agitacion en medio nutrithAD o en medio
minimo SD (Synthetic Defined). Para los experimerde transformacion se preparo el
medio SD en el que se eliminaron varios de los aaptes especificos: Triptofano (-W),
Leucina (-L), Histidina (-H) y Adenina (-A). Siengprue se elimind la Histidina del
medio, se afadio 2.5 mM de 3-amino-1,2,4-triazeAT3 (antimetabolito de la histidina),
ya que el gerhnis3 presenta una débil expresion basal en la estirf@-#Jlo que puede
permitir un ligero crecimiento de la levadura qeeve reducido por la presencia del
aminotriazol. La mezcla de aminoacidos se estérhiar filtracion y se afiadié al medio

autoclavado. Para medios sélidos se afiadieronl 2@ ggar.

[1. 2. 3. Mucor circinelloides.

M. circinelloidesse cultivd a 26°C en medio minimo YNB (Lasker y dgar 1980)
o MMC (Nicolaset al, 2007) o en medio nutritivo YPG (Bartnicki-GargidNickerson,
1962) o YPD (Difco).Cuando fue necesario, después de autoclavar, ébmgdimo
YNB se suplement6 con leucina (R6/ml) y los medios YNB, MMC e YPG con uridina
(0,2 mg/ml).En experimentos de transformacion se afiadio sbgbilma concentracion de
0,5 M para evitar que la diferencia de presion deradiciese estallar los protoplast&s
la preparacién de medios solidos, el agar se awdgor separado para evitar que el pH
acido de los medios impidiese la correcta polinamiin. El pH fue 4,5 cuando se requirid
un crecimiento micelial normal y 2,9-3,2 cuando rexesitd obtener un crecimiento

colonial, que permitiera analizar un gran numerande/iduos por caja.
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Para la obtencion de esporas, se crecieron miogtiasjas de Petri con el medio
de cultivo adecuado, bien a partir de suspensidaessporas, bien a partir de trocitos de
micelio transplantados con pinzas estériless micelios se incubaron durante 2-3 dias
bajo luz continua antes de recoger égporas, extendiendo unos 5 ml de agua destilada

estéril con ayuda de un asa de siembra tambiéril esté

Las esporas de las distintas estirpes se consarearagua destilada estéril a 4°C

cuando su uso fue continuado y a —20°C de fornragente.

ll. 3. Tampones y reactivos.

a) Manipulacion del DNA:

TE
* Tris-HCI pH 8,0 10 mM
* EDTA pH 8,0 1mM
TAE 50x
¢ Tris 2M
« Acido acético 5,71 %
* EDTA 0,05 M

Tampon de carga 10x (electroforesis)
* Azul de bromofenol 0,25 %

* Sacarosa 40 %

b) Manipulacion del RNA:

Tampdn MOPS

* MOPS pH 7,0 20 mM
* Acetato sodico 5mM
s EDTA 1 mM
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Tampon de ribonucleasas
e Tris-HCIl pH 7,5
* NaCl
*EDTApH 8
Tampodn alcalino
* Bicarbonato sodico

* Carbonato sodico

20 mM

60 mM

5mM

80 mM

120 mM

Los tampones utlizados en los experimentos con RBH& trataron con
dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1 % durante, al osrl hora a temperatura ambiente para
eliminar las ribonucleasas. El DEPC se elimindégastmente mediante autoclavado durante

20 minutos. Las soluciones de Tris se prepararoragaa previamente tratada con DEPC.

¢) Manipulacién de proteinas:
Tampodn de extraccion de proteinas
* Tris-HCI pH 8,0
* NaCl
* Triton X-100
* Benzamidina
* B-mercaptoetanol
* PMSF
* Caoctel de inhibidores de proteasas (Sigma)
Tampodn de extraccion de proteinas (FPLC)
* Tris-HCI pH 7,5
* NaCl
* MgCl,

*DTT
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Tampén PBS
* NaCl
* KCI
* NapHPO
* KH,PO,

Tampon PBST

140 mM
3,3 mM
10 mM

1,8 mM

* Se obtiene adicionando 0,05 % de Tween-20 aldar®BS.

Tampodn de lisis / Tampdn de lavado | (Inmunoprecigacion)

* Tris-HCI
* NaCl
* Nonidet (Sigma)
* Deoxicolato sodico
Tampon de lavado Il (Inmunoprecipitacion)
* Tris-HCI
* NaCl
* Nonidet (Sigma)
* Deoxicolato sodico
Tampon de lavado Il (Inmunoprecipitacion)
* Tris-HCI
* Nonidet (Sigma)

» Deoxicolato sodico

d) Transformacién dil. circinelloides
Tampédn fosfato-sorbitol
« Sorbitol

* Fosfato sodico pH 6,5

0,05 M
0,15M
1%

0,5%

0,05M
0,5M
1%

0,5%

0,05 M

1%

0,5%

0,5M

10 mM
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e) Transferencia de acidos nucleicos a membranas:
SSC 20x pH 7,0
* NaCl 3M

 Citrato sodico 300 mM

f) Hibridaciones:
Solucion de prehibridacion NaCl
* NaCl 09M
* SDS 1%
* 50ug/ml de DNA de esperma de salmén sonicado y dastiaado.
Solucion de hibridacion NaCl

Se obtiene adicionando 0,1 g/ml de sulfato de dagta la solucion

de prehibridacion.

Solucion de prehibridacion / hibridacion con fomamida

» Formamida 40 %

* Denhardt’s 1x

* SDS 7%

» Tampon fosfato pH 7 0,05 M
* NaCl 0,3M

- 100 pg/ml de DNA de esperma de salmon sonicado y

desnaturalizado.

Denhardt’'s 50x

*BSA 1% (P/IV)
* Ficoll 400 1% (P/V)
* Polivinilpirrolidona (PVP) 1% (P/V)
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g) Electroforesis de acidos nucleicos en gelesotlegrilamida:

Tampon de carga-formamida 2x

» Formamida desionizada 95 %

* Azul de bromofenol 0,025 %
* Cianol de xileno 0,025 %
* SDS 0,025 %
*EDTAPpH 8 18 mM

TBE 10x

* Tris base 09M

» Acido borico 0,9M

* EDTA 20 mM

h) Extraccion de DNA d#l. circinelloides

Solucién de extraccion de DNA d#/. circinelloides

* Tris-HCI pH 8 200 mM
*EDTApH 8 100 mM
* SDS 1%

Il. 4. Transformacion de E. coli.

Para introducir DNA desnudo &h coli es necesario que las células se encuentren
en un estado especial denominado de competencabteacion de células competentes de
la estirpe DH& se realizo por el procedimiento del cloruro c@diambrook y Russell,
2001). Para la transformacién se utilizé el proceeinto de choque térmico (Sambrook y
Russell, 2001).
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[l. 5. Transformacion de S. cerevisiae.

La transformacion de levaduras para la deteccionntiacciones mediante el
sistema de doble hibrido se realizd siguiendo etopplo de acetato de litio-PEG3350
descrito previamente por Giett al (1995). Una colonia de levaduras crecida en aigas
medio YPAD se inoculé en 2 ml de medio liquido YPAIRDcubandose a 30°C y en
agitacion continua a 250 r.p.m. Después de 24 hdwagecimiento, se afiadieron otros 8
ml de YPAD y se prolongo la incubacién durante Bakanas. Las células se precipitaron
mediante centrifugacion a 2.300 r.p.m durante 5 utom y posteriormente se
resuspendieron en 5 ml de acetato de litio 100 Npartir de la mezcla de células se
hicieron alicuotas de 1,5 ml en tubos eppendorfcesgrifugaron a 2.300 r.p.m y se
resuspendio el pellet en la siguiente mezcla: | #3e PEG 3350 (50 %), 34 de acetato
de litio 1 M, 46l de HO bidestilada y QI de DNA de salmon. La transformacion se
realizo en tubos eppendorf de 0,5 ml. A cada tebamdid 32 pl de la mezcla de células y
1 pl de plasmido purificado a una concentraciois@ 300 ng/ul. La mezcla se sometié a
una serie de tratamientos térmicos en un termaiwcl&80 min a 30°C, 25 min a42°Cy 1
min a 30°C. Los transformantes se seleccionaraneztio SD-W (si el marcador &pl) o
SD-L (si el marcador eleu?). Las estirpes diploides con los dos plasmidosidob se
generaron en cajas de medio YPAD vy se selecciorearanedio SD-LW. El analisis de la
interaccion entre las proteinas se realiz6 mediadphkca, usando terciopelo, en cajas de
medio SD-LWH+AT (gen chivathis3), para seleccionar las interacciones débiles, y SD

LWA, (gen chivatoade? para seleccionar las interacciones fuertes.

[l. 6. Transformacion de M. circinelloides.

La transformacién se realiz6 mediante electropérade protoplastos (Gutiérret
al., 2011), generados basicamente segun el protocdoritie por van Heeswijck vy
Roncero (1984). Los protoplastos, al carecer dedoeelular, permiten la incorporacion de

DNA ex0geno, en este caso mediante electroporacion.

Para obtener protoplastos transformables se inmzutE) esporas/ml en 25 ml de
medio liquido YPG pH 4,5 suplementado, cuando gaesa, con 0,2 mg/ml de uridina.
Los cultivos se mantuvieron durante 1 6 2 horasrgeratura ambiente antes de incubarse
toda la noche a 4°C. A la mafiana siguiente se amonba 26°C con agitacion fuerte

(250 r.p.m.) durante un periodo de 3 a 4 horascisnfe para que la mayoria de las
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esporas germinaran. A continuacion, las esporapregipitaron durante 5 minutos a
2.000 r.p.m. en centrifuga Sigma 4-10 y se lavalas veces en tampdn fosfato-sorbitol,
para resuspenderse finalmente en este mismo taa@dn de 5 x YGsporas/ml. Para la
digestion de las paredes celulares se afadié 1Indg/om preparado comercial de enzimas
liticas rico en quitinasa (Lysing Enzymes @dchoderma harzianumSigma) y 0,15
mg/ml de quitosanasa comercial (Chitosanase-RD;Bigfogicals). Las germinulas se
incubaron a 30°C con agitacion suave (60 r.p.nrarda 90 minutos, hasta que se observo
al microscopio la pérdida de la envoltura refrintgeara parar la digestion se afiadieron 5
ml de sorbitol 0,5 M, se centrifugd durante 5 masuta 900 r.p.m., resuspendiendo
nuevamente en 5 ml de sorbitol 0,5 M y centrifugamh las mismas condiciones.
Finalmente, los protoplastos se resuspendieromerolumen final de 80@l de sorbitol
0,5 M.

Para la transformacion se afiadieron 10 pl de DN#g(tle DNA circular o 3 pg de

DNA lineal) a 100 pl de protoplastos y la mezck tsansfirio a una cubeta de
electroporacion de 2 mm previamente enfriada elo.Hi®s pulsos eléctricos se realizaron
en el electroporador Bio-Rad Gene Pulser XCell ¢m®m siguientes parametros de
electroporacion: 0,8 KV, 25 pF de capacitancia @ wesistencia constante de 4Q0
Inmediatamente después de aplicar el pulso eléctacaiiadié 1 ml de YPG pH 4,5 con
0,5 M de sorbitol frio y se transfirid a un tubopepdorf limpio. Las mezclas de
transformacion se incubaron durante 1 hora a 26¥Cuna agitacion de 150 r.p.m para
permitir la recuperacion de los protoplastos. S#mmiente, los protoplastos se
centrifugaron durante 5 minutos a 1.100 r.p.muygpsndiéndose el precipitado en 600 pl
de YNB pH 4,5 con 0,5 M de sorbitol. Esta solucggnsembro cuidadosamente en cajas

del medio adecuado para la seleccion de los tranaftes.

ll. 7. Integracién de DNA exdgeno en el genoma d@. circinelloides.

La transformacion integrativa en el honghl. circinelloides se realizd
transformando protoplastos del hongo por el prooegiito descrito en el apartado
anterior, empleando DNA linearizado. Para la irdegm en el locusjip, los protoplastos
se sembraron en cajas de medio MMC pH 3,2 con Oc¢e Morbitol. Para identificar los
transformantes que habian integrado el DNA exégemadetermind el porcentaje de
esporas que mantenian el marcaoynG durante cuatro ciclos de crecimiento en medio
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selectivo. Para ello, se compard el numero de iddds resultantes de la siembra en
medio selectivo (MMC pH 3,2) y no selectivo (MMC pBl2 con uridina). Los
transformantes con un mayor porcentaje de espaisse seleccionaron como presuntos
portadores del DNA integrado. Para el aislamiergordlividuos con el DNA exdgeno
integrado en todos los nucleos (homocariontes)eakzaron de 5 a 6 pases en medio

selectivo.

Para la integracion en el loctdrp-1 utilizando el marcaddeuA (en la generacion
del doble mutanterdrp-1/rdrp-2), se sustituyd el medio MMC por YNB,

suplementandose éste con leucina cuando fue necesarbrar en medio no selectivo.

Il. 8. Manipulacion del DNA.

[l. 8. 1. Aislamiento de DNA deM. circinelloides.

El DNA de M. circinelloidesse aisl6é siguiendo basicamente el protocolo descri
por van Heeswijck y Roncero (1984), con ligeras ificationes. La extraccion de DNA
se realizé a partir de micelios crecidos en medlae a pH 4,5. Para ello, se realizaron
transplantes sobre una lamina estéril de papefareloolocada sobre la superficie del
medio sélido, con el fin de facilitar la recogida chicelio.

Los micelios se incubaron durante 2 dias a 26°€saié ser recogidos vy triturados
en un mortero rugoso con nitrégeno liquido hastaseguir un polvo fino. EI micelio
triturado se resuspendio en 800de tampon de extraccion de DNA. La mezcla sebcu
con 30ul de proteinasa K (2 mg/ml en TE) y fDde RNasa (10 mg/ml) durante 3 horas a
37°C en un tubo eppendorf.

Tras este periodo de incubacion se procedié attacexdn del DNA mediante un
tratamiento con fenol y varios con fenol:cloroforaloohol isoamilico (25:24:1), hasta
que no quedaron restos de proteinas en la interfeB@lmente, se lavo con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). La fase acosesultante se precipitd con un
volumen de isopropanol y 0,1 volimenes de acetatics 3 M a pH 5,2. El precipitado se
lavdé con etanol al 70 % vy, tras secarse a 37°Gesespendid en 30-501 de agua

bidestilada.
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En el caso de las PCRs realizadas para comprolafisrigpcién de los genes, se
utilizé directamente micelio como fuente del DNA ld& segun el protocolo rapido de
aislamiento de DNA descrito en Nicolésal, 2007.

. 8. 2. Aislamiento de DNA plasmidico.

El DNA plasmidico deE. coli se aislé por el procedimiento rapido de hervido
(Holmes y Quigley, 1981) cuando no se necesitaba gureza (digestiones con enzimas
de restriccion, transformacion & circinelloides etc.) o mediante columnas comerciales
de purificacion de plasmido (High Pure Plasmiddtoh Kit, Roche Applied Science o
GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Fermentas) cuando rsgueria una gran pureza
(secuenciacion, PCR).

[l. 8. 3. Tratamiento de DNA con enzimas.
Los tratamientos enzimaticos mas usuales fueron:

Digestion con enzimas de restriccion (Amersham Biosciendesrmentas), que se

realiz6 siguiendo las instrucciones del suminisirad

Desfosforilacion del extremo 5 con la enzima fosfatasa alcalinacdearon
(Roche) para evitar la autoligacion de vectoresiofolos tratamientos se realizaron de

acuerdo con las especificaciones del suministrador.

Ligacion de fragmentos de DNA. Se realizé en volimenes pegu€20ul) de
tampon de ligacion (Roche o Fermentas) y una unidald enzima ligasae T4 (Roche o
Fermentas). Las mezclas de ligacion se incubarb®P@ durante un minimo de 2 horas.

En general, la relacion molar de vector: insertdasfue de 1:3.

Siempre que fue necesario, las enzimas se inamtivaor medio de calor,

siguiendo las especificaciones del suministrador.
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Il. 8. 4. Técnicas electroforéticas.

Para caracterizar plasmidos, separar fragmentdsstieto tamafio generados en las
digestiones con restrictasas o verificar los prtmkiobtenidos mediante PCR, el DNA se
sometid a electroforesis en geles horizontalesgdeoaa (Pronadisa). Se utilizd tampon
TAE 1x y las concentraciones de agarosa variartme €37 % y 1,5 %, dependiendo del
tamano de los fragmentos a separar. Para visudtigdragmentos de DNA mediante luz
ultravioleta se afadi6 Bromuro de Etidio a la agar@ una concentracion final de

0,5ug/ ml.

La purificacién de fragmentos de restriccion sdizédras su separacion en geles
de agarosa. Las porciones del gel que contenidralgmentos de interés se recortaron con
un bisturi y el DNA se purifico con columnas Highr® PCR Product Purification Kit
(Roche Applied Science) o GeneJET Plasmid Minipfép(Fermentas), siguiendo las
instrucciones del suministrador. La concentraciorelytamafio de los plasmidos y
fragmentos lineales purificados se calcul6 usandmcoc referencia los marcador@s
DNA/HindlIll (Fermentas) y GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentaspectivamente.

Il. 8. 5. Amplificacion de DNA por PCR.

El proceso de amplificacion de DNA se llevo a calitizando 20 pmoles de cada
oligonucledtido y las enzimas ECOTAQ DNA Polymerdkeogen), ECOTAQ PLUS
DNA Polymerase (Ecogen), PfuUltth Hotstart DNA Polymerase (Stratagene),
BIOTAQ™ DNA Polymerase (Bioline), BIO-X-ACT™ Long WA Polymerase (Bioline)

o KAPA HiFi PCR (Kapa Biosystems), siguiendo en acarhso las indicaciones del
suministrador. Las muestras se incubaron durantemiButos a 94°C para la
desnaturalizacion del DNA vy posteriormente se smrwmt a 30 ciclos de
desnaturalizacion (45 segundos a 94°C), alineami@nininuto a la | de los cebadores,
utilizando la férmula f= 69,3 + 0,4 (G+C %) - 650/pb cebador) y polimesiaa

(1 minuto por kb de producto a amplificar a 72°@as el dltimo ciclo, se dejaron las
muestras en condiciones de polimerizacion duradtenihutos. Dada la rigueza en pares
G+C deM. circinelloides en todos los casos se afiadio dimetil sulfoxidMPD) a una

concentracion final del 5 %. El termociclador aallo fue Mastercycler® personal de
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Eppendorf. Los cebadores utilizados en los expeiosede PCR se muestran el &bla

5.

Nombre Secuencia

Qipl 5" GCGGGTCTAGATAGCGGCTGCTGATGCGCTTCG 3’
Qip2 5" GCGGGGTCGACATACGCCATGCAGGCGTGCGCG 3
Qip3 5" CCGCCACTAGTCCGTTTCTGTGCCGACTCACCG 3
Qip 4 5" CCCGCCTGCAGCGCACACTGGAACGATCCCACATCCG 3
Qip 5 5" ATTACGATACGGTGCTGACC 3

Qip RACE 3-1 5" AGACAGCGATCTCAAATACTTGGC 3’

Qip RACE 3-2 5" CGCGGATCCTCTATCAATGACTTGCAC 3’

Qip ATG 5" GGGGCGAATTCATGGAAAAGGAGTACTGTCTTGG 3
Qip STOP 5" GGGCGGTCGACTTAGATGTCGCAGTGGTCATGGAC 3’
PyrGZ 5" GGCATTGGGATGCTGTTGTC 3’

Rdrp20Apa 5' GGGGGGGGCCAOGACATGGCTGTACCACTGC 3
Rdrp16 5' GGGGGGAATTCTCTCGATAAACAAACGACACAGC 3’
Rdrp3 5" TGCTACCGTGTCATCAGGCG 3

DisrpXholForw
DisrpRev
Mutlc

LeuAP2
carB25

Ribo3

5" GCAGGTCTCGAGCAGCTCTTGGATCG 3

5 GGTGATGGACTTTAGGTTCTGCGTAGG 3

5 ACACACTCTACTATCGCC &

5 GTACGATTCTGGTCAACTCG 3

5 CATTCCCTGTGTGGTTCTGGTTGCG 3

5" CCGAATTCCTGGAGAGATGGCACCTTAGC 3’

Tabla 5. Oligonucledtidos especificos utilizados en los expentos de PCR, RT-PCR, secuenciacién
y como marcadores de tamafio. Los nucleétidos mascaw rojo indican sitios de restriccion afiadidos
en el extremo 5 de algunos oligonucle6tidos. Egritee nucleétidos afiadidos en el extremo 5” de los
sitios de restriccion para facilitar la digestion.
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ll. 8. 6. Marcado de fragmentos de DNA.

El DNA que se utilizé como sonda en los experimentie hibridacion tipo
Southern y Northern se marcé mediante la introduncdiel nucle6tido dCTP marcado con
fosforo-32 t°P) en la posicioro (Easytides® Deoxycitydine 5 -Triphosphate;>fP],
Perkin Elmer) (Feinberg y Vogelstein, 1983; FeigogNogelstein, 1984). El marcado se
realizé con el kit Ready-To-GY DNA Labelling Beads (-dCTP) (Amersham), siguiendo

las instrucciones del suministrador.

Para detener la reaccion de marcado se afadierqh & agua bidestilada a la
reaccion. A continuacién se pasé toda la solucignuma columna de Sephad¥®xG-50
Fine DNA Grade (Amersham Pharmacia), centrifugathai@nte 3 minutos a 2.000 r.p.m.
para eliminar los nucleétidos no incorporados, guedan retenidos en la columna.

ll. 8. 7. Hibridacion de DNA fijado a un soporte.

El DNA gendmico (1ug) se digirié con las restrictasas adecuadas ypset a
electroforesis en gel de agarosa. A continuacidgelese incubé durante 20-25 minutos en
una solucion de HCI 0,4 N, se lavé con agua bildekstiy se incubd durante 20-25 minutos
en una solucion de NaOH 0,4 N. Finalmente, el DNAtransfirio a una membrana de
nailon (Hybond“-N*, Amersham Biosciences) mediante transferencialatappn una
solucion de NaOH 0,4 N durante un minimo de 2 h@@asnbrook y Russell, 2001). Una

vez transferido, se seco el filtro a temperaturhiante.

La hibridacion se realizé en todos los casos cowla® marcadas radiactivamente.
La prehibridacion se llevo a cabo a 65°C un minde@® horas con 20 ml de solucién de
prehibridacion NaCl y se hibrido a esa misma teaipea toda la noche con 10 ml de
solucion de hibridacion NacCl, a la que se afadiédlada desnaturalizada por calor (10

minutos a 100°C) y enfriada rapidamente en hielo.

Las condiciones de lavado fueron: un primer laveoio una solucion 2x SSC con
0,1 % de SDS a temperatura ambiente durante 1-Rtosirpara eliminar el exceso de
radiactividad, un segundo lavado de 20 minutos°& @®n esa misma solucion, un tercer
lavado de 20 minutos a 65°C con una solucion 1x 8&C0,1 % de SDS y un cuarto
lavado de 20 minutos a 65°C con una solucion 08X Son 0,1 % de SDS. Tras este
lavado se chequearon las membranas con un corGaiger para valorar la conveniencia
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de aplicar un ultimo lavado de 20 minutos a 65% woa solucion 0,1x SSC con 0,1 % de
SDS. Seguidamente, las membranas se pusieron d@actmorcon peliculas Kodak®
BioMax™ MS Film (alta sensibilidad) y se dejaron exponi@ad70°C. En algunos casos
las membranas se expusieron a pantallas PhosplyeninBAS-MP2040 (Fujifilm) que

fueron escaneadas en el lector Molecular ImagefBtoRad).

[l. 8. 8. Secuenciacion del DNA.

Los plasmidos portadores de los distintos fragnesemnt® DNA a secuenciar se
purificaron con columnas High Pure Plasmid Isolatiit (Roche Applied Science) o
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas). La seciaeon fue llevada a cabo por el
Servicio de Biologia Molecular del Servicio de Apog la Investigacion (SAIl) de la
Universidad de Murcia. Los cebadores utilizadososnexperimentos de secuenciacion se

muestran en l&abla 5 (ver apartado Il. 8. 5)

[l. 9. Andlisis de secuencias de DNA.

Las secuencias de nucleétidos obtenidas en eb#drse analizaron en el servidor
BCM Search Launcher, utilizando la aplicacion “Smage Utilities” para buscar la
presencia de ORFs, secuencias repetidas, puntumtéecon enzimas, etc. Para el analisis
de las secuencias de aminoacidos se utilizaroselogdores EMBL-EBI, NCBI y ExPasy.
La busqueda de proteinas homologas se llevo a wegutiante el programa blastp del
NCBI (Altschul et al, 1997). Las predicciones de dominios conservadagsalizaron con
los programas “InterProScan” (EMBL-EBI), “Conseridmmain Database” (NCBI) y
“Pfam” (Sanger Institute). Los andlisis de comp@nmacde secuencias se realizaron
mediante el programa ClustalW2 del EMBL-EBI (Larkinal, 2007). El peso molecular y
el punto isoeléctrico de proteinas se determind ebmprograma “Compute pl/Mw”
(ExPasy) (Gasteiget al, 2005).
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lI. 10. Manipulacion del RNA.

[1. 10. 1. Aislamiento de RNA total deM. circinelloides.

Para el aislamiento de RNA de bajo peso moleculdosy experimentos de
hibridacion tipo Northern, las muestras de RNA Its& obtuvieron mediante el método
rapido del Trizol (Sigma), siguiendo basicamenteifestrucciones del suministrador. La
extraccion se realizo a partir de micelios de EBpes de interés crecidas en medio sélido
(pH 4,5). Se trituraron 100-150 mg de micelio emmortero rugoso con nitrogeno liquido
hasta conseguir un polvo fino, que rapidamenteasé p un tubo eppendorf en hielo con
1,5 ml de Trizol. La mezcla se agitdé vigorosameasteun vortex, hasta resuspender
totalmente el micelio y se centrifugd durante 1hutds a 10.000 r.p.m. a 4°C. A
continuacion se recupero6 el sobrenadante y trgsetindo de incubacion de 5 minutos a
temperatura ambiente, se afiadieron [30fe cloroformo. Tras incubar de nuevo durante 3
minutos a temperatura ambiente, las muestras deifegaron durante 15 minutos a
10.000 r.p.m. y 4°C. EIl sobrenadante se precipaidadiendo 75Ql de isopropanal,
incubando durante 15 minutos a -20°C y centrifuggmasteriormente durante 10 minutos
a 10.000 r.p.m. y 4°C. El precipitado se lavé pasteente con etanol al 70 % vy, tras
secar a 37°C, se resuspendio en 50 pl agua bédksstilatada con DEPC. Las muestras se

conservaron congeladas a -70°C.

Para el aislamiento de las muestras de RNA toilaatdas en los experimentos de
expresion diferencial (transcriptomica), la extr@ncse realizo a partir de micelios de las
estirpes de interés crecidos en medio MMC sélidodgH(micromatrices) o YPG sdélido
pH 4,5 (secuenciacién de RNA [RNAseq]). En amba®sase sembraron 2,5%ksporas
de cada una de las estirpes y se incubaron du2dnye48 horas a 26°C. Los micelios se
secaron y se congelaron con nitrogeno liquido. Magsde 100-150 mg de micelio se
trituraron en un mortero rugoso con nitrégeno kiquinasta conseguir un polvo fino, que
rapidamente se pasO a un tubo eppendorf. La eiirase realizO mediante el kit de
extraccion de RNA RNeasy Mini Kit (QIAGEN), siguidm las instrucciones del
suministrador. Este procedimiento permite obtenarestras de RNA con valores
adecuados de integridad, concentracion y puredar€&RIN > 8, concentracion > 300
ng/ul, Aped/Azgo > 2) para su utilizacion en los citados experiragntas hibridaciones de
las micromatrices y el procesamiento de los datos$ fueron realizados por la empresa

BioArray, S.L. (Alicante, Espafa). La secuenciadi@RNA fue realizada por la empresa
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BaseClear B.V. (Leiden, Holanda) y el procesamiadolos datos brutos por Simon

Moxon (University of East Anglia, Reino Unido).

lI. 10. 2. Aislamiento de RNA de bajo peso moleculae M. circinelloides.

El RNA de bajo peso molecular se aislo a partimiigelios de la estirpe de interés
crecidos sobre medio liquido o sélido bajo condie® de luz continua, siguiendo el
protocolo descrito por Nicolast al. (2003) con ligeras modificaciones. Se trituraron
micelios congelados (100 mg) en un mortero rugasonitrogeno liquido hasta conseguir
un polvo fino, aislandose el RNA total por el méodpido del Trizol (Sigma). El
precipitado obtenido siguiendo el protocolo desceih el apartado anterior se lavo con
etanol 70% vy, tras secar a 37°C durante 15 ming®sesuspendié en 3@0 de agua
bidestilada tratada con DEPC, calentando a 65°@ntlirlO minutos. A continuacion se
afadieron 5@l de NaCl 4 M y 4Qul de PEG800@l 50%, se mezcl6 bien y se incubo la
mezcla durante 30 minutos en hielo. Después deifteyar durante 10 minutos a 10.000
r.p.m. y 4°C, los RNAs de bajo peso molecular peenan en el sobrenadante. EI RNA de
alto peso molecular, que queda en el precipitagloesuspendio en 50 de formamida al
50 % con el fin de utilizarlo como control del buestado de las muestras de RNA
obtenidas, para lo cual se sometio a electrofomsigel de agarosa al 1,5 % y se verifico
la ausencia de degradacion. Los RNAs de bajo pesecmar se precipitaron afiadiendo 3
volimenes de etanol 100 %, manteniéndolos durahtmemos 2 horas a -20°C y
centrifugando durante 30 minutos a 10.000 r.p.#PG:. El precipitado se lavé con etanol
80% vy, tras secar a 37°C durante 15 minutos, sspeadio en 2Ql de agua bidestilada

tratada con DEPC. Las muestras se conservaronledagea -70°C.

[1. 10. 3. Construccion de librerias de sRNAs.

El analisis de los sRNAs enddgenos Me circinelloidesse realiz6 mediante la
construccion de librerias de cDNA procedentes dedhalacion total de sRNAs de la
estirpe silvestre y la estirpe mutaatg-1. Se utilizé micelio de ambas estirpes crecido en
medio solido YPG pH 4,5 durante 48 horas y posteémte se procedié a la extraccion de
SRNAs con Trizol gpartado II. 10. 2). Una vez aislados los sRNAs endogenos, se

procedid a la purificacion de la fraccidon compreladentre 18 y 25 nt a partir de un gel
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desnaturalizante de poliacrilamida al 15% (19:lilaorda:bisacrilamida), conteniendo
urea 8 M y TBE 1x y utilizando como tampén de elgforesis TBE 0,5x. Se empled el
equipo Mini-PROTEAN® 2 (Bio-Rad) para geles de it de grosor. Los sSRNAs se
separaron durante 2 horas a 100V, tras lo cualifige e gel con BrEt para poder
discriminar y purificar los fragmentos de interés cin bisturi, eluyendo el RNA con NaCl
0,3M y agitacién durante toda la noche a 4°C. Camccadores de tamafio se emplearon
oligonucleodtidos sintéticos de 19, 24 y 63 nt ymarcador Low Range ssRNA Ladder
(New England Biolab). El eluido se purifico con w@umna Spin-X Cellulose Acetate
Filter (Corning Incorporated), precipitando a coo#cion el RNA con un volumen de
isopropanol y 3 ul de glicégeno durante 2 hora®08C. Una vez resuspendido en 5,7 pl
de agua, el RNA se ligo a un adaptador (5’ adaf@exa) por su extremo 5 mediante la
T4 RNA ligasa, incubando durante 5 horas a 37°Gdg ta noche a 4°C, en tampodn de
ligacién de T4 conteniendo 40 unidades de RNA g(&ifd Healthcare). Se volvieron a
separar las muestras en un gel de poliacrilamid&%l para eliminar los SRNAs que no se
hubieran unido al adaptador, pero esta vez sei@ut# fraccion entre 40-60 nt. De nuevo
se eluyo, purifico y precipitd el RNA antes de lma otro adaptador por su extremo 3’ (3’
adapter, Solexa). Tras la ligacién se aislaronsB8IAs unidos a ambos adaptadores
separandolos de nuevo por electroforesis, perovegtan un gel de poliacrilamida al 10%.
Se purifico la fraccion entre 60-80 nt y se rep#ioproceso de elucion, purificacion y

precipitacion de los sSRNAs.

Para la construccién de las genotecas, los sRNs#edals se convirtieron en cDNA
mediante RT-PCR, utilizando 4,5 pl del RNA ligadoos adaptadores al que se le
afladieron 50 pmoles del cebador especifico (Solega)plementario a uno de los
adaptadores (volumen final 5 pl). La mezcla se ntdlel0 minutos a 65°C para
desnaturalizar el RNA, se paso a hielo y se leiaefau 0,5 pul de dNTPs 10 mM, 1 ul de
Ditiotreitol 200 mM (DTT) (Invitrogen), 0,5 ul deNA guard (GE Healthcare), 2 ul de
tampon Expand RT 5x (Roche) y 1 ul de retrotrapszsa (Expand Reverse Transcriptase,
Roche) (volumen final 10,5 ul). La mezcla se incdbidora a 43°C, tras lo cual se pasoé a
hielo y se guardd a -20°C. Para la amplificaciomliar@e PCR se utilizaron 0,5 pl de la
mezcla de retrotranscripcion con el Kit de ampdifion de Solexa, sometiendo las
muestras a 16 (silvestre) o 18 (mutaage-I) ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos
a 58°C y 20 segundos a 72°C, tras un ciclo int®aB0 segundos a 98°C y otro final de 10

minutos a 72°C. Los productos obtenidos se purditatras ser separados por
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electroforesis en un gel de poliacrilamida al 103tadte 1,5 horas a 100V. Tras teifiir el
gel con BrEt, se recort6 la fraccién de interé0(R§ con un bisturi y se eluyd el RNA
con 300 pl de 1xNEB Buffer 2 (10 mM Tris-HCI pH 78 mM MgC}, 50 mM NacCl, 1
mM DTT) manteniéndolo en agitacion toda la nocHé@ El cDNA eluido se purifico por
columna (Spin-X Cellulose Acetate Filter, Cornimgdrporated) y se precipité con 2,5
volumenes de etanol, 0,1 volumenes de acetatos8did y 3 pl de glicogeno. El cDNA
se resuspendio en 15 ul de agua vy, tras ser daadtfen un gel de poliacrilamida al 8%,
se enviaron 10 ul (>10 ng/ul) de cada muestra parasecuenciados mediante la

plataforma lllumina (lllumina Genome Analyzer II).

Ademas, se quiso analizar y secuenciar la pobladén sRNAs unidos
especificamente a Ago-1. Para el aislamiento dsRdAs asociados a Ago-1, se realizo
la extraccion de RNA a partir de las fraccionespdateinas obtenidas por FPLC de la
estirpe silvestre y la estire mutamtgo-1 (utilizada como control negativoagartado II.

11. 2) Las fracciones proteicas adecuadas se utilizaama la extraccion del RNA
mediante la utilizacion de Trizol (Ambion) por elétdo descrito anteriormente
(apartado 1. 10. 1), salvo que se afadié glicbgeno previamente adiaciéan de
isopropanol, para favorecer la precipitaciéon delARNna vez purificado el RNA a partir
de las diferentes fracciones, se procedio a suagpa electroforética y a la purificacion a
partir del gel de los fragmentos entre 20 y 29mnthos fragmentos se clonaron ligandolos
a adaptadores especificos y convirtiendo el RNARNA mediante la realizacion de RT-
PCR, como se describe més arriba. La secuencideidas librerias de cDNA se realiz6
mediante la plataforma Illumina (lllumina Genomeadyzer ) (Baseclear).

El analisis bioinformatico de la secuencia de IB8NAs se llevdo a cabo en la

Universidad de East Anglia (Simon Moxon).

Il. 10. 4. Amplificacion de cDNAs.

Esta técnica se utiliz6 para comprobar la preseseimtrones en la secuencia del
gengip y determinar su extremo 3’, y para la obtencidrcB®®NA completo de dicho geny
su posterior clonacién, en fase, en el vector pBR-BCam del sistema de doble hibrido
de levaduras. Para la sintesis de cDNA se utizdetrotranscriptasa Expand Reverse
Transcriptase (Roche) y el cebador RACE-T (Rocheg contiene una secuencia de
poli(T) en su extremo 3’ y una secuencia de 20euidos en el extremo 5’ que coincide
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con la secuencia del cebador Race3". Como moldke @accion se utilizoply de RNA al
gue se le afiadieron 50 pmoles del cebador RACE-Uinemolumen final de 10 pl. La
mezcla se calentd 10 minutos a 65°C para desnatural RNA, se paso a hielo y se le
afadieron 2 pl de dNTPs 10 mM, 2 ul de Ditiotret®0 mM (DTT) (Roche), 1 pl de
RNA guard (Amersham Pharmacia Biotech), 4 ul degtamExpand RT 5x (Roche) y 1 pl
(50 U) de retrotranscriptasa (Expand Reverse Trgatase, Roche) (volumen final de 20
ul). La mezcla se incubo 1 hora a 43°C, tras ld seigpaso a hielo y se guardo a 4°C o se
amplifico directamente. Para la amplificacion matkaPCR del extremo 3’ del geip, se
utilizaron 4 ul de la mezcla de retrotranscripciéhcebador especifico QIP RACE 3-1,
complementario a la secuenciaqgip, y el cebador Race3". El producto de dicha réacci
se utiliz6 como molde para una segunda amplificacidn un cebador especifico aguas
abajo del primero, QIP RACE 3-2, y el cebador RadeéBalmente, para la obtencion del
cDNA completo del gewjip, se realizé una tercera amplificacién a partirptelducto de
retrotranscripcion, con los cebadores especifieas@QIP ATG (que incluye un punto de
corteEcoR) y QIP STOP (con punto de coi®all). Las reacciones de amplificacion se
llevaron a cabo como se describe eraghrtado Il. 8. 5. Los productos generados se

clonaron en el vector pGEM-T easy para su postedouenciacion.

Secuencia de los cebadores RACE-T y Race3’:

RaceT: 5" GGC CAC GCG TCGACTAGTACTTTITTTTTTOTTTITTTITT3
Race3": 5" GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC ¥

Las secuencias de los cebadores especificogipdee muestran en l&abla 5
(apartado Il. 8. 5).

Una vez obtenido y secuenciado el extremo 3’ del gp, asi como el cDNA
completo, se llevé a cabo la comparacion de diebaencia con la secuencia genémica de
M. circinelloides lo que permitio identificar la secuencia de padiailacion y comprobar

las uniones exén-intrén de los dos intrones predich

II. 10. 5. Hibridacion de RNA total fijado a un soporte.

Cada muestra de RNA se prepar6 en un volumendetab ul conteniendo 50 pg
de RNA, 2,5 ul de MOPS 10x, 4,4 ul de formaldehid®,5 pl de formamida. La mezcla
se calentd a 65°C durante 10 minutos para elimesructuras secundarias del RNA y
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posteriormente se dejé 5 minutos en hielo. Trasi@uir 2,5 pl de tampon de carga, las
muestras se cargaron en un gel de agarosa al tghééniendo 2,2 M de formaldehido,
utilizandose como tampdn de electroforesis MOP@dix formaldehido 2,2 M. Una vez
finalizada la electroforesis, el gel se lavo dueaht5 horas con agua bidestilada y se
transfirid por capilaridad durante toda la nocheairea membrana de nailon cargada
positivamente (Hyborfd-N*, Amersham Biosciences) usando como tampén SSCE20x.
RNA se fij6 a la membrana mediante radiacion uitiata (0,120 J/cA). La hibridacién
con la sonda de DNA marcada radioactivamente s® kecabo como se indica en el
apartado Il. 8. 7, utilizdndose las condiciones de lavado espediéisaen el mismo
apartado. Larabla 6 (apartado Il. 10. 8 muestra la secuencia de los oligonucleétidos
utilizados para amplificar los fragmentos de DNAegse usaron como sonda en los

experimentos de hibridacion tipo Northern mostragtofaFigura 40.

ll. 10. 6. Hibridacién de RNA de bajo peso moleculafijado a un soporte.

Cada muestra de RNA se prepardé en un volumen ti®aP0 pl conteniendo
50-60 pg de RNA de bajo peso molecular y 10 plateptn de carga-formamida 2x. La
mezcla se calenté a 65°C durante 5 minutos paranali estructuras secundarias del RNA
y a continuacion se dejé 5 minutos en hielo. Lasestras se cargaron en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 15% (19:lilaorda:bisacrilamida), conteniendo
urea 7 M y TBE 0,5x, utilizando como tampédn de tetdoresis TBE 0,5x. Una vez
finalizada la electroforesis, se transfirid el RNAuna membrana de nailon cargada
positivamente (Hybond'-N*, Amersham Biosciences) mediante electrotransfexeac
3 mAlcnf (Semi-Dry Electroblotting Unit, Sigma) durante 45nmotos, usando como
tampon de transferencia TBE 1x. EI RNA se fij6 anlembrana mediante radiacion
ultravioleta (0,120 J/cA). Cuando fue necesario, la fijacion del RNA a lanmbrana
(Hybond-NX®, Amersham) se llevd a cabo con I-etBy3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) (Sigma) (EDC-crosslinking), laueg aumenta la sensibilidad de
deteccion de los sRNAs entre 20-50 veces respetaofigacion con UV. Para ello, se
preparo una solucion 0,16 M de EDC en 1-metilimid&13 M a pH 8. La membrana se
coloco sobre papel Whatmann saturado con la salud®EDC con la cara con el RNA

hacia arriba, se envolvié con papel film transpgrgnse incub6 a 60°C durante 1 6 2
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horas. Finalmente se lavé la membrana con aguatbadia para eliminar el exceso de

EDC antes de la prehibridacion.

La hibridacion con la ribosonda marcada se reatiad 20 ml de tampdn de
prehibridacion/hibridacion con formamida durantdada noche y tras un periodo de 2-3
horas de prehibridacion con el mismo tampon. Tenpwehibridacién como la hibridacion
se realizaron a 30°C. El lavado de las membramaslar hibridacion se llevd a cabo a
50°C. Se realizaron tres lavados de 20 minutosuc@nsolucion SSC 2x con 0,2 % de
SDS. Cuando fue necesario eliminar el exceso ddasomida inespecificamente a la
membrana, ésta se sometid a un lavado durante d eh@7°C con 0,81 kunits/ml de
ribonucleasa A de pancreas bovino y 20 U/ml deniilsteasa T1 déspergillus oryzaen
un volumen de 20 ml de tampdén de ribonucleasas. (ono, se eliminaron las
ribonucleasas lavando vigorosamente las membrama2xSSC y 0,2% de SDS durante 2

0 3 minutos a temperatura ambiente.

Cuando se utilizaron como sonda oligonucleétidoscatns radiactivamente, la
hibridacion se llevd a cabo durante toda la noch&78C con 5 ml de tampdn
ULTRAhyb®-Oligo Buffer (Ambion). La prehibridaciose llevé a cabo durante 1 hora a
la temperatura de hibridacion y con el mismo tampfiiavado de las membranas tras la
hibridaciéon se llevé a cabo con 2x SSC y 0,2% SSprimer lavado a temperatura

ambiente y otros dos lavados durante 20 minuta®@.3

Una vez lavadas, las membranas se pusieron enctmren peliculas Kodak®
BioMax™ MS Film (alta sensibilidad) y se dejaron expodizr -70°C o0 se expusieron a
pantallas Phosphorimager BAS-MP2040 (Fujifilm) dueron escaneadas en el lector

Molecular Imager FX (BioRad).

[1. 10. 7. Marcado de ribosondas.

Las sondas de RNA especificas darB, utilizadas en los experimentos de
hibridacion de RNA de bajo peso molecular fijadonasoporte, se marcaron mediante la
introduccién del nucleétido UTP marcado con fosf82o (Easytides® Uridine 5'-
Triphosphate, -**P], Perkin Elmer). Las ribosondas especificas dé\ RNn sentido y
antisentido se sintetizaron por transcripcidgnvitro de plasmidos portadores de los
fragmentos adecuados, utilizando el kit comerci@X¥cript® T7 in vitro Transcription

Kit (Ambion), siguiendo las recomendaciones del isistrador. Las ribosondas se trataron
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con DNasal libre de RNasas para eliminar el DNAizatllo como molde para la
transcripcion. Posteriormente, las sondas marcsgliragmentaron en pequefias moléculas
de aproximadamente 50 nt para facilitar la hibiidlaccon los RNAs de bajo peso
molecular. Este proceso se realizé mezclandl2fe ribosonda con 300l de tampdn
alcalino, incubando durante 3 horas a 60°C y deteloi la reaccion de hidrdlisis con [20

de acetato soédico 3M pH 5.0. Para eliminar loseuialos libres se paso toda la solucion
por una columna de Sepha#®xG-50 Fine DNA Grade (Amersham Pharmacia),
centrifugando durante 5 minutos a 2.000 r.p.m. Caoordroles de tamafio y polaridad se
cargd en el gel 1 pmol de oligonucle6tidos corragntes a secuencias con sentido
(carB25) y antisentido (Ribo3) del gearB (ver Tabla 5).

lI. 10. 8. Marcado de oligonucledtidos.

Los oligonucledtidos de DNA utilizados en los expemtos de hibridacion de
RNA de bajo peso molecular fijado a un soporte aecaron en el extremo 5 con ATP
(Easytides® Adenosine 5'-Triphosphatg;*4P], Perkin Elmer), utilizando la enzima
T4 Polynucleotide Kinase (Promega) siguiendo latrucciones del suministrador. Los
nucledtidos libres se eliminaron haciendo pasasdaglas marcadas por una columna de
SephadeX’! G-25 DNA Grade (GE Healthcare), centrifugando dtga5 minutos a
2.000 r.p.m.

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizadoea sonda en los experimentos
de hibridacion mostrados enHR#gura 33 se muestran en [Babla 6. Dicha tabla también
incluye la secuencia de los oligonucleétidos wiias para amplificar los fragmentos de
DNA gque se usaron como sonda en los experimentosilmédacion tipo Northern

mostrados en |gigura 40.

ll. 11. Manipulacion de proteinas.

Il. 11. 1. Preparacion de extractos de proteinas dd. circinelloides.

La obtencién de extractos de proteinasvidecircinelloidesse realiz6 siguiendo el
protocolo de extraccién con TSA (Murcia-Flomtsal, 2007). La extraccion se realiz6 a

partir de micelios crecidos en medio sOligara lo cual se sembraron esporas de las
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Nombre

Secuencia

Uso

77050

78553

80452

82372

77442 forward

77442 reverse

80452 forward

80452 reverse

82372 forward

82372 reverse

83187 forward

83187 reverse

83353 forward

83353 reverse

95350 forward

95350 reverse

5 TCTAGCCACTTGTCCTCTGGTTCA 3

5" AGACGAGCCTATCTTCCTTGCCTTGTA 3

5 GTGTCTTCTGACAGTCTCGCAGAGGATGCCTCT &

5 TATCGCCGTCCTACCGTGGATACAA 3’

5" CGCCAATCTCCCTACAGCCTTCA 3’

5"CCTCGCGAGAAAGGATTGC 3

5" GAGAACCAGATTCGGCAG 3’

5" CCGAAATCAGTAATGATAAGCC 3

5" GACGAAATGCTAACCGTACC 3’

5" GCATTGTATCCACGGTAGG 3’

5" CATGCTACCCTTAGATCAGG 3’

5"CCACTGTCAAGCGTAAGCG 3

5"CGTATCCAGCAAGGATAGCATC 3’

5" GGCTACACTCGTAAGGTTCG 3

5" GGCATTGACCAGTTCACG 3’

5" GGACAGCATGACTGAAGGTC 3’

5" CAACTCTTTGAAGCGTGGAC 3

Sonda que detecta los esRNAs antisentido del
locus 77050
Sonda que detecta los esRNAs antisentido del
locus 78553
Sonda que detecta los esRNAs antisentido del
locus 80452
Sonda que detecta los esRNAs antisentido del
locus 86881

Sonda que detecta los esRNAs antisentido del
locus 77050

Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mMRNA del locus 77442

Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mRNA del locus 77442

Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mMRNA del locus 80452
Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mRNA del locus 80452
Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mMRNA del locus 82372
Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mRNA del locus 82372
Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mRNA del locus 83187
Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mMRNA del locus 83187
Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mRNA del locus 83353
Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mMRNA del locus 83353
Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mRNA del locus 95350
Cebador para la sintesis de la sonda de DNA
que detecta el mRNA del locus 95350

Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados en los experimentositieidacion tipo Northern para la deteccion de e8BRN
y mMRNAs deM. circinelloides En la parte superior de la tabla se muestramligenucleétidos utilizados como
sondas para la deteccién de esRNAs. En la pakednde la tabla se indican los cebadores utilimaen los

experimentos de PCR para la obtencion de sondB&\ldepara la deteccion de mRNAs.

estirpes adecuadas sobre una lamina estéril dé pelpé&n colocada sobre la superficie
del medio, lo que facilita posteriormente la redagdel micelio. El micelio recogido se
tritur6 en un mortero con nitrégeno liquido hastmseguir un polvo fino, que fue
traspasado a un tubo eppendorf al que se afadiplB@0tampon TSA, 10 ul de coctel de
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) y 5 pbdazamidina 100 mM (Sigma-Aldrich).

Las muestras se incubaron en hielo durante 30 osrartes de centrifugar 30 minutos a
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10.000 r.p.m. y 4°C. Se recuper6 el sobrenadamse guantificd la cantidad de proteina
total por el método de Lownst al, 1951.

Il. 11. 2. Fraccionamiento de proteinas mediante omatografia liquida
(FPLC).

La extraccion de proteinas para su fraccionamiergdiante cromatografia liquida
se realizé mediante un protocolo ligeramente difter@l indicado en el apartado anterior.
Se utilizaron micelios de las estirpes adecuadasidos en medio rico YPG pH 4,5
durante 48 horas en luz continua. Los extractoprdteinas se prepararon en 500 pl de
tampdn de extraccidén de proteinas para FRIEE gpartado Il. 3), una vez congelados los
micelios con nitrégeno liquido y triturados en uprtaro rugoso hasta obtener un polvo
fino. Se afiadieron 10 ul de cdoctel de inhibidorésp de benzamidina 100 mM y se dej6
30 min en hielo. El material insoluble se elimin@diante dos ciclos de centrifugacion
durante 5 minutos a 13.000 r.p.m. y a 4°C. Finatmese filtr6 el sobrenadante usando un

filtro Millipore de 0,2 um, para obtener un ext@ctareado.

Una vez filtrados los extractos de proteinas destispes silvestre y mutandgo-
1, éstos fueron sometidos a fraccionamiento mediama columna de exclusion
molecular (Superdé¥ 200 10/300 GL) que separa las proteinas segimsfita Para el
equilibrado de la columna se uso el tampon de epitra de proteinas para FPL@e(
apartado II. 3). La velocidad de flujo durante la cromatografiee fde 0,25 mi/min,
recogiéndose fracciones de 3 ml en el primer farniento, realizado con el fin de

establecer las condiciones adecuadas y de 500¢qlIresto de fraccionamientos.

La precipitacion de proteinas a partir de las faces se llevo a cabo mediante la
utilizacion de acido tricloroacético (TCA). Se af@mdn 125 pl de TCA 100% (w/v) a los
500 ul de la fraccion de proteinas y se incubordara0 minutos a 4°C. A continuaciéon se
centrifugd durante 5 minutos a 14.000 r.p.m., gaied el sobrenadante y el precipitado
fue sometido a dos lavados con acetona. Finalmsatseco el precipitado a 95°C durante
10 minutos, para eliminar los posibles restos @toma y se resuspendié en NUPAGE LDS
Sample buffer 4X (Invitrogen). Las fracciones quodcidas en proteina Ago-1 se
identificaron mediante experimentos de hibridacipo Western con anticuerpos

especificos anti-Ago-1 (apartatio11. 4).
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Il. 11. 3. Electroforesis de proteinas.

La separacion en funcion del tamafio de las praginesentes en los extractos de
M. circinelloidesse realiz6 mediante electroforesis en geles destizantes comerciales
con gradiente de poliacrilamida NuPAGE® Novex® 4-3% Bis-Tris Mini Gels
(Invitrogen), utilizando el equipo Mini-PROTEAN® &ell (Bio-Rad). Las muestras
conteniendo 50 pg de proteinas se prepararon elAGEHPLDS Sample buffer 4X
(Invitrogen). Tras 10 minutos de incubacién a 10088 muestras se cargaron en el gel y
se sometieron a electroforesis durante un tiempre €0 y 90 minutos a 200 V, utilizando
el tampdén de recorrido NUPAGE® MOPS SDS. Se utilddmarcador de tamario

BenchMarRM Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen).

Il. 11. 4. Inmunodeteccion de proteinas.

Las proteinas separadas por electroforesis en ga¢espoliacrilamida se
transfirieron a un soporte sélido para ser detastadr anticuerpos especificos mediante la
técnica de "Western-blotting" (Towbet al.,1979; Burnette, 1981).

Il. 11. 4. 1. Transferencia de proteinas a membrars

Las proteinas sometidas a electroforesis fuerastreteansferidas desde el gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (PREN®, Whatmann) mediante un
sistema semi-seco, utilizando el equipo Semi-Drectbblotting Unit (Sigma). La
transferencia se realizé durante 45 minutos a 280dmintensidad, utilizando el tampon
de transferencia NUPAGE® Transfer Buffer (20X) (trogen).

Il. 11. 4. 2. Revelado de las membranas por inmuneteccion.

Una vez realizada la transferencia, la membrarsusergido durante una noche en
tampon PBST con un 5 % de leche desnatada, ualizatho agente bloqueante. Al dia
siguiente, se elimind la solucion mediante un lavde 10 minutos en tampén PBST y se
incubd la membrana durante toda la noche a 4°Geseipcia del anticuerpo primario anti-

Ago-1, utilizando una dilucién 1:300 en 5 ml de§ABcon 5 % de leche desnatada. El
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anticuerpo monoespecifico anti-Ago-1 fue generagloipmunizacion de conejos con el
péptido de 17 aminoacidos ELRRGIPERDLSKLEKI (siizt®tio in vitro por Pacific
Immunology, USA), que corresponde a los residu@& 231 de la proteina. Dicha region
se eligié por sus propiedades inmunogénigaslico y por presentar divergencia respecto
a las otras proteinas Ago @& circinelloides El anticuerpo anti-Ago-1 fue purificado
mediante cromatografia de afinidad utilizando esmo péptido (Pacific Immunology,
USA). Tras eliminar el exceso de anticuerpo con tneevos lavados de 10 minutos con
PBST, se incubo la membrana durante 1 hora a tewuparambiente con una dilucion
1:2500 de anticuerpo secundario de raton anti-lg@ahejo (Amersham Biosciencies), en
5 ml de PBST con 5 % de leche desnatada. El exdesmticuerpo secundario se elimind
mediante otros tres lavados con PBST. Los lavadas ycubaciones con los anticuerpos
se llevaron a cabo con agitacion suave y constémtcuerpos monoclonales de raton

anti-a-tubulina (Sigma) se utilizaron como control degear

Para el revelado se utilizd el sistema AmerstfarBCL™ Western Blotting
Analysis System (GE Healthcare), segun las indicees del suministrador. La sefial de
quimiofluorescencia se detectd mediante la utii@adel escaner Typhoon 9410 (GE

Healthcare).

II. 12. Inmunoprecipitacién de proteinas

La inmunoprecipitacion de la proteina Ago-1 coricargrpos anti-Ago-1 se llevé a
cabo siguiendo basicamente el protocolo descritSila et al., 2008, utilizando lisados
celulares preparados como se indica en el apalitatib. 1, con ligeras modificaciones. La
extraccion se realizo a partir de micelios de Espes de interés crecidas en medio sélido
YPG (pH 4.5) durante 24 h. El micelio triturado mitrogeno liquido se pas6 a un tubo
eppendorf al que se afiadid 1 ml de tampdn detdigipdn de lavado Vér apartado |I.

3), 20 ul de coctel de inhibidores (Sigma-Aldrich1@ ul de benzamidina a 100 mM
(Sigma-Aldrich). La mezcla se mantuvo en hielo dte&80 minutos y se centrifugo otros
30 minutos a 4°C y 14.000 r.p.m. El sobrenadante, cpntiene la fraccion total de
proteinas, se recuperd en un eppendorf nuevo aajaéadio el anticuerpo anti-Ago-1 (1-
5 ug), manteniéndose toda la noche en agitaciotincana 4°C. Al dia siguiente, se
afadieron 30 ul de proteina A-agarosa (Sigma-Ai)iycse incub6 en agitaciéon continua

a 4°C durante 4 horas. Posteriormente, se proeeldi® lavados de los posibles complejos
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proteina Ago-l-anticuerpo-proteina A-agarosa fowsadlirante el proceso. Se realizaron
dos lavados de 20 minutos cada uno a 4°C con tami@davado |, dos lavados de 20
minutos cada uno a 4°C con tampon de lavado Il yauado de 20 minutos a 4°C con
tampdn de lavado lliver apartado Il. 3). Para romper las uniones entre la proteina de
interés y el anticuerpo se afadieron 60 ul de tangwdlavado Il y 15 ul de tampdn de
carga de proteinas con R-mercaptoetanol, calergandda muestra a 100°C. Tras
centrifugar para precipitar la agarosa, alicuotel shbrenadante fueron analizadas en

experimentos tipo Western, utilizando anticuerptdsAago-1.

Para facilitar la inmunoprecipitacion de la progeigo-1 con el anticuerpo anti-
Ago-1 se realizaron experimentos de crosslinking tmrmaldehido, que provoca una
union covalente del anticuerpo a la proteina. Rdla tras la adicion y posterior
incubacién durante toda la noche del anticuerpd-Aagu-1 con la fraccion total de
proteinas, se incubd la mezcla @tul de formaldehido (37% ) a 37°C durante 30 min en
agitacion continua. Posteriormente, se afadierof (4 de glicina 2M para la
neutralizacion y se dejé incubando durante 5 mgwo37°C en agitacion. Una vez
finalizado el tratamiento para favorecer la uniéuatente proteina-anticuerpo, se siguio el

protocolo normal de inmunoprecipitacion descrittednormente.

11.13 Construccion de vectores para la expresion deroteinas en el

sistema de doble hibridos de levaduras.

Para llevar a cabo el estudio de las posiblesaotéwnes entre proteinas de la
maquinaria de silenciamiento, el cDNA completogkshiqip se clond en fase en un vector
de expresion portador del dominio de unién a DNAG#d.4 (pBD-GAL4Cam). Para ello,
el cDNA degip amplificado con los cebadores QIP ATG y QIP ST@pa(tado II. 10. 4)
se digiri6 conEcoRI y Sally se cloné en el vector pBD-GAL4Cam digerido cos la
mismas enzimag-{gura 12). La secuenciacion de varios de los plasmidos regakguso
de manifiesto que todos ellos habian incorporadsetaienciayip en fase con el dominio
BD de GAL4, aunque varios de los plasmidos erartagores de mutaciones en la
secuenciayip, generadas durante el proceso de amplificaciomgidia de las mutaciones
identificadas afectaba a los dominios Ribonuclddsde la proteina Qip, por lo que se

utilizaron todos estos plasmidos, junto con el goot de la secuencia silvestre @ip
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(PMAT1511), para estudiar la interaccion de Qip t@mproteina Ago-1. Las mutaciones
presentes en los distintos plasmidos son las sitpse

-pMAT1508: cDNA degip con una mutacion: T438  Tyrl46His
-pMAT1509: cDNA degip con cuatro mutaciones: A157& Ser53Gly
A236G —»  GIn79Arg
G701A — Gly233Asp
T829C —  silenciosa (Leu)
Los plasmidos con el cDNA completo del gego-1 fusionado al dominio de
activacion de GAL4 (pMAT1332) y los cDNAs del-1 y dcl-2 fusionados al dominio de
union a DNA de GAL (pMAT1288 y pMAT1287, respectinante) han sido generados

previamente en el laboratorio (VEabla 4).

A
. —
wnidnapNa  CDNA g7 sivestre activaciénde  <DNAago-1
de Gal4 / Gal4 \ ;
& / W
E pwatisn 2 = pMATI332
‘\w:(_j__aI_n__ R Amp
i
Qip
B

Figura 12. Sistema de doble hibrido de levaduras. (A) Plassnabm la fusion de la proteina Qip silvestre al
dominio de unién a DNA de GAL4 (BD) (pMAT1511) y fasion de la proteina Ago-1 al dominio de
activacion de GAL4 (AD) (pMAT1332). (B) El sistenage doble hibrido de levaduras detecta interacciones
entre proteinas, ya que es necesaria la interaecitbe las proteinas Ago-1 y Qip para que los dm®iBD y

AD del factor transcripcional GAL4 se encuentreidximos y puedan activar la expresion de los genes
chivatos.
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ll. 14. Cuantificacion de la produccidon de esporagegetativas.

Para la cuantificacion de la produccion de espdeasos diferentes mutantes en
genes de silenciamiento se sembraron pequefias plezaicelio (2 mm de diametno=
10) en medio so6lido MMC pH 3,2. Se incubaron a 28@€nte 72 horas en condiciones
de luz y oscuridad. Tras ese tiempo se midi0 ehdiéo de cada una de las colonias, se
introdujo la colonia completa en un eppendorf comllde agua destilada y se agito
vigorosamente en el vortex durante 5 minutos psegwrar la completa resuspension de
las esporas. Finalmente, se cuantificaron las aspalr microscopio Optico mediante la
camara Neubauer. La produccion de esporas de ctidaeese cuantificd en relaciéon al

tamano de las colonias.

ll. 15. Cuantificacion de la produccién de esporasexuales.

Esporas de las estirpes (-) y (+) se inocularonadistancia aproximada de 2 cm
en placas de medio rico YPD y se incubaron a teatpex ambiente en condiciones de
oscuridad. Tras veinte dias de incubacion se andédizroduccion de zigosporas en los
cruzamientos de la estirpe silvestre R7B y de logantes, de sexo (-), con la estirpe

silvestre de sexo (+).

La cuantificacion de las zigosporas se realiz6 iakancopio 6ptico. Para ello, se
recogieron secciones de 1 Tde la zona de interaccién sexual, utilizando utubigpara
abarcar toda la profundidad del agar. Dichas seesidueron fijadas con formaldehido al
10% durante toda la noche y posteriormente congsel@dra obtener con el criotomo
cortes de 30 um, que fueron utilizados para cdatazigosporas al microscopio Optico
(objetivo 10x). Para cada interaccion se cuantificalas zigosporas en doce cortes
histologicos de 0,003 cheada uno.

ll. 16. Cuantificacion del proceso de autolisis.

Los experimentos para cuantificar el proceso deliaig en las diferentes estirpes
mutantes de silenciamiento se llevaron a cabo ediomgco YPD solido, vertiendo
exactamente 25 ml de medio en cada placa, conjetivab de igualar al maximo las
condiciones de crecimiento entre las distintasrpedti Cada estirpe se sembrd por

triplicado utilizando un palillo para depositar encentro de la placa Petri una gota de la
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dilucion de esporas frescas (aproximadamente 5@@r&s por caja), incubandose

finalmente en oscuridad continua a 26°C.

A partir de los 13 dias de crecimiento se tomamadgenes de los micelios
mediante un escaneHP Scanjet G40)0para estudiar su evolucion. Para analizar
cuantitativamente el proceso de autolisis a lodatgl tiempo se utiliz6 el programa de
libre acceso de andlisis de imagen Imagsbweb.nih.gov/i). Las imdgenes capturadas
con el escaner se transformaron de modo RGB a @iy que proporciona 256 valores
de grises (0-255, correspondiendo el valor O abrcokégro y el valor 255 al blanco). El
programa identifica de forma automatica el areaeli@cy la zona de autolisis por sus
distintos niveles de grises, estableciéndose gorale 1-112 para lisis y de 107-255 para
micelio intacto. Finalmente, se midieron las maasdinarias obtenidas y los resultados se

expresaron como porcentaje de autolisis (areside larea total de la placa).

lI. 17. Analisis transcriptomicos.

Il. 17. 1. Analisis transcriptdmicos mediante micronatrices.

Los experimentos de hibridacion de las muestraRN& con las micromatrices y
el tratamiento bioestadistico de los datos seritgva cabo en la empresa Bioarray S.L.
(Alicante). Previamente, se disefiaron, medianpeagrama informatico eArray (Agilent),
micromatrices que contenian oligonucleotidos dé#&gkes correspondientes al extremo 3’
de los 10.930 genes anotados en la version 1 dehgge deMucor. Una vez disefiados, los
oligonucleotidos se imprimieron en portas de vidrise hibridaron con sondas derivadas

de dos muestras distintas de RNA total, marcadiaslistintos fluoréforos.

Se aislaron muestras de RNA de la estirpe silvésiig, el doble mutante MU411
(dcl-1/dcl-2) y los mutantes simples MU418do-1) y MU419 (drp-1), realizandose las
comparaciones indicadas enHigura 41. Se realizaron cuatro réplicas biolégicas de cada
comparacion, utilizdndose muestras de RNA totatalenias diferentes e independientes
de cada una de las estirpes. Las estirpes se semlera medio MMC solido pH 4,5y se
incubaron en condiciones de luz continua. Parxtiaecion de las muestras de RNA, se
recogieron los micelios de cada estirpe a las 28 kioras de crecimiento, con el objetivo
de realizar el estudio en diferentes fases delimrecto vegetativo. Los micelios
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congelados (100-150 mg) se trituraron en un mortesta conseguir un polvo fino.
Seguidamente, se obtuvieron las muestras de RNAamtedla utilizacion del kit de
extraccion de RNA RNeasy Mini Kit (QIAGEN), siguim las instrucciones del

suministrador.

La calidad de las muestras de RNA se verific6 medika plataforma Agilent 2100
Bioanalyzer, utilizando el kit Eukaryote Total RNMano (Agilent). La concentracion y
pureza del RNA se midi6 mediante el espectrofoténBianodrop. En larabla 7 se
muestran los valores de RIN o integridad de la tnagsalor minimo exigido RIN- 8),
concentracion (minima 300 ng/ul) y pureza (A260/280 y A260/230 > 2) de uestras

utilizadas.

Una vez verificada la calidad de las muestras @egglio a la realizacién del ensayo
de expresion diferencial siguiendo el protocolo T@aor Microarray-Based Gene
Expression Quick Amp Labelling Kit v.6.5 (Agilenflas muestras se marcaron con los
fluoréforos Cy5 (rojo) y Cy3 (verde), realizandoses distintas réplicas de cada
experimento con muestras marcadas con las dos caoitmes posibles de fluoroforos
(p.e. R7B-Cy5 * MU411-Cy3 y R7B-Cy3 * MU411-Cy5)rds escanear la fluorescencia,
se analizaron los datos mediante el software Feakxtraction v.10.7 (Agilent),
eliminando todos aquellos spots marcados como hdoga La Figura 13 muestra un
ejemplo representativo de los resultados obtenalosl andlisis de los datos brutos
extraidos de las micromatrices. El diagrama deidadss RG representa la distribucion de
las intensidades emitidas por los fluoréforos Ci y Cy3 (G) en una micromatriz
concreta [Figura 13A). Idealmente, la distribucion debe ser similarrerias distintas
micromatrices y para los dos fluoréforos. Las plesiliiferencias se deben a diferentes
eficacias de marcado e hibridacion, y deben semaliradas para evitar un bias
sistematico en la interpretacion de los datos.r&figp MA representa la distribucion de la
razon entre las dos intensidades (roja/verde) gata spot de la micromatriz (M) respecto

a la intensidad media en ese spot [Ay@ra 13B).

Tabla 7 (pagina siguiente)Calidad de las muestras de RNA utilizadas en Ige@émentos de expresion
diferencial mediante micromatrices. Se indica ehbe de las muestras de cada estirpe: R7B, MUdd!1 (
1'/dcl-2), MU413 @go-I) y MU419 (drp-1), el tiempo de incubacién (24 o 48 h), el valorRI&, la
concentracion, la contaminacion por proteinas (A280) y la contaminacion por fenoles (A260/230).
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Conc. Nano

N® Name RIN (ng/ab) A260/280 A260/230
1 R7B 24h 2 10 10094 2.25 238
2 R7B 24h 3 10 763 23 2,54
3 R7B 24h 4 10 22743 22T 246
4 R7B 24h 6 10 981.8 231 2,54
5 R7B 24h 7 10 1617.3 2,29 1,75
6 R7B 24h 8 10 13138 232 2,58
7 R7B 24h 9 9.9 7817 2.34 239
8 41124h1 10 1205.7 2.32 2,56
9 411 24h 3 9.8 14353 2.29 244
10 411 24h 4 9.8 13243 2,27 224
11 411 24h 5 10 14399 23 25
12 411 24h 6 10 1061.7 231 225
13 41324h 1 10 597.5 2, 2,14
14 413 24h 3 10 1369.6 2,23 2.39
15 413 24h 4 9.5 601 225 2.2
16 41324h 5 10 893 224 236
17 41324h 6 10 1480.4 224 25
18 41324h 7 9.8 1144 .8 223 25
19 41924h 1 10 840 2.2 2.46
20 419 24h 2 9 967.3 2.19 2
21 41924h 3 9.9 13821 223 23
22 419 24h 4 9.9 13329 223 2,27
23 41924h 5 9.8 11382 2.21 1.76
24 41924h 7 9.9 12439 224 2.38
Z5 41924h 8 10 9324 2.24 2,16
26 R7B48h 1 9.8 742 2,55 1,91
27 R7B 48h 2 10 823 225 239
28 R7B 48h 3 10 6537 2,25 245
29 R7B 48h 4 10 5356 23 2.51
30 R7YB 48h 5 9.9 933.6 2.26 248
31 R7B 48h 6 9.7 673.2 2.26 25
32 RYB 48h 7 9.9 10232 2.26 2,59
55 R7B 48h 8 9.8 1006.2 2.26 243
34 41148h1 9.9 4569 2.19 1.98
% 41148h 2 10 572.8 2.29 23
36 41148h4 N/A 7569 22T 2,51
37 41148h 6 10 652.1 2,27 2,39
38 41148h 7 10 464 2.18 1,68
39 41148h 8 10 367.4 221 2,07
40 41348h 1 8.9 3784 2.18 1,73
41 413 48h 2 10 1034.6 2.24 2,19
2 413 48h 3 10 8197 2.25 22
43 413 48h 4 9.9 3337 2,17 1,42
44 41348h 5 9.1 693.7 2.29 2,49
45 41348h 6 8.8 739.7 225 244
46 419 48h 1 9.9 571.1 2.16 241
47 419 48h 2 10 662.7 2.26 1,76
48 419 48h 3 N/A 968.4 2.26 2,55
49 419 48h 4 N/A 889.1 2.28 2,51
50 419 48h 5 10 9422 2.26 2,24
51 41948h 6 10 1117.5 2.26 2,25
52 415 48h 7 10 4596 2.18 1,96
53 41548h 8 10 629.2 2,29 241
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Figura 13. Analisis de los datos brutos extraidos de las miatdces.A. Grafico de densidad de una
micromatriz concreta. Las lineas verde y roja iaditas intensidades emitidas por los fluor6foro8 @anal
verde) y Cy5 (canal rojo), respectivamere Grafico MA, que muestra la relacion entre el ldgao de la
razon entre las intensidades (M) d&yG) y la media del logaritmo de las intensida@gg1/2 [log; R + log
G]). Los puntos de colores representan las intadsisl emitidas por sondas utilizadas como contrgil€At).

Dado que es de esperar que la mayoria de loss gememuestren expresion
diferencial, la mayoria de los valores de M debenmdximos a cero y aquellos con
expresion diferencial se representan como puntessqbresalen de ese valor medio. La
comparacion de los valores de M de todas las manires puso de manifiesto la
necesidad de normalizar, aunque en todas ellagaloses medios estaban alrededor del
cero. Los datos brutos se sometieron a un trataoniestadistico para su normalizacion,
utilizando Bioconductor con los paquetes para dlisis de micromatrices Limma y

Marray. El tratamiento estadistico consistié en pasos:

-Sustraccion de fondo, utilizado para eliminar psnton valores de fondo anormalmente

altos. Para ello se utilizé el métodormexpconoffset =10.

-Normalizacién intramatriz, utilizada para corregasgos en el marcado con Cy5 y Cy3.

Se utilizé para ello el métodoess

-Normalizacién intermatriz, utilizada con el fin dmcer los datos de las distintas

micromatrices comparables. El método utilizadoAgeantiles
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Tras estas normalizaciones se observé que todasidasmatrices presentaron una
distribucion de densidades homogéneas para loscdoales Figura 14A) y una
distribucion de intensidades (valores de M) homegény comparablegFigura 14B),
indicando que los datos de todas las micromatsoagerfectamente comparables entre si.
Los datos normalizados se ajustaron a un modedalljna un modelo bayesiano empirico
con el fin de extraer los genes con expresion atifgal significativa. Para ello se utilizd
un analisis del tipganales separadosgjue consiste en separar cada canal como unamatri
independiente. De esta forma, se realizaron ldsdis comparaciones y se identificaron
aguellas sondas que mostraron expresion diferecmialin valor p-ajustado inferior a 0,05
(95% de confianza estadistica), nivel establecidma umbral de confianza. Dada la
magnitud de los datos obtenidos, y para simplifetanalisis de los mismos, se analizaron
exclusivamente los genes que mostraron expresiferedcial significativa en las
comparaciones entre los distintos mutantes y etsile, lo que nos permitiria obtener un
listado completo de los genes regulados directadoectamente por la maquinaria de

silenciamiento génico.
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Figura 14. Andlisis de los datos normalizadds. Gréafico de densidades para todas las micromatrices
lineas verde y roja indican las intensidades eastjbr los fluoréforos Cy3 (canal verde) y Cy5 &tanjo),
respectivamente, para cada una de las micromati@e&rafico MA de las distintas micromatrices.
Representacion de los valores M de las distintagamiatrices mostrando que, en todos los casos, los
valores medios de M son préximos a cero y lasidigtones homogéneas. La linea central de las cajas
sefiala el valor medio de M y el grosor de cada icafa la dispersiéon de los datos. Los circulogroe
indican valores de M con diferencias significativaspecto al valor medio
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[1.17.2. Analisis transcriptdmicos mediante RNAseq

Las estirpes utilizadas para la secuenciacionrdestriptoma fueron incubadas en
medio rico YPG durante 24 y 48 horas en condiciat®suz continua. Se congelaron
muestras de micelio de 150 mg que se trituraronnremortero hasta conseguir un polvo
fino, extrayéndose las muestras de RNA mediantetilzacion del RNeasy Mini Kit
(QIAGEN), siguiendo las instrucciones del sumiidtr. Las muestras se enviaron a la
empresa BaseClear B.V. (Leiden, Holanda) paranatoaeccion de las librerias de cDNA y
Su posterior secuenciacion. La secuenciacion s® lee cabo mediante la plataforma
lllumina (lllumina Genome Analyzer d). Las lecturas en formato FASTQ fueron
generadas mediante la aplicacion Casava de lllufvesion 2). Una vez eliminados los
adaptadores de las lecturas, éstas se sometiaanalisis de calidad usando el programa
FASQC. LaTabla 8 muestra el nimero total de lecturas realizadasaéa cna de las
muestras, asi como la calidad de las mismas. Wm dal Phred mayor de 30 indica que la
probabilidad de que una base concreta haya sideatamente asignada es mayor de
99,99%. Los datos crudos de secuenciacion fueralizados bioinformaticamente por el
Dr. Simon Moxon de la Universidad de East Angli@i(f® Unido), siguiendo el protocolo
descrito previamente (Nicol&t al, 2010). La comparacion de los datos normalizattos
las distintas muestras permitio identificar geras expresion diferencial, utilizando como

umbral de confianza un valor p-ajustado menor @& (5% de confianza estadistica).

Muestras Numero de Rendimientc Valor medio de

lecturas (en Mb) calidad (Phred)
WT 24h 17,840,327 909 37.68
WT 48h 15,162,239 773 37.73
ago-1 24h 21,389,732 1,090 37.66
ago-1 48h 18,416,564 939 37.69
dcl-1/ dcl-2" 24h 18,878,811 962 37.77
dcl-1/ dcl-2" 48h 15,765,254 804 37.73
rdrp-1" 24h 17,037,660 868 37.61
rdrp-1" 48h 14,178,203 723 37.57
rdrp-2° 24h 15,760,260 803 37.73
rdrp-2° 48h 12,008,722 612 37.73

Tabla 8. Numero de lecturas y calidad de las mismas endpsranentos de secuenciacién de RNA.
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lll. 1. Caracterizacién de la maquinaria de silencamiento.

Como se ha indicado en la Introducciéer(apartadosl. 2. 3y l. 3. 2), nuestro
grupo ha identificado y caracterizado los prinagajenes que participan en el mecanismo
de silenciamiento génico mediado por RNAMNcircinelloides dos geneslicer (dcl-1y
dcl-2) (Nicolaset al, 2007; de Haret al, 2009), un gen que cifra una proteina de unién a
dsRNA (2d2) (Calo, 2010), tres genes que cifran RNA polimasadependientes de RNA
(rdrp-1, rdrp-2 y rdrp-3) (Caloet al., 2012 y nuestros resultados no publicados) y tres
genesargonauta (ago-1, ago-2 y ago-3 (Cervanteset al., 2013). El gendcl-1 no
interviene en la ruta de silenciamiento inducido ppansgenes, aunque juega un cierto
papel en el mecanismo de silenciamiento endégemaledes responsable de la produccién
de un grupo de ex-siRNAs (Nicolat al, 2010). El gendcl-2 desempefia un papel
principal tanto en la ruta de silenciamiento indogpor transgenes, donde es responsable,
junto al producto del ger2d2, de la produccion de los siRNAs de 21- y 25enino en el
silenciamiento enddgeno, donde dirige la producdi@la clase mayoritaria de ex-
siRNAs. Las proteinas cifradas por los geragirp-1 y rdrp-2 presentan diversificacion
funcional, ya que actian en distintos pasos dadeenruta de silenciamiento. La proteina
RdRP-1 es esencial en la induccion del silencialmieauando éste es activado por
transgenes “con sentido”, siendo dispensable cua@st® se induce directamente por
moléculas de dsRNA. Ademas, es la proteina RdRRugga el papel mas importante en
la produccién de los esRNAs, siendo necesaria lpdbébgénesis de varias clases de ex-
siRNAs. La proteina RdRP-2, por su parte, estaigagh en el proceso de amplificacion
del silenciamiento que da lugar a los siRNAs seartiod y participa en la produccion de
algunos ex-siRNAs. AdemasViucor presenta tres genesrgonauta de los cuales
Unicamenteago-1esta implicado en el mecanismo de silenciamienicgétanto exégeno

(inducido por transgenes) como enddgeno.

Con el objetivo de completar el analisis funciodlla ruta de silenciamiento que
opera enM. circinelloides se llevaron a cabo los experimentos que se detalh los
siguientes apartados: clonacion y caracterizacémgenqip y analisis de su participacion
en la ruta de silenciamiento génico inducido panggenes; andlisis de las posibles
interacciones entre proteinas que participan emedanismo de silenciamiento, para
establecer la posible existencia de complejos maalerulares, y obtencion de un doble

mutanterdrp-1/rdrp-2° para comprobar la posible redundancia entre améoss.
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lll. 1. 1. Identificacion y caracterizacion del gengip de M. circinelloides.

El gengip (qde-2 interacting proteindeN. crassacifra una proteina esencial en el
mecanismo de silenciamiento génico inducido parsganes en este hongo (Maitial,
2007). La proteina QIP es una exonucleasa queagti®na con la proteina Argonauta de
N. crassa(denominada QDE-2) y degrada la cadena “pasajeed’stRNA de doble
cadena, permitiendo que la cadena guia de dicRMAS pueda identificar a los mMRNA
complementarios y mediar su degradacion. La prat€ilP es, por tanto, necesaria para
que tenga lugar la activacion del complejo RISC, oqyee debe eliminar la cadena

“pasajera” del siRNA, una vez que ésta ha sufridoarte endonucleolitico por QDE-2.

El papel degip en el mecanismo de silenciamiento solo se ha deados hasta la
fecha, enN. crassa,un hongo muy alejado evolutivamente Me circinelloides y mas
recientemente, en el parasito humdmgpanosoma brucegiBarneset al, 2012) Con el
objetivo de identificar nuevos elementos de la nreaqia de silenciamiento dducor nos
dispusimos a la busqueda de secuencias homélogamaip de N. crassaen el genoma

deM. circinelloides

El andlisisin silicoreveld la existencia de una secuencia que cifrgoumi@ina con
cierta similitud con la proteina QIP 8k crassa(BLOSUM®62), presentando una identidad
global del 15,2% y una similitud del 25,5%. La sswia anotada en el genomahdecor
(ID 110517) incluye un dominio Ribonucleasa H samial presente en las proteinas QIP
deN. crassay T. brucej por lo que se denomind provisionalmente ggna la secuencia
identificada erMucor.

lll. 1. 1. 1. Clonacién del gemip.

Una vez identificado el geqip en la secuencia dd. circinelloides se procedio a
la amplificacion mediante PCR de la regiéon gendémea contiene dicha secuencia. Para
ello, se amplificé un fragmento de aproximadam@&md® kb, que contiene el geip (1,1
kb) y las secuencias adyacentes a éste: 1042 pb agil@sdel codon de iniciacion de la
traducciéon y 1200 pb aguas abajo del codon de tecitn Figura 15).
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Figura 15 (parte 1)
TAGCGGCTGCTGATGCGCTTCGAAACGAAAAGAACTTTTTGTGAGTGTATGCATAAA
GCAAAAGACTGCGCGGCTAACAGCAATGATAGTGTACTGAGCGAATTGAGECGCCAA
CTGGGCACTGTGATTGCATTATGGGAAGAATTCCCCAAAATCGAGCCTCATTTCAGC
AACTGCGTCGCAATGTGTTTGGATCATTGGTGAAGGCTCTTGGCTGGAAGACTTTAA
GACTGACCCCGAGCTGTACAACTTGTTGCGTGTGTTGGTGATCAGCGAAGILGGTTTG
GCAGGCGATCAGGACGTCATTGACGAAGCAAAGAAGCGATACAGCCAGTTBTTGGC
GGCGATCATGACGCTTTATCTCCTGACTTGAGAAGTATCGTGTATCGAATGTGCTGA
AAAACGCGGCCGATGAGCAGGAAGAGGACCGAATCTGGCAAGAGATTTTCACATCT
ACAAGAACGAGGCCTTCCCCGTAGACCAGCAGGTGACAGCATTGACATCGTCAGGCT
ACAACATCAAGAGCGACCGGGTGATTCGCAAGACTCTGGATCTGATTTTGACGACCA
GCAAGTCCGTACGCAGGACGCCTGGATGTTTTTCAAGGGGTAAGCAGGAABTTGCGT
GCATTTTCCATCGCCACTGCTAACTCTGGAACGTAGACTGGGCGCCAATTICATGCTC
GCTACCAGCTGATTGACTATTTTGAGGGCAACTACGACAAGATTTACAAGGSCTTCTC
CAAGTCGATGGGGGCATTGGGCAATGCAGTCAATTACATGATTTCTGGGTTAACAAT
GCGCACAAAATCCAGCAGATGGAGAGCTTCTTTGCCTCCAAAGACACGCGGAGTACT
CTCGCAGCCTGAATGGGGCTTTGGAGAAGGCCAGAGTGAATGCAGCATTGRATGAAA
GAGAGGGGTCAAATATGCAGAAGTGGGCACGCTCCAGAGAACAGACGCTGATTGAA
TAAATCAAATAGCAGAGGGATTTTATCTTTCTTTCTTCTTTTCTTTATACCTCAATCAGA
CATG GAAAAGGAGTACTGTCTTGGCTGGCATCTAGTGTATGACGCATTGCGAGATAC
TACTACAGCTACGGTGAGTCGGCACAGAAACGGTTTAATCACTTTTATGATCCTGTGC
ACTTTTTTGCGCCAGAATCACTGACAGTTGGCATTCCTCTGAGTATCGTGAGCATCGC
TTGTGACAACAGTGCGCCGCCATTGACTGACAGCAGTGGATTAGGGCCCATGCGGGC
ACATGTGAAGTCGTCATGCCTCGCCACATTTACGAGCAATTGGTGTCGTTATCCACCA
AGAGATCCCAGAGGTACCCGAATTTCAGCTGGAGACCTTGACACCGGTTGATACGAG
ATCATTGAGCGCTTCGAAGCCTTTGCGTCCAACGTGCTCAGTAAAAGCCATAAAAAG
CCAAAAAGAAGACAAAGCAGCTCAACCGCATTCGCCAAGCACACGAAGAAGCAGCAT
TAGCCAAACGGCTGGTCAACTCGAGCAACTATGTCTTTGTGAGCATCGATATGAAGC
GTACGAGAAAGACCATTCGATTTTGCTGGAAATTGGATGGTCCATGTACGA GCAAGC
ACCAATACATGCATGGATCAGCACTACATTAATGATCAGTACCGCCATTTCCTCAATG
GCCAATTTGTGGAGGATCAGAAGGAGAAATTCAACTACGGCACGTCTGTCGGTGTTC
CCTGAAGCAGGCCCTGATTGAATTACGAAAGGATTTGGATTGGGCTGTGAACGCGAT
GGCGGGTTTGTGCTTGTTGGACATGGTTTAGACAGCGATCTCAAATACTTGCAAAGC
AGCACTTTCTCTGGCCAGGCAGACACGGTGGCGATGTCGCCAGTGTCCABGGTCGGC
CAATGTTGCTATATTGAACACAGACACCATTTATGGATCCTCTATCAATGACTTGCACA
ACCCGCCATCGCTCGGAAAGACGCTCGCTTTGTTTGGCATTGACACATGGAN CTGCA
TAATGCTGGTAAGTTGCTTTTCGAGGTGCCTGAAAGATGGAGTCTGATCCGTGCACTA
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Figura 15 (parte 2)
GGTAATGATGCCCATTATACCCTCCTGCTCCTGCTGAAGCTTGTCCATGACACTGCGA
CATCTAAAGACGCACACTGGAACGATCCCACATCCGCTCCACGTAGATTTTCTCGGGC
TATTTTCTCATCAGATAACGGTCAATTGCTGTTTAAGGCTATTTCTCCGTATTGATCCA
TCCACATGCATCAAACCAGCAAAGACAAGGCCTCTTTCATCACGTACAAAATGCACCA
AAATCACACGCAAATAGTCATGAATGAATATGTAATAAACTTTTTCTTTAT CAGTCATC
CGCTTCCTAAACCAGTTGAAAATGCGGGGGGTGACAGACGCAACCATCCAAGACAT
GATAACTACATGCTCAGTGCTACCATGTTTTGCACCTGAAATCACACAAATTCCATCG
GATAACATCACACTTGAACAAGATGGAAGAATAAGCCACTTTTAAGACATG ATCCATT
CCCCTTTTCTTTTCTTTTCTTTATCTCTCTTTCTCCTTTCCTTGAAACCCAAACACTATG
CAATCCATCTCGAGAACACTGGGAGGTACGACAGTTACAAAAGGGATCCAGCGGEGG
TCTGTATGCGGTGAATTAAGCTTTTTATATTTTTCAGGTACTATTGTTCG@RACAGCAG
CAGCAGACTTTCATCCAGATCAGCTACACATGCTCCAATTCAAAGACGCCTTATGCG
ACTGAAGCTGCCCAATCAGCAAAGAAGTTCTCAAAGTGGTCCATGCTTAARACGGCG
TCAAAATTGGCCTTGTAGGCGGTATTTCCTATGGCTGTTATGGTAAGCGCAGAGGCA
TAGAATGTAGTGGGGGATCTTATTCACCTGTCCCGACGTAGAGATGTATGGCAAAGA
CATCCCTCCGCTCAAGCTGACGTGGATCCTGAAAAGAAGACCATTGTCGTTCTIGGGCA
GTGGCTGGGCCAGTACATCGTTCCTCAAAGACATTGATACCGACCACTACATGTGGT
AAGCTGTGTGCAATGTATGATGTTATCTGGACGTTATCGTAATGCGCTATATTAGGTC
GTCGTATCTCCTCGCAACTACTTTTTGTTCACTCCTTTGCTGCCTAGCTKECGTAGGC
ACCATTGATATCCGCTCTCTGGTGGAGCCTACTCGCTTCATTGCTCGCCAAGTCGAG
AACTGTCAAGGTGGTTGAAGCTGAGTGCACTCATATCGACCCAGAGACAAMTCCATC
ACAATCACTGGTAAGACGCGCACGCCTGCATGGCGTAT

Figura 15. Secuencia genémica completa del ggp y regiones adyacentes. La secuencia en color rojo
corresponde al gegip, indicandose en negro los dos intrones que poseerdgiones adyacentes a dicho gen se
muestran en verde. En fondo gris se indican losmesi de inicio y fin de mensaje del ggp. Fondo amarillo:
secuencia CAAT del promotor. Se subraya en verdeofable region promotora rica en pirimidinas. Fond
turquesa: secuencia de poliadenilacion.

Los oligonucleétidos disefiados para llevar a caboarplificacion de dicha
secuencia se denominaron Qipl y Qipakla 5, ver Materiales y Método} y llevaban
incorporadas secuencias de restriccion para lamasXbal y Sall, respectivamente, con
el fin de que el producto amplificado pudiera clgea facilmente. El fragmento
amplificado a partir de DNA gendémico de la estigitvestre se clondé en el vector
pBluescript Il SK+, dando lugar al plasmido pMAT15Figura 16).
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pPMAT1501 +2300
6,3 kb

Figura 16. Plasmido pMAT1501 portador del geip completo y regiones adyacentes. Se muestran los
puntos de corte utilizados para la clonacion. Lds@ros corresponden a posiciones de la secuericia de
gen, siendo +1 la posicidn correspondiente al primeleétido del triplete de iniciacion de la tradidn.

En azul oscuro se representa el ggn en azul claro las secuencias adyacentes, y@l gabk corresponde

al vector de clonacion.

lll. 1. 1. 2. Secuencia de aminoéacidos de la prote Qip.

El analisis bioinformatico de la secuencia de nmitdes del gergip predice la
existencia de dos intrones. Dichos intrones fuecomprobados experimentalmente
mediante la comparacion de la secuencia genémitéacdel cDNA generado a partir del
MRNA del gen yer apartado Il. 10. 4). Dichos experimentos permitieron también
identificar la secuencia de poliadenilacion, lacadia202 pb aguas abajo del codon fin de
mensaje UAA Figura 15). La proteina Qip deducida a partir de la secwerde
nucledtidos del gen consta de 334 aminoaciffdgua 17), y tiene un peso molecular

estimado de 38,28 kDa y un punto isoeléctrico 08.6,

El analisis de la secuencia en la base de dat&Mviid -EBI (InterProScan) pone
de manifiesto la existencia de un dominio Riborasde H con los tres motivos
caracteristicos de las exonucleasas 3-5’ de laerfapilia DEDDh. Dichos motivos
poseen residuos acidicos criticos (D y E en elvadtiH y D en el motivo Il; Hy D en el
motivo IIl), siendo la Histidina del motivo Il eseial en la actividad exonucleasa. Todos
esos residuos conservados se encuentran presaritepreteina Qip d#l. circinelloides
(Figura 17).
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MVEKEYCL GAHLVYDAL RDYYYSYGESAQKRFNHFYDPVHFFAPESLTVG PLSI GAHAGTC
EVWMPRHI YEQLVSFI HQElI PEVPEFQLETLTPVEYEI | ERFEAFASNVL SKSHQKAKKKT
KQLNRI RQAHEEAAL AKRLVNSSNYVFVSI DI EAYEKDHSI LLEI GABMYDASTNT CVDQH
Y1 NDQYRHL L NGOFVEDQKEKFNYGTSVWCSL KQAL I EL RKDL DWAVKRDGGFVLVGHGELD
SDLKYLAKCQHFLWPGRHGGEDVASVQESANVAI LNTDTI YGSSI NDLHNPPSLGKTLALFG
DTVNL HNAGNDAHYTLLLLLKLVHDHCDI

Figura 17. Secuencia de aminoacidos de la proteina Qid.darcinelloides En rojo, azul y rosa se indican
los mativos I, 11 y IlII, respectivamente, del domeirRibonucleasa H. Se sefialan subrayados y entaégsi
residuos criticos de cada motivo.

La comparacion de la secuencia de aminoacidos dprdteina Qip deM.
circinelloidescon proteinas similares de otros hongos mucosaesenciados, revelé una
mayor similitud (61% de identidad) con la protei@@p de Rhizopus oryzagID
RO3G_10194.3;_ http://www.broadinstitute.org/annotggenome/rhizopus_oryzae/Multi
Home.html) que con las proteinas QipA (ID 79613)ipB (ID 162641) ddPhycomyces
blakesleeanughttp://genome.jgi-psf.org/Phybl2/Phybl2.home.l)tndresentado con ellas

una identidad del 48% y 50%, respectivamente (&N&t(Tabla 9). Todas las proteinas
Qip de mucorales contienen los residuos conserveddbslominio exonucleas@igura
18). Aun asi, los bajos porcentajes de identidad gamatienen las proteinas Qip de
mucorales respecto a la Ne crassaponen de manifiesto la distancia evolutiva enstese

grupos de hongos.

Qip M. Qip Qip QipB QipA
circinelloides Neurospora Rhizopus Phycomyces Phycomyces
crassa oryzae blakesleeanus  blakesleeanus

Qip M. circinelloides - - - - -
Qip Neurospora crassa 156,2% - - - -
Qip Rhizopus oryzae 61% 14.3% - - -
QipB Phycomyces 50% 15,6% 43,9% - -
blakesleeanus

QipA Phycomyces 48% 13.8% 45 6% 45.2% -

blakesleeanus

Tabla 9. Porcentaje de identidad de la proteina QipWecircinelloidescon proteinas similares de otros
hongos
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M.c. gip - -MEKEYCLOWHLVYDALRDYYYSYGESAQKRFNHFYDPVHFFAPESLTVGIPLR----A 54
R.o0.qgqip MLVKVLNSYEWNQVYSAWRRYYEQLGQ- -QAAFTAFFEPEKFFAPDGNTVGIPLKLGK-T 57
P.b. gipsB - ~-MNDNGYVNWSDVKETWYNQYTNYGEASLNVIRHLFEPEKFFAEESTTVNMPIFTGKDP 58
P.b. gipa - - -MVKTYFPWSFVKDSWYKQYHPYGEEI IQRIRPVLEATQLFEPELPEN- -AFYTGQ-N 54
- - - - - . - - .. ® - -
M.c. qip HAGTCEVVMPRHIYEQLVSFIHQEIP- -EVPEFQLETLTPVEYEI IERFEAFASNVLSKS 112
R.o0.qip FSGEHNVVMSVQIYKQLLNHFTEQFP- -NVPPFPDDELVIKKYQVIEPFKATTNNILSKY 115
P.b. gips ITQERVFLIHSLVCAQLQOMLALVTNRRGLPDFVMPSFQRONY IELSPCNIDNPQAYKKM 118
P.b. gipa SNGVVSVYITAEALEKVRQELENVTR-EILLPFPDPISEQPEPVDLEVQELTSTVALLRL 113
M.c. qgip HOKAKKKTKQLNRIRQAHEEAALAKRLVNSS -NYVFVSIDIEAYEKDHSILLEIGWSMYD 171
R.0.gqip KSKAKKLNKQRERIEKAHQEVOLAKRLVISEKNYMFIAIDIRAYERDHSIILELGWSIFD 175
P.b. gip®B EKEVAKMNKGRDRLRVAKEELKLAHALIEAK-QYVFVSLDIEAYEEDHSILLEIGWNSIYD 177
P.b. gipa SKRVKKINKRNERMKQAEEELKMSKELIEKX-KNVFCSIDIEAWERDQSLLLEIGWSMYD 172
M.c. qgip ASTNTCMDQHY INDQYRHLLNGQFVEDQKEKFNYGTSVWCSLKQALT ELRKDLDWAVKRD 231
R.o.qgip SRKNRFMDOHYLIDSYAHLNNGTFVEDQKLKFSFGTSVWCSLAQALKELRKDLDNWAVERD 235
P.b. gip®B SKTDLYMDQHY INSSYRHLVNGKYVDNQKLRFOQFGTSVWCTLKQALEELRKDLDNWAVERD 237
P.b. gipa SKTDLYMDQHYLINTYKHLKNGNFVEDNKLRFQFGTSVWSTLPQALNELKKDLDWAVERD 232
M.c. qip GGFVLVGHGLDSDLKYLAKQHFLWP----------- GRHGG- -DVASVQESANVAILNTD 278
R.o.qip GGFVLVGHGLSSDLKYLSKOKFMWP- - === === cux AVNGG- - EVLDVNQSACIAIVNTD 282
P.b. gip B GGFVLVGHGLDSDIKYLATQKFKWPGRCINGSGSGSGGRGG- -DVDNVRISAAVAILNTD 295
P.b. gipa GEVILVGHGFESDLKYLSKHKFRWP---- -~~~ --- GTRPGENDSEDVHKSAVTWILNTD 281
- ':.....:...:...:.::. - & = - = '.. - e .:...
M.c. gip TI1YGSSINDLHNPPSLGKTLALFGIDTWNLHNAGNDAHYTLLLLLKLVHDHCDI ---- - - e e
R.0.gip TIYGSSINDLHNPPSLGRTLDLLGIETWNLHNSGNDAHYTMLLFLTLVNYEG---~ -~~~ 33aq
P.b. gipB TMYGAS IGNPTNPPSLGTTLSKVG IDAWCLHNAGNDAHYTLLLFMTLINSTRATHGSG- - 153
P.b. gipa TLYAASTHDLHNPPSLGKTLKLFDIDTWCLHNAGNDAHYTLOLFLALVSKENEERLRKLK 141
.:..:.. & LA A A B 2 J -e _..::. O..:..‘Q...: .:: .:
M.c. gip = = ~-e-eeee--
R.0.gqip = ==--------
P.b. gipe == ----------
P.b. gipa EEKEQGTPTG 351

Figura 18. Alineamiento multiple de proteinas Qip de varioscormales:M. circinelloides(M.c), R.
oryzae (R.0) y P. blakesleeanugP.b). Las barras indican los motivos I, 1l y Il delominio
Ribonucleasa H.

lll. 1. 1. 3. Analisis de la expresion del geqip.

Con el fin de determinar si el ggip identificado es transcripcionalmente activo, se
realiz6 un experimento de hibridacion tipo NorthelRara ello, se prepararon cultivos
liqguidos de la estirpe silvestre en medio minimoBYNH 4,5 y se incubaron en
condiciones de oscuridad durante 48 horas. Tramdouese tiempo, se obtuvieron
muestras de RNA a partir de micelios expuestosfexetites periodos de luz continua
(Figura 19), y se hibridaron, en condiciones restrictivasn ama sonda de 1050 pb
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correspondiente al garip, obtenida mediante la digestion del plasmido pM31l con

las enzimascaly Hindlll.

La hibridacion permitio detectar un Unico transcie aproximadamente 1,1 kb
gue corresponde al tamafo esperado del RNA measdg@rgengip. Los resultados
obtenidos nos permiten concluir que el ggip se expresa durante el crecimiento
vegetativo deM. circinelloides dando lugar al transcrito esperado y apoyando la
funcionalidad de la secuencia clonada. Asi misneomgen sugerir que, a diferencia de
otros genes implicados en la maquinaria de silemeiato, su expresion no se induce por

la luz.

Tiempo 0> 15 1h

mRNA ¢ip . ' ‘

rRNA 28§

Figura 19. Expresion del genip de M. circinelloides.Muestras de RNA total (50 pg) procedentes de
micelios de la estirpe silvestre incubados durdBtboras en condiciones de oscuridad e iluminados ¢
luz continua durante distintos periodos de tienggosometieron a electroforesis en gel de agaresa y
hibridaron con una sonda del ggip. Como control de carga, la membrana se rehibrichduna sonda
del rRNA28S.

lll. 1. 1. 4. Analisis funcional del gemip.

Con el objetivo de estudiar si el ggip de M. circinelloides participa en el
mecanismo de silenciamiento génico mediado por Ri¢Aprocedié a la obtencion de un

mutante nulo para este gen mediante la estrategi@ngplazamiento génico.

lll. 1. 1. 4. 1. Disrupcion del gemip.

El primer paso para la generacion de un mutaifees la construccion de un

vector portador de un marcador seleccionable flaado por secuencias adyacentes al gen
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gue queremos interrumpir (en algunas ocasionedeganl a incluir secuencias de los
extremos del propio gen). En este caso, el marcatbhzado fue el genpyrG, que
complementa la auxotrofia para uracilo. Con estestcoccion se transformara la estirpe
MU402 deM. circinelloides que presenta auxotrofia para uracilo y leucirai(lUra). Si

se produce recombinacion homéloga por las regiadgacentes al geqip, el marcador
pyrG se integrara remplazando la secuengiey obteniéndose el mutante ngp (Leu,
ura’) (Figura 20).

qip. 34kb

- PyIG
pEPM1
Xbal ‘*_ 1042 pMAT1501 2300 6,1 kb
6,3 kb sal
Spel
/ Pstl
3kb
Digeslion
PCR l Spel/ Psil
. PyrGé
: |
) 55kb | fe—— —
Spel Digestion Pt i ™ -
Spel/ Pst] ‘
Ligacion
v
pyrG
+1104.
+1 pMAT1502
Aatl -736 8,9 kb +1782 Bsptl
§ 1042 +2300,,
Digestion
Aatll Bsprl
¥
O pyrs
J 49kb |
Aatil Beptl

Figura 20. Construccién del plasmido pMAT1502, portador deleito empleado para la disrupcion del ggn
gip. La digestion de pMAT1502 con las enzimas de &3t Aatll y Bsptllibera un fragmento de disrupcion
de 4,9 kb, que consta del marcador selecciorapld (amarillo) flanqueado por secuencias adyacentes al gen
gip (azul), necesarias para que tenga lugar la rec@midn homéloga y la consiguiente interrupcion gih

gip por el marcadopyrG.
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Para generar el vector portador del fragmento sieipicion, se utilizé el plasmido
PMAT1501, que contiene clonado el gegip y secuencias adyacentes a éste. Dicho
plasmido se utilizO como molde para realizar un&® R@/ersa con los oligonucleotidos
Qip3 y Qip4 Tabla 5, ver Materiales y Método%, que incluyen los puntos de co8pel
y Pstl, respectivamente, ambos orientados hacia losmatedel gen(Figura 20). El
resultado de esta PCR fue un fragmento que presntas extremos las secuencias
adyacentes agip, y que fue digerido con las enzim&pel y Pstl para ligarlo
posteriormente al fragmento de 3,4 kb que contengenpyrG, obtenido mediante la
digestion del plasmido pEPM1 con las mismas enziffiggira 20). Tras dicha ligacion,
se obtuvo el plasmido pMAT1502, en el que el ggrG sustituye 1024 pb de la regidén
codificadora del gemjip, y se encuentra flanqueado por secuencias adgacaqip. La
digestion con las enzima#satll y Bsptl permite liberar un fragmento lineal de 4,9 kb, que
contiene suficientes secuencias aguas arriba (BRg aguas abajo (678 pb) derG para
asegurar su integracion por recombinaciéon homéégal locusgip (Figura 20). Dicho
fragmento se utilizé para transformar la estirpe 4@ deMucor y generar el mutante

nulo gip- mediante remplazamiento génid¢agura 21).

Transformacié
B pyiG —>

I 4.9kb il
Aatii Bspii

MU402: Leu Ura

Recombinacion
homologa

Locus silvesire

Ly T

Integracin

Fragmento de
disrupcion

Mutante nulo gip™ : Leu” Ura® = PG

Figura 21. Representacion esquematica del proceso de genedalitnutante nulqip’.
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Tras llevar a cabo los experimentos de transfordmade la estirpe MU402 con el
fragmento de disrupcion lineal, se obtuvieron I@8dformantepyrG" en medio minimo
MMC. Debido a que las esporas dd. circinelloides son multinucleadas, los
transformantes son inicialmente heterocariontesiees, poseen nucleos transformados y
nacleos silvestres. Para conseguir individuos hamates es necesario someterlos a
sucesivos ciclos de crecimiento vegetativo en medlectivo (Navarrcet al, 2001). El
incremento de nudcleos transformados se estimandie@ndo el porcentaje de individuos
pyrG’ derivados de cada transformanter(apartado Il. 7). Los 103 transformantes
fueron sometidos a cuatro ciclos de crecimientoetatyo en medio MMC. Una vez
valorado el porcentaje de nucleos transformadogadia individuo tras cada ciclo de
crecimiento, se seleccionaron 37 transformantegpgesentaron un porcentaje de nucleos
pyrG’ préximo al 100%, indicativo de que la integracid@h flagmento ha tenido lugar en
todos los nucleos. El resto de individuos fuerosedbados por presentar porcentajes de
nucleos transformados muy bajos, variables o sidetecia a incrementar tras sucesivos
ciclos. Mediante amplificaciones por PCR se anadiztos transformantes seleccionados
habian integrado el fragmento por recombinaciéndloga en elocus gip obteniéndose
el mutante nul@jip’; o si el elevado porcentaje de nuclegsG™ se debia, por el contrario,
a una integracion ectépica del fragmento o a ucameinacion en el locuysyrG. Para las
reacciones de amplificacion se utilizé como fued#e DNA micelio fresco de los

transformantesver apartado 1. 8. 1).

La amplificacién se llevo a cabo con el oligonutig® pyrGZ, que hibrida con la
secuencia del marcadpyrG, y el oligonucleétido Qip 5, que hibrida con umgencia
adyacente al gegip, que no estaba incluida en el fragmento de digpap@abla 5, ver
Materiales y Métodog (Figura 22A). Esta pareja de cebadores permite la amplificacio
de un fragmento de 1,9 kb Unicamente en el caspedaya ocurrido el reemplazamiento
del genqip por el marcadopyrG. De los 37 transformantes analizados, solamentedano
ellos dio lugar al producto de PCR del tamafio esfzepara un mutante por disrupcién del
genqip (Figura 22B). En el resto de transformantes no se produjo ifiogaion con la
pareja de oligonucleétidoss Qip5-pyrGZ, aunquersgsgntaron la banda correspondiente
al control positivo. El transformante seleccionadagdo que alun no poseia el 100% de
nacleos transformados, fue sometido a otro ciclaréeimiento vegetativo bajo presion
selectiva para conseguir una estirpe homocariaote todos los nucleos portadores de la

mutacion.
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A

1P5
Locus silvestre Qa

Fragmento de

disrupcién - pyrG

pyrGZ

QIP5

=
Locus qip” 1,9 kb -

pyrGZ

B Qip5
C pyrGZ M
_ —— 3kb
uJ [ %
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Figura 22. Andlisis mediante PCR de los transformantes obbsnéh la generacion del mutanige’. (A) La
integracion del marcadqyrG por recombinacién homéloga en el lo@ip genera una secuencia exclusiva en
los mutanteg|ip’. Dicha secuencia permite obtener mediante amgdiiin por PCR un producto de 1,9 kb con
los cebadores Qip5 y pyrGZ. En gris aparece ladregidyacente @ip no incluida en el fragmento de
disrupcion. (B) Producto de PCR del transformante generdé el fragmento de 1,9 kb esperado tras la
interrupcion del gemip. C: control positivo de la reaccion de amplificatidgtilizando cebadores incluidos
dentro del fragmento utilizado para la disrupciéin GeneRulel DNA Ladder Mix (Fermentas).

Para comprobar que la interrupcion del ggm ha tenido lugar correctamente vy
descartar la existencia de integraciones ectopmasprocedio a la realizacidon de un
experimento de hibridacion tipo Southern. Se digali DNA de la estirpe mutante con la
enzimaEcoRV que genera un patron de bandas diferente entilpeesilvestre y el
mutanteqip’. Al hibridar la membrana con una sonda del ggnque reconoce los alelos
silvestre y mutante, pero que puede discriminareealios Figura 23A, sonda 3, se

observdé que la estirpe mutante presentaba la bdeda,1 kb que indica el correcto
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reemplazamiento del gejip. Ademas, se confirmé que la estirpe era homodari@uesto
gue no presentaba la banda de 3,8 kb correspoaditraielo silvestre y se descarto la
existencia de integraciones ectopicas del fragmeetalisrupcion Kigura 23B). Esta

estirpe mutantgip’ se denominé MU430.

A

Sonda a

: e

E 3,8 kb

Locus silvestre

1

Locus qip -
- A - ?IFG T —_—
E 3,1 kb lE E
B ECcoRV

WT gip pMAT M
1502

10,0 kb
8,0 kb
6,0 kb
3,0 kb

4,0 kb
3.5kb

3,0 kb
2,5kb

2,0kb

1,5kb

Figura 23. Disrupcién del gemjip deM. circinelloides.(A) Representacion esquematica de la region gez@mi
del gengip en la estirpe silvestre (R7B) y en el mutante mibte por disrupcion mediante recombinacién
homéloga. Se indican los puntos de corte para mmende restricciorEcoRV (E). (B) Resultado de la
hibridacién tipo Southern de DNA de la estirpe eslve (WT), del mutantgip’ y del plasmido pMAT1502
digeridos con la enzimgcoRV La membrana se hibridé con la sonda a, repredzrdn (A). Dicha sonda
corresponde a un fragmento de 1.100 pb aisladoam&diPCR con los oligos QIP1 y QIP3 a partir de
PMAT1501.
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ll. 1. 1. 4. 2. Silenciamiento génico en el mutaatip'.

Para dilucidar si el geqip participa en el mecanismo de silenciamiento génico
inducido por transgenes éwvi. circinelloides se analiz6 la capacidad de silenciar del
mutanteqip. Para ello, se transformo la estirpe mutaype(MU430) y la estirpe silvestre
(R7B) con los plasmidos pMAT1279 y pMAT1253, podess de secuencias del gearB
capaces de inducir el mecanismo de silenciamianta estirpe silvestre. El gaarB, que
cifra la enzima deshidrogenasa de fitoeno, eszatlb rutinariamente como chivato para
analizar el silenciamiento inducido por transgemesM. circinelloides La enzima
deshidrogenasa de fitoeno es la encargada de torelditoeno (compuesto incoloro) en
carotenos coloreados. Por tanto, el silenciamidetggencarB da lugar a la aparicion de
colonias albinas, que acumulan fitoeno, claramelgénguibles de las silvestres, que
muestran un color amarillo intenso por la acumuolacde B-caroteno. El plasmido
PMAT1279 contiene la region gendmica completa a=l @arB (transgen “con sentido”)
bajo el control del promotor constitutigpdlde M. circinelloides que controla la sintesis
de la enzima gliceraldehido-3-P deshidrogenasa o(@al al, 2012). El plasmido
PMAT1253 contiene repeticiones invertidas de uneausecia de 840 pb del gerarB
(transgen con “repeticiones invertidas”), separaplas un fragmento de 303 pb que
contiene el segundo intron de dicho gen (de Haral, 2009). Esta construccion se
expresa de forma constitutiva bajo el control dehmtorgpdl,generando un transcrito
gue adopta una estructura de horquilla bicaterfdrarpin”, hpRNA), lo que provoca una
elevada eficacia en la induccién del mecanismo imcsamiento y permite obtener
transformantes silenciados albinos con una fregaenayor del 85% en la estirpe silvestre
(de Haroet al, 2009). Ambos plasmidos autorreplicativos contieeé genleuA como
marcador seleccionable, que complementa la aukatpafra la leucina que presentan la

estirpe R7B y el mutantgip.

Los resultados obtenidos enTabla 10 indican que el geqgip participa de forma
activa en el mecanismo de silenciamiento génicaudittb por transgenes, ya que el
mutanteqip” es practicamente incapaz de silenciar la expres@arB cuando se utilizan
transgenes con sentido (pMAT1279) como inductordssilenciamiento y experimenta
una drastica reduccion de la frecuencia de silemei@o cuando éste se induce por
transgenes con repeticiones invertidas (pMAT1253).
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Transformantes
Plasmido Estirpe  Amarillos Albinos Total Frecuenciade
silenciamiento (%)
pPMAT1253 WT 2 210 212 99
m() qip 236 15 251 6
pMAT1279 WT 15 286 301 95

Cep¥ i 310 1 311 0.3

Tabla 10. Silenciamiento génico en el mutamfip. Se indica el fenotipo de los transformantes abten
tras la introduccién de los vectores de silenciamiggMAT1253 (transgen con repeticiones invertidas)
PMAT1279 (transgen “con sentido”) en la estirpevesitre y en el mutantgip. El color de los
transformantes se observo tras trasplantar losfoanantes originales obtenidos a placas de medio
minimo YNB e incubarlas durante 4-5 dias en copndies de iluminacién continua. Se incluyeron como
silenciados aquellos transformantes que presenpanames de fenotipo albino.

El silenciamiento inducido por transgenes con iejeles invertidas en la estirpe
silvestre es muy estable, ya que un 84% de losddsmntes de transformantes primarios
silenciados mantiene el fenotipo albino tras utoaie crecimiento vegetativo (Cado al.,
2012). Por el contrario, los escasos individuosinatb obtenidos con el plasmido
PMAT1253 en la estirpe mutantgip  fueron muy inestables, mostrando una rapida

segregacion a fenotipo silvestre (amarillo) cuasdoincuban en medio minimo YNB
(Figura 24).

Figura 24. Estabilidad del silenciamiento en el mutamig. Se muestra el fenotipo de los descendientes de
individuos albinos obtenidos con el plasmido pMA%32n fondo genético silvestre (R7B) (derecha) y
mutantegip” (izquierda) La coloracion de los individuos se observé trahdiés de crecimiento en medio
minimo YNB en condiciones de luz continua.
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Para cuantificar la estabilidad del silenciamiegridas estirpes silvestre y mutante
gip” tras un ciclo de reproduccion asexual, esporasdentes de descendientes albinos de
ambas estirpes, portadoras del transgen con rigmetsc invertidas (pMAT1253), se
inocularon en medio minimo YNB pH 3,2. Tras serubmmdas durante 48 horas en
condiciones de iluminacion continua, se cuantiétporcentaje de colonias que mantenian
el fenotipo parentalTabla 11). En la estirpe silvestre, los descendientes cetapiente
albinos representan el 76% del total, ascendiehii6Q®6 si se contabilizan los individuos
gue muestran algun parche blanco. Por el contrami@l mutantgip, unicamente el 13%

de los descendientes conservaron el fenotipo afanental.

Descendientes

Estipe —70 — % descendientes
silenciada  Amarillos Amarlllos/ Albinos Total albinos
Albinos
Silvestre 0 12 39 51 76,5
qip 6 7 2 15 13,3

Tabla 11. Estabilidad del silenciamiento en el mutagip. Se muestra el fenotipo de los descendientes de
individuos completamente albinos de la estirpeesiire y del mutantgip” obtenidos tras la introduccion del
plasmido pMAT1253. El color de los descendientestservd tras la incubacion en medio minimo YNBJB
bajo condiciones de luz continua.

Los resultados obtenidos revelan que la actividstual de silenciamiento en la
estirpe mutante)ip’ no es suficiente para mantener de forma estabiaeebhnismo de
silenciamiento en las siguientes generacionesepdoide manifiesto el papel crucial que

desempenia el ganp en dicho mecanismo.

ll. 1. 1. 4. 3. Acumulacién de siRNAs en el mutamtqip’.

Dado que el mutanigip  deM. circinelloidesse encuentra severamente afectado en
el mecanismo de silenciamiento génico inducidotprsgenes, y que la funcion del gen
gip deN. crassaesta relacionada con la degradacion de la cadesagepa de los SiRNAs,
se analizo la capacidad de este mutante para aautasldos clases de siRNAs (21-nt y

25-nt) caracteristicas del mecanismo de silenciamiggénico enM. circinelloides
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(Nicolaset al, 2003). Para ello, se llevo a cabo la deteccedriBRNAS correspondientes a
secuencias del gerarB en la estirpe silvestre y en el mutagip (MU430) mediante
hibridaciones tipo Northern. En primer lugar, s&a&eron muestras de RNA enriquecidas
en moléculas de bajo peso moleculaer(apartado Il. 10. 2 a partir de varios
transformantes no silenciados obtenidos tras tadntcion del plasmido pMAT1253 en el
mutante gip. Como control positivo, se utiliz6 una muestra REA de bajo peso
molecular aislada de una colonia silenciada dstigoe silvestre R7B, transformada con el
mismo plasmido. La membrana se hibridé con unasdbda especifica dmrB capaz de
detectar los siRNAs antisentidBigura 26A, sonda h). Los resultados obtenidos indican
gue los transformantes no silenciados del mutqinfe portadores del plasmido inductor
del silenciamiento, son incapaces de acumular siRidAtisentido del gewarB, aun
cuando el resto de la maquinaria necesaria papaolduccion de los siRNAs (RdRP-1,
Dcl-2, Ago-1, RdRP-2) esté intact&iura 25). Ello revela el papel primordial de la

proteina Qip en el mecanismo de silenciamientoogénducido por transgenes.

F
- = i
;g‘ §' N MU430+ pMAT1253
FEX¥ X 0y 3 405 6.7 8 9 10 1l

291’1t— -,
25 Nt ——
21 nt =

&

Figura 25. Analisis de siRNAs en transformantes no silenciadigismutanteqip. Muestras de RNA de
bajo peso molecular (50 pg) aisladas de once wemahtes no silenciados del mutagip, obtenidos
con el plasmido pMAT1253 e incubados en medio tiguYNB pH 4,5 durante 48 horas, se sometieron a
hibridacién tipo Northern. Se utilizd una sondaessfica decarB que detecta RNA antisentido (sonda b;
Figura 26A). Como control positivo, se utilizé un transforr@silenciando de la estirpe silvestre R7B
obtenido con el mismo plasmido. Como control deafdany polaridad se utilizaron los oligonucledtidos
Ribo3 (antisentido, AS) y carB25 (con sentido, Blla 5, ver Materiales y Método¥. Como control de
carga se tifieron los tRNAs con Bromuro de Etidio.
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Dado que un pequefo porcentaje de los transforsabtenidos en el mutangg
son capaces de silenciar la expresion del gen tchifabla 10), se analizé también la
presencia de los dos tipos de siRNAs en estas iesl@ilenciadas. Para ello, se aislaron
muestras de RNA de bajo peso molecular de una ieokilenciada del mutanteip,
obtenida mediante transformacién con el plasmidoApM279 e incubada durante
distintos periodos de tiempo en medio YNB liquidd 45 en condiciones de iluminacion
continua. Como control positivo, se utilizaron mues de RNA de bajo peso molecular
extraidas a partir de colonias albinas de la estiipestre R7B transformada con el mismo

plasmido e incubada en las mismas condicionesIquetante.

A Sonda b

5 Sonda b* .
)
A S T
ATG TAA
Transgen

B WT+ pMAT1279 gip’+ pMAT1279
14h 24h 48h 14h 24h  48h

=25 nt
p -21 nt

Sonda b
>
’ =25 nt

32P
Sonda b’

Figura 26. Produccién de siRNAs en transformantes silenciadiels mutanteqip’. (A) Representacion
esquematica de las sondas de RNAa® (sonda b y sonda b’) utilizadas en las hibridagsotipo Northern.

La sonda con la misma direccion de transcripcidhgaa carB (sonda b) hibrida y detecta los siRNAs
antisentido. La sonda con orientacidon contraria aliteccion de transcripcion dmrB hibrida y detecta
siRNAs con sentido (sonda b’). Dichas sondas pmtede la transcripciomn vitro de los plasmidos
PMAT652 y pMAT651 (sondas b y b’, respectivamer(fgjcolaset al., 2003). Las flechas en el gearB
indican el inicio de la transcripcion y el sitio geliadenilacion de dicho gen. Los dos intronesggel estan
representados por rectadngulos morados. Se indicaglén decarB presenten en el transgen con sentido
pPMAT1279. (B) Hibridacion tipo Northern de muestds RNA de bajo peso molecular (50 pg) aisladas de
colonias silenciadas de la estirpe silvestre lyndganteqip’ transformados con el plasmido pMAT1279 e
incubados en medio liquido YNB pH 4,5 durante dis§ periodos de tiempo. Como control de carga se
tifieron los tRNAs con Bromuro de Etidio (Ett
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La membrana de RNA obtenida se hibrid6 con unasabda especifica dearB
capaz de detectar los siRNAs antisentiligyra 26A, sonda ). La misma membrana se
hibridé con una ribosonda que hibrida con los siRNAs canide (Figura 26A, sonda
b’). Los resultados obtenidos tras dichas hibridasomdicaron que los individuos
silenciados en fondo genétigip’ producen siRNAs antisentido de 21 y 25 nucledtaos
niveles similares a la estirpe silvestre. En cuanta produccién de siRNAs con sentido,
en el mutanteip” tnicamente se detectan los siRNAs de 25-nt, alligue ocurre en la
estirpe silvestre, corroborando resultados anesi¢Xicolaset al, 2003). Estos resultados
ponen de manifiesto la existencia de una actividsitiual en el mutantgip capaz de
producir los dos tipos de siRNAs antisentido, ad#d que, probablemente, es la

responsable del pequefio nivel de silenciamientqoegentan estos mutantes.

lll. 1. 2. Estudio de la interaccion entre proteing de la ruta de

silenciamiento.

Datos obtenidos eM. crassaindican que la proteina QIP de este organismo
interacciona con QDE-2 (Argonauta) para degradarcddena pasajera del SiRNA,
activando de esta forma al complejo RISC (Maitial, 2007). La posibilidad de que la
maquinaria de silenciamiento actle formando un égjmpo que varias proteinas de la
ruta interaccionen entre si, nos llevé a utilizasistema del doble hibrido de levaduras
para comprobar las interacciones entre varias ipeede la ruta de silenciamiento génico

de Mucor.

El doble hibrido de levaduras se basa en la adbvate la transcripcion de un gen
chivato mediante un factor de transcripcion quespas dominio de union a DNA y un
dominio de activacion. Cada uno de estos domir@dasiona a las proteinas de interés, de
forma que Unicamente se activa la transcripciéngdal chivato si ambos dominios estan
proximos, debido a la interaccién entre las preteifusionadasFHgura 12B; ver
apartado Il. 13). En el sistema utilizado (Jameisal, 1996), la proteina que se fusiona al
dominio de unién a DNA (“cebo”) y la proteina que wne al dominio de activacion
(“presa”) se expresan en dos cepas diferentesvdeduea que son haploides y de distinto
sexo (Mat-a y Matr). Estas estirpes, al interaccionar sexualmentejudgar a una estirpe

diploide en la que se detecta si hay interaccidredas proteinas fusionadas a traves del
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gen “chivato’his3 que permite el crecimiento en medio sin histidirque esta controlado
por un promotor dependiente del factor de transmial.

Se analizo, por tanto, la interaccion de la pretedip deM. circinelloidescon la
proteina Ago-1, implicada en el silenciamiento génén este organismo. Para ello, se
cloné el cDNA del gemjip en el vector de expresion portador del dominicudén a
DNA de GAL4 (dominio BD) y del marcador seleccioleabrpl, que complementa la
auxotrofia para triptéfano de la estirpe receptigdevadurasHigura 27). Se obtuvieron
de esta manera varios vectores, que expresantEna®ip silvestre o versiones mutantes
que presentaban sustituciones de aminoacidos nee@uos er apartado 1. 13).
Asimismo, se disponia en el laboratorio de un ved® expresion que sintetiza una
proteina de fusion entre el dominio de activaciénGAL4 (dominio AD) y la proteina
Ago-1, ademés del marcador selecciondble?, asi como de vectores que expresan el
dominio BD fusionado a las proteinas Dcl-1 y DdFxgura 27). Los plasmidos con las
fusiones al dominio BD se utilizaron para transfaria estirpe haploide de levadura Mat-
a y complementar la auxotrofia para triptéfano,ntmaes que los plasmidos con fusiones al
dominio AD se introdujeron en la estirpe de sexaego Mate, para complementar la

auxotrofia para la leucina.

Dominio de ) Dominio de
unién a DNA ¢DNA gip/dcl-1/dcl-2 activacién de cDNA ago-1

de Gald ‘ / Gal4 - /
& e

2 pnori

Sdag
" 2 pori

+C ]

Cam'R Amp

Figura 27.Vectores de expresion utilizados en el sistemaldele hibrido de levaduras. Se indican los
marcadores de resistencia a antibiéticos paralég@én de los plasmidos en la bactefiacoli y los
marcadores de auxotrofia para la seleccion ervéalieaS. cerevisiaeEl cDNA de los distintos genes
se clond en fase con los dominios BD o AD de GAL4.
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Las estirpes haploides obtenidas en el medio salecbrrespondiente (SD sin
leucina o SD sin triptéfano) se inocularon juntasreedio rico YPAD, depositando 5 pl de
cada estirpe haploide portadora de los plasmidodasoproteinas “cebo” y “presa” en una
misma posicién Kigura 28A). Al interaccionar las estirpes haploides de difite sexo
dieron lugar a estirpes diploides, que fueron s&eadas en medio SD sin triptéfano y sin
leucina. Finalmente, se realizaron réplicas en & sin triptéfano, sin leucina y sin
histidina, donde Unicamente podran crecer aquealkspes diploides en las que se
produzca interaccién entre las proteinas “cebgirgsa” Figura 28B).

Agol Agol Agol Agol Agol Agol Agol

QIP QIP Imut QIP 4 mut Dicerl Dicer2 pBD pBDwt
PAD pAD pAD pAD pAD pAD pAD

QIP QIP lmut QIP 4 mut Dicerl Dicer2 pBD pBDwt C-
pADwt pADwt pAThwt pADwt pADwt pADwt pADwt

QIP QIP 1mut QIP 4 mut Dicerl Dicer2 pBD pBDw( | C+

SD- WLH

Figura 28. Analisis de la interaccion entre proteinas de lgumaria de silenciamiento mediante el sistema
de doble hibrido de levadura@®) Esquema de las interacciones analizadas. Setraneen amarillo las
interacciones entre las proteinas de silenciami@ipiq(versiones silvestre y mutantes), Dcl-1 y Ralen la
proteina Ago-1. En rojo se indican los controlegatos y en verde el control positivo con las eimds
silvestres de GAL4. (B) Resultado de las interazesoentre las diferentes estirpes indicadas entag,
cinco dias de crecimiento en medio selectivo SDrgitvfano, sin leucina y sin histidina.

Tras cinco dias de incubacién en medio selectivsendetectd sefial de interaccion
especifica entre las proteinas de la maquinarisileleciamiento déviucor, observandose

crecimiento Unicamente en el control positivo. Hatta de interaccién no fue debida a un
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bajo nivel de expresion de las proteinas de fusivhas levaduras, ya que experimentos
tipo Western con anticuerpos especificos contradosinios BD y AD permitieron
detectar las distintas proteinas en las estirpgloides correspondientes (resultados no
mostrados). No podemos, sin embargo, descartaimenée la posible existencia de
interaccion entre las proteinas analizadas, ya égpias podrian formar parte de un
complejo multiproteico o necesitar modificacionestptraduccionales especificas e

circinelloides

lll. 1. 3. Obtencién de estirpegdrp-1/ rdrp-2.

El andlisis de los genedrp-1 y rdrp-2 identificados erM. circinelloidesindico
que cada uno de ellos actua en diferentes pasiasrd&a de silenciamiento, siendidrp-1
esencial para la iniciacion del silenciamiento fpansgenes con sentidagrp-2 necesario
para el proceso de amplificacion. Sin embargo, lataoiéon rdrp-2° no anula
completamente la capacidad de amplificacion, lo qugiere la existencia de cierta
redundancia funcional con otra RdRP (Cetl@l, 2012). La proteina RdRP-1 podria ser la
responsable de la amplificacion residual que maedtmutantedrp-2,, aunque también
podria estar actuando RdRP-3, aun cuando estdnaate tiene asignado ningun papel en
el mecanismo de silenciamiento (resultados no padblis). EnM. circinelloidesse ha
descrito anteriormente la existencia de redundgoa&iaial entre genes de silenciamiento
pertenecientes a la misma familia (de Haral, 2009). Con el objetivo de comprobar si
existe redundancia entre los genedrp-1 y rdrp-2, se realizaron experimentos

encaminados a obtener mutantes dotulgs-1/rdrp-2'.

lll. 1. 3. 1 Generaciéon de un doble mutantedrp-1/rdrp-2".

La estrategia seguida para la obtencion del dohleamterdrp-1/rdrp-2° fue la
disrupcién del genrdrp-1 mediante reemplazamiento génico en la estine-2"
(MU420). El mutanterdrp-2 (Leu, Ura) se obtuvo mediante disrupcion génica
empleando el marcador seleccionaplgG para interrumpir el geno que elimina la
auxotrofia para uracilo que presentaba la estepeptora MU402 (Calet al, 2012). Por

tanto, para realizar la disrupcion del gemp-1 en la estirpe mutante MU420 se utilizo el
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marcador leuA que complementa la auxotrofia para leucina dénadimutante. El
fragmento empleado para la disrupcion debe contehenarcador seleccionableuA
flanqueado por secuencias del gdrp-1 o adyacentes a éste, con longitud suficiente para
permitir la integracion por recombinacion homoélogeemplazandose de esta forma la
version silvestre dedrp-1 por el genleuA (Figura 29). El doble mutantedrp-1/rdrp-2

asi obtenido es protétrofo y carece, por tantondecadores seleccionables que permitan
la introduccion de vectores de silenciamiento,le gqmpediria dilucidar el grado en el que
esta afectado este mutante en el mecanismo deiail@ento génico. Es necesario, una
vez obtenido el mutante, someterlo a mutagénesis atofin de obtener derivados
auxotrofos para leucina o uracilo y asi poder ohigir vectores portadores de transgenes

carB.

Fragmento de
disrupcion Transformacion

rdrp-1 leuA rdrp-1

MU420 (rdrp-27): leud pyrG*

Recombinacién homodloga

Locus silvestre

Integracion

B g Fragmento de
Doble mutante rdrp-1-/rdrp-2 disrupcion rdrp-1 leuA rdrp-1

(leuA™ pyrG*)

Figura 29. Representacion esquematica del proceso de genedalidoble mutantedrp-17/ rdrp-2.

Para la construccién del vector portador del fragmele disrupcion se partié del
plasmido pMAT1269, que contiene la region genomicenpleta del gerrdrp-1 vy
secuencias adyacentes a éstigura 30). La digestion de dicho plasmido con la enzima
Pst genera un fragmento de 7,8 kb que incluye la execia del vector de clonacion
pUC18 y secuencias de los extremos 5 y 3 rdep-1 (2.854 pb y 1.963 pb,
respectivamente). Dicho fragmento, del que se Haminado 1799 pb de la region

codificadora dedrp-1, se ligd con el fragmentest de 4,4 kb portador del géauAde M.
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circinelloides,obtenido a partir del plasmido pLeu4. El plasmidsuftante se denomind
pPMAT1513, del que se obtuvo el fragmento lineal digrupcion de 6,5 kb mediante

amplificacion por PCR con los oligonucleétidos pisnolForw y disrpRevKigura 30).

Psti 44Kb

pMAT1269 %
9,6kb

+4411

Kpnl

Hindlil

Digestion 7.8 kb Digestion
Pstl Pst]
Ligacion
leuA

+2446

pMAT1513 %3

12,2kb

+4411

PCR l

I leuA I

6,5 kb

Figura 30. Construccion del plasmido pMAT1513, portador dekitto empleado para la disrupcion del gen
rdrp-1. El fragmento lineal de 6,5 kb empleado en la gisian se obtuvo mediante PCR con los cebadores
disrpXholForw y disrpRevTabla 5, ver Materiales y Métodog. En verde oscuro se indica la region
codificadora del gemdrp-1 y en verde claro las secuencias adyacentes alésentumeros indican las
posiciones de la secuencia del gdrp-1, siendo +1 la posicidn correspondiente al primasledtido del
triplete de iniciacion de la traduccion.

Los experimentos de transformacion de la estirped®0Jcon el fragmento lineal
de disrupcion dieron lugar a 47 transformantes®Lem medio minimo YNB. Estos
transformantes fueron sometidos a tres o cuattoscae crecimiento vegetativo en medio
selectivo para aumentar el porcentaje de nuclermsformados. Aquellos transformantes

con un porcentaje de nicleos Leréximo al 100% fueron analizados mediante PCR par

100



Resultados

comprobar la correcta integracion del denA en el locusrdrp-1. Dichas reacciones de
PCR se llevaron a cabo con dos parejas de cebadopestir de DNA procedente de
micelio fresco ¥er apartado 1. 8. 1). Unicamente en el caso de que haya tenido lagar |
integracion correctamente, la pareja de cebadodes20@Apa-Mutlc Tabla 5, ver
Materiales y Métodog amplificara un fragmento de 2 kb en el extremdé’ locusrdrp-

1"y la pareja de oligos leuAP2-rdrpl®apla 5, ver Materiales y Método9 rendira un
producto de 2,5 kb a partir del extremo Figura 31A). De los 29 transformantes
analizados, solamente uno de ellos presento ladabatte los tamafios que cabria esperar

para el doble mutantérp-1/rdrp-2° (Figura 31B).

Locus silvestre
1dip20Apal
->
<
rdrpl6
LeuAP2
Fragmento de ->
disrupcion leuA
<
Mutlc
rdrp20Apal LeuAP2
Locus rdrp-1- -> > m
l <« <
Mutle rdipl6
B rdrp20Apa rdrpl6
M C Mutle  LeuAP2
3,0kb
2,5kb
2.0kh
1,5kb

Figura 31. Andlisis mediante PCR de los transformantes obosnéh los experimentos realizados para la
generacion del doble mutantdrp-1/rdrp-2.. (A) La recombinacion homéloga del fragmento deugision

en el locugdrp-1 permite amplificar en los extremos 5’ y 3’ deéegracion un fragmento de 2 kb y otro
de 2,5 kb, respectivamente. En gris aparece lamegendmica adyacente rdrp-1 no incluida en el
fragmento de disrupcion. (B) Producto de PCR delsformante que rindio las bandas del tamafio efpera
tras la interrupcion del gerdrp-1. C: control positivo de la reaccion de PCR con debadores que
amplifican un fragmento del gencwcla.
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La correcta interrupcion dedrp-1 en el fondo genéticadrp-2° se comprobd
mediante un experimento de hibridacion tipo Soumh&NA gendémico de la estirpe
silvestre, de la estirpe receptora MU420 y del ssfu disruptante fue sometido a
digestion con la enzim&acl.La membrana se hibriddé con una sonda delrdgnl que
distingue entre el alelo silvestre y el mutarftegg@ra 32A, sonda ¢. Los resultados de
dicha hibridacion permitieron establecer que etdfarmante seleccionado presentaba la
correcta disrupcion del gemrp-1, tal como indica la banda de 8 kb que aparece en el
experimento de hibridacién. Sin embargo, los redgok revelaron que la estirpe
disruptante, a pesar de mostrar un elevado pojeedta nlcleos L€y seguia siendo
heterocarionte, ya que seguia presentando la lardsspondiente al alelo silvestre (5,3
kb) (Figura 32B). Tras 10 ciclos de crecimiento vegetativo en mesklectivo para
aumentar la proporcion de nucleos transformadosjobgd a realizar el analisis tipo
Southern, comprobandose que el individuo continyaeaentando el alelo silvestre sin
alcanzar la homocariosis. El hecho de que no gadla alcanzar el 100% de nucleos con
la doble mutaciomdrp-1/rdrp-2° podria sugerir que la ausencia completa de lasipas

RdRP-1y RARP-2 podria resultar letal para el bong

A B Sacl
rdrp-1/
WI MU420 5, >
sonda ¢ } L
_ 10,0 kb
Locus silvestre - 8.0 kb
6,0 kb
e ’
T — ” 5.0 kb
| I % 4,0 kb
53 kb ol 3,5kb
S SS S ? 3,0 kb
Locus rdrp-1- ’
7 — lend o
| 8,0 kb | T T
S S8 S e

Figura 32. Interrupcion del gendrp-1 en la estirpe MU420rdrp-2). (A) Representacion esquematica de la
regién gendmica del gedrp-1 en la estirpe silvestre y en el mutardgp-1" obtenido por disrupcién génica.
Se muestran los puntos de corte de la en8aw@(S) y el tamafio de los fragmentos detectados peorida
¢, que corresponde a un fragmento de 660 pb olatenétliante PCR con los oligos disrpXholForw y Rdrp3
a partir del plasmido pMAT1513. (B) Resultado dehlbridacién tipo Southern de DNA de la estirpe
silvestre, de la estirpe receptora MU420 y delugitante, digerido con la enzin®acl La membrana se
hibridé con la sonda c representada en A. M: GelegRUDNA Ladder Mix de Fermentas.
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lll. 2. Papel de Ago-1 en la produccién de pequefioBRNAs enddgenos
(esRNASs).

El mecanismo de silenciamiento génico Me circinelloides, ademas de operar
frente a secuencias exégenas, como virus, transgetransposones, posee también una
funcidn enddgena puesta de manifiesto por nuesupogde investigacion. Mediante
secuenciacion masiva de los pequefios RNAs acunukagidogenamente @ducor, se
identificaron esRNAs que derivan de exones (ex-#iBN ademas de otros que
corresponden a transposones Yy regiones interggiNcasaset al., 2010). Los ex-siRNAs
se clasificaron en cuatro clases atendiendo a lageipas de la maquinaria de
silenciamiento requeridas para su biogénesis. laae€ | y Il corresponden a aquellos ex-
siRNAs gque dependen de Dcl-2 para su producciértldse I, la mas numerosa, incluye
ex-siRNAs derivados de 222 exones que, ademas H2, Dequieren la participacion de
RdRP-1 para su biogénesis. Los ex-siRNAs de laeclagueve exones) no requieren
RdRP-1 para su produccion, pero la mayoria de algssitan la participacion de RARP-2.
La clase 11l (88 exones) corresponde a aquellosiRiAs generados por RARP-1, RARP-
2 y cualquiera de las dos proteinas Dicer (Dcl-Da-2). Finalmente, la clase IV
corresponde a un pequefio grupo de ex-siRNAs (@rooes) que requieren Dcl-1 y las

dos RARPs para su biogénesis.

Los ex-siRNAs que dependen de Dcl-2 muestran uefengncia por Uracilo en la
primera posicion de la molécula (extremo 5’), ctedstica de los SRNAs que se unen a la
proteina Argonauta. Dado que de los tres ganganauta de M. circinelloides soloago-1
estda implicado en el silenciamiento inducido p@nsgenes, se estudié el papel que
desempenfa la proteina Ago-1 en la biogénesis deelpsefios RNAs enddgenos. Para ello
se llevaron a cabo dos aproximaciones. Por un E&logaliz6 la clonacién, secuenciacion
y el analisis de la poblacién de esRNAs acumulaho®genamente en la estirpe silvestre
y en el mutant@go-1', con el objetivo de identificar aquellos ex-siRNdge requieren de
la proteina Ago-1 para su biogénesis. Paralelamesge realiz6 la clonacion y
secuenciacion de la poblacién de sRNAs unidos ésmeoente a Ago-1, ya que esto nos

permitiria identificar los esRNAs funcionales erag@oblacion total de pequeiios RNAs.
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lll. 2. 1. Analisis gendmico de los esRNAs en el rrante ago-1.

El primer paso en el analisis de los sRNAs acunogdaehddégenamente .
circinelloides fue la construccion de librerias de sRNAs de ldispes R7B (silvestre) y
MU413 (ago-1). Para ello, se utilizé micelio crecido en meditido YPG pH 4,5 durante
48 horas para la extraccion de sRNAs. Tras su aeigar electroforética se clonaron los
fragmentos de tamafios comprendidos entre 18 y Bfandolos a adaptadores especificos
y convirtiendo el RNA en cDNA. La secuenciacion mmasde los pequefios RNAs
clonados se llevé a cabo mediante la plataformaanita (lllumina Genome Analyzer Il),
dando lugar a las lecturas que se reflejan dralda 12 El andlisis bioinformatico de las
secuencias obtenidas se llevo a cabo en la Uniksgtsie East Anglia (Simon Moxon), e
incluyé el alineamiento de las lecturas con la secia gendmica déMucor y la
identificacién de los ex-siRNAs correspondientdasaclases I-1V en el mutanégo-1 y
en la estirpe silvestre. Las lecturas normalizatdats ex-siRNAs correspondientes a los
324 loci exonicos en la estirpe silvestre y el mtgago-1" se muestran en Teabla S1del
Anexo, que también incluye el sesgo en la orientaciéradecadenas de los sRNAs

(sentido/antisentido).

R7B (wt) MU413 @go-1)

Lecturas totales 14.317.874 23.435.207

Tabla 12 Estadistica de los sRNAs secuenciados en lapestR7B y MU413. Se
muestran las lecturas totales que coinciden ceadaencia gendémica dé circinelloides.

Los ex-siRNAs de cada exon acumulados en el mutgatd” se compararon con
la estirpe silvestre. Para establecer las difeasnentre ambas estirpes se siguio un criterio
arbitrario, estableciendo un umbral a partir dedl@e considera que la diferencia en la
cantidad de sRNAs detectada en la estirpe silvgsgkemutanteago-1 es significativa.
Este umbral se establecié en un valor de al mejgo&1,6) para el logaritmo en base 2 de

la relacién entre las lecturas normalizadas erstape mutante respecto a las obtenidas
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para ese locus en la estirpe silvestre,(fotd change< - 1,6). Este valor equivale a una

disminucién en la estirpe mutante de, al menos, weces en el nimero de lecturas
normalizadas con respecto a la cantidad presenige estirpe silvestre. Los valores de las
diferencias en la acumulacion de los ex-siRNAsespondientes a los distintos loci se
muestran en lalabla S2 del Anexo, que también incluye datos de las diferencias
estadisticas en los mutantiet y rdrp respecto al silvestre.

Las cuatro clases de ex-siRNAs mostraron un nuigroficativamente menor de
lecturas en la estirpe mutardgo-1" en comparacion con la estirpe silvesffalfla 13).
Todos los ex-siRNAs pertenecientes a la claseal mayoria de los de la clase Il (206 de
222) requerian la participacion de Ago-Higura 33A), puesto que se observd una
acumulacion de estos ex-siRNAs al menos tres viedesor en el mutantego-1 en
comparacion con la estirpe silvestre. La mayoridodeex-siRNAs de la clase Il que no
aparecian como dependientes afp-1 presentaron diferencias estadisticas proximas al
umbral de -1,6, mostrando un descenso de al meroyeates en el nimero de lecturas

normalizadas en el mutardgo-1 respecto al silvestrd ébla S2del Anexo).

: _ _ Media del log, de la tasa
ex-siRNAs No. de exones Acumulacion reducida en ,
de cambio deago-1'vs WT

Clase | 9 dcl-2 -9.11
Clase ll 222 dcl-2, rdrp-1° -3.21
Clase Il 88 dcl-17/ dcl-2, rdrp-1, rdrp-2 -9.89
Clase IV 5 dcl-1,, rdrp-1, rdrp-2° -6.58

Tabla 13. Acumulacién de las diferentes clases de ex-siREMAsel mutanteago-1. Los nimeros
indican la media de los valores obtenidos al cafgylara cada secuencia, el.latg la razén entre el
namero de lecturas normalizadas de un determinad@NA en el mutantago-1" respecto a la estirpe
silvestre (WT). Para el célculo de la media sézatibn los valores del lggle dicha raz6n indicados en
la Tabla S2 Se indican los genedicer y rdrp cuyas mutaciones provocan una reduccién en la
acumulacion de las diferentes clases de ex-siRNig®laset al., 2010).
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Clase TT
7.2% 0,5%
100% 92.3%
del-2, rdrp-1, ago-1
. del-2, ago-1 e rdrprd, ago
. dcl-2, rdrp-1
del-2, ago-1
antisense antisense
B &

\'

80452

Clase Il
78553

Clase Il
86881

Figura 33. Participacion de Ago-1 en la biogénesis de losiBiAs de las clases | y II. (A) Los graficos ciratés
indican el porcentaje de loci pertenecientes a céale que muestra una menor acumulacién de exAsiRNM el
mutanteago-1 respecto a la estirpe silvestre. La clase | dsiRAs se define por la participacién d@-2 y, en la
mayoria de los casosjrp-2 en su biogénesis, mientras que la clase Il regu#s proteinas Dcl-2 RARP-1. (B)
Deteccion mediante hibridaciones tipo Northern alea¢umulacién de ex-siRNAs en la estirpe silvegten los
mutantes en los genes de silenciamieliter, rdrp y ago-1. Las secuencias de las sondas utilizadas paradecitin

de los ex-siRNAs se indican enTabla 6 de Materiales y Métodos. Los geles se tifieron lmomuro de etidio
como control de carga (debajo de los radiogramasy.loci corresponden a las siguientes proteinas: ID 82372:
proteina desconocida; ID 80452: quinasa de semmmina; ID 77050: proteina desconocida; ID 78558teina
similar a transposasa 21; ID 86881: proteina desida.
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Para validar experimentalmente los datos obtenjdmmnfirmar la participacion de
Ago-1 en la biogénesis de las clases | y Il deiBNAS, se realizaron hibridaciones tipo
Northern con una seleccion de loci de estas clasesgl fin de analizar la acumulacion de
los ex-siRNAs correspondientes en distintas esifpigura 33B). En todos los casos, se
detectd en la estirpe silvestre la banda correspoteda los siRNAs antisentido de 23-24
nt, mientras que no se detectd sefial alguna en ughnte ago-1, confirmando la
implicacion de este gen en la biogénesis de losiRXAs de las clases | y Il. En las
validaciones de los loci correspondientes a laecladampoco se detecté sefal en los
mutantesdcl-2" ni en los mutantesdrp-2’, pero si en el mutantedrp-1', tal como se
esperaba de los datos bioinforméaticos. La validad® los ex-siRNAs de la clase Il puso
de manifiesto la necesidad de las proteinas DBIERP-1 y Ago-1 para la biogénesis de
estos ex-siRNAs, puesto que en dichos mutantesemetectd produccion de siRNAs.
Estos resultados indican que Ago-1 es necesar@alggroduccion y/o acumulaciéon de los
ex-SiRNAs dependientes de Dcl-2, independientemamtsl estos ex-siRNAS requieren o

no la participacion de RdRP-1 en su biogénesis.

De los 88 exones incluidos en la clase lll, 86 ltesenostraron también una menor
acumulacion de ex-siRNAs en el mutaage-1". En cuanto a la clase IV, 4 de los 5 exones
incluidos en esta clase requerian la participad®mgo-1 para la biogénesis de los ex-
SiRNAs (Figura 34). Al realizar la validacion experimental de logatacorrespondientes a
la clase Ill, no pudieron ser detectados siRNAsrdiss en la estirpe silvestre, ni siquiera
con técnicas que aumentaban la sensibilidad detkccion yer apartado 1. 10. 6 de
Materiales y Método9. Datos previos sugerian que los ex-siRNAs dddseclll, a pesar
de la participacion de proteinas de la maquinaeasitenciamiento en su biogénesis,
poseian caracteristicas diferentes a los de lasslay Il. Asi, los ex-siRNAs de la clase
Il presentaban una distribucion aleatoria de tamsaficasi todos tenian exclusivamente la
misma orientaciéon del mensajero, como cabria esphraun proceso de degradacion
(Nicolaset al., 2010). Ello sugiere que los ex-siRNAs de la cldiseo son generados por
la ruta canodnica de silenciamiento, aunque losileerfle acumulacién obtenidos en el
mutante ago-1" indican que la proteina Ago-1 es necesaria pargréaluccion y/o

acumulacion de esta clase de ex-siRNAs.
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Clase I1I Clase IV

1.1% 1.1%

20%

97,8%

. del-1/del-2, rdrp-1, rdrp-2, ago-1 del-1

B del-1del-2, vdrp-1,ago-1 B -1, vdrp-1, rdrp-2, ago-1
del-1/dcl-2, rdrp-1

Figura 34. Participacion de Ago-1 en la biogénesis de losiRiAs de las clases Il y IV. Los gréficos
circulares indican el porcentaje de loci pertengeie a cada clase que muestra una menor acumutieion
ex-siRNAs en el mutantago-1" respecto a la estirpe silvestre. En la clase dlieg-siRNAs las proteinas
Dcl-1 y Dcl-2 poseen un papel redundante, y ades&sgquiere la intervencion de RdRP-1 y RdRP-2. La
clase IV se caracteriza por la participaciorddel, rdrp-1y rdrp-2 en su biogénesis.

lll. 2. 2. Caracterizacion de los esRNAs unidos espificamente a Ago-1.

El hecho de que todas las clases de ex-siRNAsmisse@na menor acumulacion
en el mutanteago-1 respecto a la estirpe silvestre sugiere que tetlas requieren la
participacion de Ago-1 para su biogénesis. Altevaatente, podria indicar que Ago-1 se
une inespecificamente a todos los pequefios RNAgs yestabiliza, de modo que la
ausencia de esta proteina reduciria drasticamémiéneero de ex-siRNAs secuenciados.
Para investigar la union de Ago-1 a las distinfases de ex-siRNAs se llevo a cabo la
clonacion y analisis de la poblacion de esRNAs amigspecificamente a Ago-1. Con este
objetivo se realizé la purificacion de la protefkgo-1 para el posterior aislamiento de los

esRNAs asociados a ella.

lll. 2. 2. 1. Purificacion de Ago-1 mediante inmungrecipitacion.

Ago-1 es la Unica proteina de esta familia queigipst en el mecanismo de

silenciamiento génico inducido por transgenedMeor y, como se ha demostrado en el
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apartado anterior, también participa en la producde esRNAs (Cervantetsal., 2013).
Con el objetivo de identificar los esRNA unidosexsficamente a Ago-1, se procedio a la
purificacion de dicha proteina a partir del exwactal de proteinas dducor mediante la
utilizacién de anticuerpos monoespecificos anti-Adoer apartado Il. 12 de Materiales

y Métodos).

Antes de llevar a cabo la inmunoprecipitacion samobd mediante ensayos tipo
Western la especificidad del anticuerpo anti-Agdzf. dicho experimento se incluyeron
las estirpes R7Bago-1" (MU413) y los mutanteago-2 (MU416) y ago-3 (MU414), ya
que, aungue el anticuerpo se disefid contra larmadgda proteina Ago-1 mas divergente
respecto a las otras dos proteinas Ago, se quesieadar la existencia de hibridacion
cruzada Yer apartado Il. 11. 4. 2 de Materiales y Métodgs Dichas estirpes se
sembraron tanto en medio rico YPG solido como edioneninimo MMC liquido y se
incubaron a 26°C durante 24 horas en condiciondsizdeontinua. El extracto total de
proteinas purificado de cada una de las estirpesmetio a electroforesis en geles de un
gradiente de poliacrilamidarér apartado 1l. 11. 3 de Materiales y Métodos Una vez
separadas las proteinas, éstas se transfirieramaanembrana de nitrocelulosa que se
incubd con una dilucion 1:300 del anticuerpo ardbAl. Los resultados obtenidos
permitieron confirmar la especificidad del antiqeranti-Ago-1, ya que Unicamente
reconoce a esta proteina y no a las proteinas Agé@o-3, que pertenecen a la misma

familia y poseen un elevado grado de similitbidygra 35).

R7B agol” ago3 ago
YPG MMC YPG MMC YPG MMC YPG MMC

0| S—— — e ' Anti-Ago-1

[ — e S S S qy ey Wy | Anti- tubulina

Figura 35. Especificidad del anticuerpo anti-Ago-1. El ensagaealiz6 con extractos de proteinas (50 ug)
de la estirpe silvestre y los mutantago-1', ago-2 y ago-3” incubados en los medios YPG y MMC durante
24 horas y en luz continua. Para la deteccion gedteina Ago-1 se utilizé el anticuerpo monoedjci
anti-Ago-1 con una dilucién 1:300. La flecha rogdiala la banda correspondiente a la proteina Adp94
kDa. El asterisco sefiala una banda inespecifiexi@ela por el anticuerpo anti-Ago-1 en todas léges
analizadas. Como control de carga, la misma meratgarincubé con anticuerpo aattubulina.
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Una vez comprobada la eficacia del anticuerpo datactar especificamente a la
proteina Ago-1, se procedi6 a la inmunoprecipitacide dicha proteina para su
purificacion er apartado Il. 12 de Materiales y Métodos Con objeto de optimizar la
inmunoprecipitacion se probaron diferentes coneerines de NaCl en el tampon de lisis,
aungue en ninguna de las condiciones probadastsetaten cantidades significativas de
Ago-1 en las muestras inmunoprecipitadgagyra 36). Si se detectd en todas las muestras
la presencia de anticuerpos primarios anti-AgaIjue indica que la proteina A precipitd
eficazmente al anticuerpo primario y sugiere quelaencia de Ago-1 se debe a la
incapacidad de este anticuerpo para reconocer pmolaina Ago-1 en las condiciones
nativas usadas en el experimento. Se realizé tamimécrosslinking con formaldehido
para unir covalentemente el anticuerpo a la pratgiracilitar su inmunoprecipitacion,
pero no se obtuvieron los resultados esperad@igsira 36). Debido a la ineficacia de la
inmunoprecipitacion, que no permitid6 obtener muasstpurificadas con cantidades
significativas de Ago-1, la purificacion se llev@abo mediante una técnica alternativa, la

cromatografia liquida o FPLC.

Extracto total Cross-linking Inmunoprecipitacion R7B
R7B agot R7B ago1- 10mM 75mM 150mM 300mM 1M (NaCl)
7] Ed
* —— — r L §
—_— | —— o e 7
- . !‘
- " -

Figura 36. Inmunoprecipitacion de la proteina Ago-1. Deteccidrdiante Western de Ago-1 en el
extracto total de proteinas de la estirpe silvgsgbmutanteago-1" cultivados en medio rico YPG, y tras el
experimento de inmunoprecipitacion. Para intentanentar la cantidad de proteina obtenida tras la
inmunoprecipitacion se realizd cross-linking connfaldehido y se utilizaron diferentes concentragson
de NaCl en el tampdn de lisis. La flecha roja sefialbanda correspondiente a la proteina Ago-1. El
asterisco sefiala una banda inespecifica detectadel pnticuerpo anti-Ago-1. La flecha negra seféla
anticuerpo primario anti-Ago-1, detectado por elticarpo secundario en las muestras
inmunoprecipitadas.
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lll. 2. 2. 2. Purificacién de Ago-1 mediante FPLC.

Para aislar la poblacion de esRNAs asociados dgpecente a Ago-1, se llevo a
cabo la purificacion de dicha proteina mediantemettografia liquida o FPLC (Fast
Protein Liquid Chromatography) como alternativa énlmunoprecitacion, con la que no se
habian obtenido los resultados deseados. Previapsntomprobd que la proteina Ago-1
purificada mediante FPLC mantenia especificamamnitioa los SRNAs y que éstos podian
ser aislados intactos de los complejos correspotetie Para ello, se realizo el
fraccionamiento del extracto total de proteinasuda estirpe silvestre silenciada con el
plasmido pMAT1253, que contiene el transgen coretieipnes invertidas dearB,
cultivada en medio rico YPG durante 48 horas. Raréraccionamiento se utilizo la
columna Superdex 200 (10/300) que separa las pastesiegun su tamafo, eluyéndose en
las primeras fracciones las proteinas de mayor pedecular yer apartado Il. 11. 2 de

Materiales y Métodog.

Las fracciones obtenidas se precipitaron con 20% yGe lavaron con acetona,
antes de ser sometidas a andlisis tipo Westelizantio los anticuerpos especificos anti-
Ago-1 para identificar aquellas fracciones que eoian la proteinaF{gura 37A). Las
fracciones B4 a B12, que incluyen aquellas en las gluye la proteina Ago-1, se
utilizaron para realizar el aislamiento de los sRNA&on los que se llevd a cabo un
experimento de hibridaciéon tipo Northern para dearecsiRNAs antisentido
correspondientes a secuencias del ganB, silenciado en la estirpe utilizada para la
purificacion de Ago-1 Kigura 37B). Los resultados muestran que las fracciones
enriguecidas en Ago-1 contienen los siRNAs antiderde 21 y 25 nt correspondientes a
secuencias dearB, que son caracteristicos del silenciamiento géeichlucor, mientras
que estos siRNAs no se detectan en las fracciarea@ contienen Ago-1. Ello demuestra
que la proteina Ago-1 purificada por FPLC mantiesgecificamente unidos los siRNAs y
confirma que esta estrategia es adecuada paraslama&nto de los esRNAs unidos
especificamente a la proteina Ago-1 en la estilpestre, para su posterior clonacion y

secuenciacion.
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Figura 37. Purificacion de Ago-1 mediante FPLC y aislamiendostRNAs unidos a Ago-1. (A) Perfil de
elucion de la cromatografia de exclusion en colu®nperdex 200 (10/300)) de un extracto de la estirp
silvestre silenciada conteniendo un transgen cpeti@ones invertidas dgarB. Se utilizé un flujo de 0.25
ml/min, colecciondndose fracciones de 5d0 UA: unidades arbitrarias. Las fracciones obtagice
sometieron a andlisis tipo Western utilizando amtipo primario anti-Ago-1, para detectar aquellas g
contenian la proteina Ago-1. (B) Para confirmasrizsencia de siRNAs unidos a Ago-1, se aisl6 el RNA
bajo peso molecular a partir de cada una de lasifnaes, realizandose un experimento tipo Northeana

la hibridacion se utilizé una ribosonda que detéms$asiRNAs antisentido dearB (pMAT652) (Nicolaset

al., 2003) Se detectaron los dos tamafos de siRNAs (21- yt25inicamente en las fracciones que
contenian Ago-1. Como control de tamafio y espédéi; se utilizé 1 pmol por calle de un oligonutieo
(29-mer) con orientacion antisentido (Ribo3) y d&6-mer) con orientacion con sentido (carB25).
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lll. 2. 2. 3. Clonacién y analisis de los esRNAs igos a Ago-1.

Una vez comprobada la adecuaciéon del método elegdollevdo a cabo el
fraccionamiento del extracto total de proteinasadestirpe silvestre y del mutarago-1,
utilizado como control negativo, en las mismas aoodes usadas en el apartado anterior.
La aplicacion de un ensayo tipo Western a las ivaes obtenidas permitio identificar
aquellas enriquecidas en Ago-1 y confirmar la efipad del anticuerpo, que no detecto

ninguna banda en fracciones equivalentes del nesgotl (Figura 38).

Extracto Extracto
total Fracciones FPLC R7B total Fracciones FPLC ago-1
wt ago-1-M 18 19 20 21 22 23 24 wt ago-- M 17 18 19 20 21 22 23 24
* Ty =
! ‘ -
Ago-1—b) w=. - - ' ——
Anti-Ago-1 Anti-Ago-1

Figura 38. Obtencion de fracciones enriquecidas en Ago-1 estiape silvestre. Andlisis tipo Western
de las fracciones obtenidas mediante FPLC a mhtim extracto de la estirpe silvestre (izquieyddg!
mutanteago-1, usado como control negativo (derecha). Las foaes enriquecidas en Ago-1 de la
estirpe silvestre se utilizaron para el aislamied® los esRNAs. El asterisco sefiala una banda
inespecifica detectada por el anticuerpo anti-Ago-1

Con el objetivo de determinar si todas las clases ed-siRNAs se unen
especificamente a Ago-1, se llevd a cabo el aiglaimi de los esRNAs de la estirpe
silvestre a partir de las fracciones de FPLC eegglas en Ago-1. También se aislaron los
SRNAs de las fracciones equivalentes del mutagtel, como control negativo. Tras su
separacion electroforética se purificaron del gsl ¢ésRNAs de tamafios comprendidos
entre 20-25 nt, que se utilizaron para la consiémcde las librerias de cDNA de ambas

estirpes Yer apartado II. 10. 3 de Materiales y Métodops La secuenciacion de dichas

librerias se realiz6 mediante la plataforma lllumi@ilumina Genome Analyzer d),

dando lugar a las lecturas que se reflejan d@atda 14.
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SRNAs unidos a Ago-1

R7B MU413 @go-1)

Lecturas totales 78.554.020 86.197.423

Tabla 14. Estadistica de los sRNAs aislados de fracciomegjeecidas en Ago-1 de las
estirpes R7B (silvestre) y MU413. Se muestran éxtutas totales que coinciden con la
secuencia gendmica @& circinelloides.

Al comparar los datos obtenidos de la secuenciad&éia estirpe silvestre y el
mutanteago-1" se identificaron 417 loci de ex-siRNAs que mostnann incremento de al
menos 3 veces (legold change> 1,6) en el nUmero de lecturas normalizadas en las
fracciones enriquecidas en Ago-1 de la estirpeesite respecto a las fracciones
equivalentes del mutansgo-1" (Tabla S3 del Anexo). La comparacion de estos listados
con los correspondientes a las clases | a IV pErmé#tablecer que una alta proporcion de
los ex-siRNAs especificamente unidos a Ago-1 pedim a las clases | y Il, mientras que
solamente dos de los 88 loci de la clase 1l y nimggde la clase IV aparecian entre los ex-
siRNAs unidos a Ago-1T@abla 15y Tabla S4del Anexo). A pesarde que los ex-siRNAs
de las clases Il y IV no aparecen practicameneesentados en la poblacién de siRNAs
co-purificados con Ago-1, los resultados mostradoteriormente gpartado Ill. 2. 1)
indican que la poblacion de ex-siRNAs de estageslasumulados en el mutaagop-1" es
significativamente menor que en la estirpe silefabla 15). Estos resultados sugieren
gue los ex-siRNAs de las clases lll y IV requierete la proteina Ago-1 para su
biogénesis, pero no se asocian especificamenta @ah ejercer su funcion reguladora,

como ocurre con los ex-siRNAs de las clases .y |l

Los ex-siRNAs de las clases | y Il que co-purificam Ago-1 muestran una fuerte
preferencia por Uracilo en la posicién 5, mientga® los de las clases Il y IV presentan
mayoritariamente Adenina en el extremo Biglra 39). La presencia de Uracilo en el
extremo 5’ de la molécula es una caracteristicalcone esRNAs unidos a proteinas
Argonauta en animales, plantas y otros hongos.oEble que la preferencia por Adenina
en el extremo 5’ de los ex-siRNAs de la clasedH sesponsable, al menos en parte, de su
falta de unién a la proteina Ago-1. En conjuntdp®gesultados sugieren que los ex-
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siRNAs de las clases | y Il son esRNAs funcionajesierados por la maquinaria canénica

de silenciamiento, que se unen a Ago-1 para retpixpresion de sus genes diana.

Poblacion total de ex-siRNAs (mutante vs WT) ex-siRNAs asociados a Ago?l
No. de
Clases exones ; - . ; - ; % de ex-siRNAs
dcl-1I"  dcl-22  dc-1/2°  rdrp-1"  rdrp-2 ago-1 WT Vs asociados a AGO-1
ago-1
Clase | 9 - -12,84 -8,86 3,74 - -9,11 8,31 100
Clase Il 222 - -3,79 -8,72 -5,02 - -3,21 6,40 88,74 (197 de 222)
Clase Il 88 - - -3,21 -4,52 -3,50 -9,89 - 2,27 (2 de 88)
Clase IV 5 -2,45 - - -2,61 -2,42 -6,58 - 0

Tabla 15. Unién de las diferentes clases de ex-siRNAs adéefita Ago-1'Los niimeros indican la media
del log de la razon entre el nimero de lecturas normalzddaun determinado ex-siRNA en los distintos
mutantes de silenciamiento respecto a la estitpessie (WT). Para su célculo se utilizaron losoves del
log, de dicha razén indicados enTabla S2 ?Los nimeros indican la media de los valores obtenial
calcular, para cada secuencia, ebldg la razén entre el nimero de lecturas normalizddaun determinado
ex-siRNA en la fraccion enriquecida en Ago-1 erdtirpe silvestre (WT) respecto al mutaage-1". Para el
célculo de la media se utilizaron los valores dgl tle dicha razén indicados enTlabla S4

Para confirmar la participacion dgo-1 en la regulacion de la expresién de genes
endoégenos mediante los ex-siRNAs de las claseR, Isg procedié al andlisis, mediante
Northern blot, de la acumulacion de los mRNA dideavarios loci seleccionados en la
estirpe mutantago-1', en relacion con la estirpe silvestre. Asi miss®analizé también
la acumulacién de esos mRNA en los otros mutamgdidados en la biogénesis de las
clases | y Il de ex-siRNAg~{gura 40). Todos los mRNA analizados, correspondientes a
loci con expresion reducida de ex-siRNAs en el mietago-1, mostraron un incremento
en su nivel de acumulacion en el mutaamge-1 respecto a la estirpe silvestre. Ese mismo
comportamiento se observo en los otros mutantgerees de silenciamiento implicados en
la biogénesis del correspondiente ex-siRNA. Ag,fdRNA regulados por ex-siRNAs de
la clase | aumentaron su expresion en los mutaltte®, ago-1" y rdrp-2°, mientras que
los regulados por ex-siRNAs de la clase Il presentaina mayor acumulacion en los

mutantesdcl-2’, ago-1" y rdrp-1. Estos resultados demuestran que la reduccién €n lo
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niveles de ex-siRNAs supone un aumento en la a@cidul de los mMRNA diana
correspondientes. Ademas, confirman que los exA®RNinidos a Ago-1 son
completamente funcionales y capaces de suprimiexjaresion de sus genes diana,
poniendo de manifiesto el importante papel de Agaila regulacion de la expresion de

genes enddgenos &h circinelloides.
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Figura 39. Nucledtidos en el extremo 5’ de los ex-siRNAs. §gresentan los porcentajes de las cuatro bases
(timidina/uracilo, citosina, guanina y adenina émxremo 5 de los ex-siRNAs aislados de las fiaoes
enriquecidas en Ago-1 de la estirpe silvestre (Adg porcentajes correspondientes en la claseellext
siRNAs (B). Para comparacion, se muestra en Crgogicion nucleotidica del total de exones idergifios

en el genoma di. circinelloides.
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Clase I _.'
80452 |

ex-siRINAs

Dependiente de
del-2, ago-1, rdrp-2

Dependiente de
del-2, ago-1, rdrp-2

Dependiente de
del-2, ago-1, rdrp-1,
rdrp-2

Dependiente de
del-2, ago-1, rdrp-1

Dependiente de
del-2, ago-1, rdrp-1

Dependiente de
del-2, ago-1, rdrp-1

Figura 40. Acumulacién de mRNAs en la estirpe silvestre yanrhutantes en genes de silenciamiento. Se
muestran los niveles de expresion de loci pertenégs a las clases | y Il de ex-siRNAs. MuestraRNA
total (50ug) procedentes de micelio de las diferentes estinppeubadas en medio MMC durante 24 h, se
sometieron a electroforesis en geles de agaroaa ynembranas se hibridaron con sondas especificas p
cada locus (vefabla 6 enMateriales y Métodog. Los geles se tifieron con bromuro de etidio coorrol

de carga (debajo de los radiogramas). Se indicaubiém los genes de silenciamiento necesarios para |
biogénesis de los correspondientes ex-siRNAs. liststbs loci corresponden a las siguientes pragitD
82372: proteina desconocida; ID 80452: quinasaedimadtreonina; ID 77442: proteina desconocida; 1D
83187: proteina helicasa de unién a DNA con cromodo; ID 95350: proteina desconocida; ID 83353:

proteina desconocida.
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lll. 3. Analisis global de los mMRNAs acumulados ddrencialmente en

mutantes de silenciamiento.

Los datos obtenidos en el apartado anterior poremahifiesto la existencia de
distintos tipos de ex-siRNAs que difieren en lastg@inas requeridas para su biogénesis.
Las validaciones experimentales realizadas indipsnestos ex-siRNAs son funcionales,
ya que suprimen la expresion de los genes diamae®@bargo, estos experimentos no
permiten tener una vision global del papel del merao de silenciamiento génico en la
regulacion de la expresion de genes endogenose tagd diferentes combinaciones de
proteinas de silenciamiento implicadas en la regade distintos grupos de genes. Dado
gue el mecanismo de silenciamiento génico Mncircingloides actia mediante la
degradacion de los mMRNAs (Nicolésal., 2003), la identificacion de genes que muestren
una acumulacién diferencial de mRNAs en mutantesctaflos en las rutas de
silenciamiento respecto a la estirpe silvestreres aproximacion basica para determinar
las funciones celulares reguladas por este mecanRara ello, se llevaron a cabo analisis
transcriptomicos a nivel genémico con el objetieoidentificar los perfiles de mRNAs en

cada una de las estirpes sometidas al ensayo.

lll. 3. 1. Analisis transcriptdmico mediante micromatrices.

La caracterizacion a nivel genomico de los perfitks mMRNA acumulados
diferencialmente en la estirpe silvestre y en metaen genes de silenciamiento se llevé a
cabo mediante el uso de micromatrices disefiadasifispmente pardl. circinelloides,
utilizando la plataforma desarrollada por Agilergciinologies. La hibridacion de las
muestras de RNA con las micromatrices y el tratatoidioestadistico de los datos se
llevaron a cabo en la empresa Bioarray S.L. (AleanEn elapartado 11.17.1 de
Materiales y Métodos se describe como se llevaron a cabo estos angligiglos los
aspectos técnicos relacionados con el desarrgtleramental.

Las estirpes incluidas en estos analisis fuerorestape silvestre R7B, el doble
mutante MU411dcl-17/dcl-2) y los mutantes simples MU418go-1) y MU419 (drp-1),
realizandose las comparaciones indicadas dfigiara 41. Las estirpes se sembraron en
medio MMC solido pH 4,5 y se incubaron en condie®de luz continua durante 24 y 48

horas, con el objetivo de realizar el estudio éardntes fases del crecimiento vegetativo.
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R7B —> dcl-1- /dcl-2
D — Figura 41. Esquema de las comparaciones realizadas en el
experimento de expresion diferencial mediante
micromatrices (disefio en loop no conectado). Eal &x
realizaron 12 comparaciones con micelios crecidos
durante 24 horas y otras 12 con micelios crecidmarde

N 48 h .
ago-1- -~ rdrp-1 o

Una vez obtenidos los datos normalizados se reatizas distintas comparaciones
y se identificaron aquellas sondas que mostrargmesion diferencial con un valor p-
ajustado inferior a 0,05 (95% de confianza estadistnivel establecido como umbral de
confianza. Dada la magnitud de los datos obteniggsra simplificar el analisis de los
mismos, se analizaron exclusivamente los genesngostraron expresion diferencial
significativa en las comparaciones entre los dissirmutantes y el silvestre, lo que nos
debe permitir obtener un listado completo de losegeaegulados directa o indirectamente

por la maquinaria de silenciamiento génico.

En laTabla 16 se indica el numero de loci que mostraron expnediferencial
significativa en el mutante indicado respecto a&darpe silvestre, tanto en las muestras
obtenidas a las 24 como a las 48 horas. Cabe sejimamientras el numero de loci con
expresion diferencial en el mutantd#p-1" fue similar en las muestras tomadas a las 24 y
48 horas, el numero de genes diferencialmente sagos en el doble mutarde-1/dcl-2
fue significativamente mayor a las 48 horas, urmque las células han alcanzado la fase

estacionaria de crecimiento.

24 h 48 h
dcl-172 ago-1 rdrp-1°  dcl-1/2 ago-1 rdrp-1

N° loci con mayor
acumulacion en 53 53 649 702 31 527

mutante vs WT

N° loci con menor
acumu|acién en 46 135 425 870 14 647

mutante vs WT

Tabla 16. Loci con expresion diferencial significativa en logitantes de silenciamiento respecto al silvestre
identificados en los experimentos de transcriptamion micromatrices. Se indica el nimero de lo@ qu
mostraron una mayor o menor acumulacion de transcein la estirpe mutante indicada respecto atdilg,
tanto a las 24 horas como a las 48 horas de cetionvegetativo.
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La comparacion de los listados de genes difereneiale expresados en cada uno
de los mutantes respecto al silvestre permitiobéstar las intersecciones entre ellos e
identificar aquellos genes con regulacion diferenen mas de un mutante. Un total de 99
genes mostraron expresion diferencial en el dohléamtedcl-1/dcl-2° en las muestras
tomadas a las 24 horas, es decir, cuando las sé&elaencuentran en fase exponencial
tempranafigura 42). De éstos, 53 mostraron una mayor acumulacidradecritos en el
mutante Figura 42A) y 46 acumularon mas mRNA en la estirpe silvedtigura 42B).
Mas de la mitad de estos genes mostraron una éxpraigerencial similar en el mutante
ago-1 (23 y 29 genes, respectivamente) sugiriendo ques egenes son directa o
indirectamente regulados por la maquinaria canomlea silenciamiento. El escaso
solapamiento entre los genes regulados por lasipest Dicer y Argonauta y aquellos que
muestran una expresion diferencial en el mutadtp-1" sugiere que esta proteina debe
participar en mecanismos de regulacion indepereberde la ruta canodnica de

silenciamiento.

A B
ago-1 dcl-17/dcl-2 ago-1 dcl-17/dcl-2
53 genes 53 genes 135 genes 46 genes
rdrp-1 rdrp-1
649 genes 425 genes

Figura 42. Andlisis de genes con expresion diferencial a lahi@as de crecimiento. Se muestra el
solapamiento entre los genes con mayor acumulagdranscritos en los distintos mutantes respécto a
silvestre (A) y aquellos con menor acumulaciénasnrhutantes respecto al silvestre (B).

El nUmero de genes regulados por la maquinariaildecemiento aumentd de
forma notable a las 48 horas de crecimiento, cudasiaccélulas han alcanzado la fase

estacionariaKigura 43). Un total de 1572 genes mostraron expresion atifgal en el
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doble mutantedcl-1/dcl-2° respecto a la estirpe silvestre, 702 de los cusieson
aumentada su expresion en el mutaktgura 43A) y 870 acumularon mas mRNA en la
estirpe silvestreHigura 43B). Sin embargo, s6lo una pequefa fraccion de lasggeon
expresion diferencial en el mutantkl-1/dcl-27 mostraron también diferencias de
expresion en el mutantago-1’, sugiriendo de nuevo que, ademas de participalaen
regulacion de genes endégenos mediante el mecacammdnico de silenciamiento génico,
las proteinas Dicer también participan en rutasamnicas de regulacion de la expresion
génica. Es importante resaltar que la proteina RtRIEbe también participar en estas
rutas no canonicas, ya que una proporcion relevdatédos genes que son regulados
diferencialmente en el doble mutamniieer son similarmente activados o reprimidos en el
mutanterdrp-1" (Figura 43). Por otro lado, el pequefio nUmero de genes guealerada

su expresion en el mutansgo-1° muestran también expresion diferencial en mutantes
afectados en los gendicer y/o rdrp-1, lo que sugiere que la regulaciéon de la expresion
génica por la proteina Ago-1 se lleva a cabo eka@unsente a través de su papel en el

mecanismo de silenciamiento génico.

A B

ago-1
31 genes

dcl-17/dcl-2
702 genes

ago-1
14 genes

dcl-1/dcl-2
870 genes

S

rdrp-1
527 genes

rdrp-1
647 genes

Figura 43. Analisis de genes con expresion diferencial a Bshdras de crecimiento. Se muestra el
solapamiento entre los genes con mayor acumulat@dtranscritos en los distintos mutantes respecto a
silvestre (A) y aquellos con menor acumulacionanrhutantes respecto al silvestre (B).

Es importante resaltar que los cambios en los esvale expresion génica
detectados en los mutantes de silenciamiento respda estirpe silvestre fueron en todos

los casos moderados, identificandose un numerogfegde genes en los que los valores

121



Resultados

de cambios en los niveles de expresion respectdvaktre superaron las dos veces. La
Tabla 17 muestra los valores medios delJalg la tasa de cambio en la expresiéon génica
(Log Fold Change [LogFC]) de los genes que aumentan su expresion anutantes de
silenciamiento respecto al silvestre. Como se pudxdervar, la media de esos valores
dificilmente alcanza un valor de 1, que correspdadeun aumento en la expresion de dos
veces. Valores similares se obtienen cuando sézandbs niveles de expresion de los
genes que presentan menor acumulacion de trarssentdos mutantes en relacion a la

estirpe silvestre.

Media del log de la tasa de cambio mutante vs WT

Tiempo dcl-1/dcl-2 ago-1 rdrp-1
24 h 1,02 1,04 0,91
48 h 0,76 1,29 0,74

Tabla 17.Valores medios de expresion diferencial en los ntatgade silenciamiento. Los nimeros indican
la media de los valores obtenidos al calcular, pada gen con expresion diferencial, el lalg la razon
entre la expresion en los mutantes indicados ¢ la @stirpe silvestre (WT).

Dado que cambios pequerios en los niveles de e&prgénica pueden aumentar la
aparicion de falsos positivos, centramos nuestéisas en aquellos genes con una mayor
diferencia en los niveles de expresion. Asi, cuasel@stablece un umbral significativo
mas estricto (Log~C > 1,6 6< -1,6), que equivale a una variacion en la acumutadel
MRNA de al menos 3 veces en el mutante respedivaktre, el nUmero de genes que

presentan expresion diferencial disminuye considenaente Tabla 18).

24 h 48 h
dcl-1/2° ago-1° rdrp-1° dc-1/2 ago-1°  rdrp-1

Loci con mayor acumulacion 9 8 76 36 5 17
en mutante vs WT

Loci con menor acumulacion 8 26 11 238 4 89
en mutante vs WT

Tabla 18.Loci con mayores diferencias de expresiéon en lontes de silenciamiento respecto al silvestre. Se
indica el nimero de loci que presentaron una acagian al menos tres veces mayor o menor en losntesta
indicados respecto a la estirpe silvestre (WT).
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El analisis de los genes que presentan las magderencias de expresion génica
en los distintos mutantes respecto al silvestr® plesmanifiesto un mayor solapamiento
entre ellos y permitio identificar genes con vasoaéios de expresion diferencial en mas de
un mutante. Dado que los gerdiser y ago constituyen los elementos centrales de la
maquinaria canonica de silenciamiento, realizamosanalisisin silico de las posibles
funciones de estos genes regulados simultaneamendel-1/dcl-2 y ago-1. La Tabla 19
muestra las funciones propuestas para las proteio@espondientes, identificadas al
comparar sus secuencias con la base de datos tKEPSoviss-Prot, que contiene
informacion sobre proteinas con funciones conogigidizando el programa WU-BLAST
(Blosum45). Varios de los genes que muestran umenmexpresion en los mutantdiser
y ago respecto al silvestre podrian estar implicadoiieaiones relacionadas con la pared
celular (proteinas con ID 75156, 14092 y 861043pw el crecimiento (proteina con I[l)
82942) (verDiscusioén. Por otro lado, la mayoria de genes que acunmika mRNA en
los mutantes cifran proteinas que no presentanlitsidéis globales con proteinas de
funciones conocidas presentes en las bases de datogue varias de ellas contienen
dominios presumiblemente implicados en regulaciériadexpresion génica ébla 19).
Estos genes tienen el comportamiento esperado dell@ que son regulados
directamente por los ex-siRNAs (aumento de la esipnedel mMRNA en los mutantes de
silenciamiento). Sus posibles funciones reguladpoasian explicar el elevado niumero de

genes que muestran alterada su regulacion en lstas de silenciamiento.

Es interesante destacar que el gen que muestranayar expresion diferencial,
tanto en el mutantdcl-17/dcl-2° como en ebgo-1, es el que cifra la proteina con ID 83353
(Tabla 19). Este gen corresponde a uno de los loci prodestde ex-siRNAs de la clase I
y, ademas de aumentar la expresion del mensajeias anutantes mencionados, también
lo hace en el mutantelrp-1, tanto en las muestras de las 24 como de las 48 [f@bla
20). La proteina ID 83353 muestra una alta similitah la poliproteina Gag de los
retrotransposones de la familia Ty3/Gypsy, lo qadria confirmar el papel directo de la
maquinaria de RNAI en el silenciamiento de los gpmsones durante el crecimiento

vegetativo deéVl. circinelloides (ver Discusion).
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. L c
ID dg Iaa Tasa de cambblo Definicibn KOG Clase KOG
Proteina mutante/wt
14092 6.07 Glycolipid 2-alpha- Carbohydrate transport and
mannosyltransferase metabolism
27267 -4.98 Phosphoenolpyruvate carboxykinase Emauction and conversion
81113 45 Defense-related protein containing Function unknown
SCP domain
86104 362 Glycolipid 2-alpha- Carbohydrate transport and
mannosyltransferase metabolism
86710 -3.48 Serlne—threonme phosphatase 2B, General function prediction only
catalytic subunit
24134 346 Sorting nexin SNX11 Intracellular t_rafﬂcklng, secretion, and
vesicular transport
27693 318 Ca2+/H+ antiporter VCX1 and related Inorganic ion transport and
proteins metabolism
82942 -3.14 Cyclin General function prediction only
75156 3.09 O-mannosyl transferase Posttranslational modification, protein
turnover, chaperones
Polyadenylate-binding protein (RRM Translation, ribosomal structure and
82565 -3.07 : . :
superfamily) biogenesis
81803 -3.01 Poly(ADP-ribose) polymerase Parp Tnayoison
77287 +3.21 Homeobox protein General function ptésh only
75997 +3.58 Esterasel/lipase/thioesterase Lipicpranh and metabolism
76671 +3.92 FOG: Zn-finger General function prddicnly
Short-chain alcohol dehydrogenase/3-Secondary metabolites biosynthesis,
84028 +4.03 ;
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase transport and catabolism
85858 +24.6 RRM motif-containing protein Generaldtion prediction only
83353 +25.63 Zinc finger, CCHC-type. General function prediction only

Retrotransposon gag protein

Tabla 19.Genes diferencialmente expresados en los mutddtE&icl-2" y ago-1 respecto al silvestr@Nimero de
identificacién de la proteina en la version 1 desdgguencia genémica dé. circinelloides (http://genome.jgi-
psf.org/Muccil/Muccil.home.htnPLos signos (+) y (-) indican mayor o menor expresi@spectivamente, en los
mutantesdcl-1/dcl-2" y ago-1" respecto a la estirpe silvestre (wt). Para cada ge indica el valor de la tasa de
cambio fold change) en el mutantedgl-17/dcl-2° 0 ago-1) que muestra la mayor expresion diferencidDG:
grupos de ortdlogos eucariéticos. Es una herramiespecifica de eucariotas para identificar pragértlogas y
paralogas. Se incluyen las definiciones y grupo$Kal como aparecen en las proteinas anotadas.
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Log, de la tasa de cambio mutante vs WT para el locu®I83353

Tiempo dcl-1/dcl-2 ago-1 rdrp-1
24 h 2,27 4,68 1,85
48 h 3,75 4,31 2,69

Tabla 20. Valores de expresion diferencial en los mutantesilimciamiento para el locus ID 83353. Los
numeros indican el lggde la razén entre la expresion en los mutantesadds y la de la estirpe silvestre (WT).

El aumento en la acumulacion de mRNA en los mesame silenciamiento
asociado a la disminucion en la produccion de BN#& en esos mutantes es el
comportamiento esperado de los genes reguladostaiitente por ex-siRNAs. Para
verificar a nivel global la regulacién por los aRNAs de la expresion de sus mRNA
diana, se comprobo si los genes que solapan condiode ex-siRNAs muestran expresion
diferencial de mRNATabla 21). Una proporcion relevante de estos genes mostramno
aumento significativo en los niveles de mRNA enedlgs mutantes en los genes de
silenciamiento requeridos para la biogénesis de clmsespondientes ex-siRNAs. La
proporcion de genes diana de ex-siRNAs con expregdiferencial de mensajeros fue
similar en las muestras analizadas a las 24 y 48shde crecimiento vegetativo. Sin
embargo, excepto en unos pocos casos, como ehdalen lalabla 20, el aumento en los
niveles de mRNA fue modesto (entre 1,7 y 2 vecssyjiriendo que los ex-siRNAs
modulan la expresioén de los mMRNA diana sin prodeennbios drasticos en sus niveles.

Clases N° de genes Genes con expresion  Media de la tasa de
diferencial (%) cambio mutantes vs WT
Clase | 5 100 x1,85
Clase Il 187 27,5 x1,7
Clase Il 79 56,9 x2,1

Tabla 21. Porcentaje de genes diana de ex-siRNAs con exprégiérencial de mRNA significativa (valor p
ajustado < 0,05). Se muestra el nimero de genksdas en las tres clases principales de loci dsiRNAs y

el porcentaje de ellos que presenta expresionediéeal en los andlisis realizados a las 24 horaget@miento
vegetativo. El nimero de genes es menor que el mlidesexones porque hay genes que tienen mas ebadan
productor de ex-siRNAs. En la Gltima columna se straela media del incremento en el mMRNA acumulado e
las estirpes mutantes respecto a la estirpe siygsara los genes regulados por las diferenteg<lde ex-
siRNAs.
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De cualquier forma, los datos obtenidos corresporal patrones de expresion en
unas condiciones determinadas. No se puede ekxlpasibilidad de que el mecanismo de
silenciamiento génico eml. circinelloides pueda tener efectos mas acusados en la

expresion génica en diferentes condiciones derorento o estados de desarrollo.

lll. 3. 2. Analisis transcriptdmico mediante RNA-se.

La secuenciacion de RNA (RNA-seq) es una tecnolatgaarrollada como
consecuencia de los avances en las técnicas dens&mion masiva, que permite la
obtencion del perfil transcriptbmico de un orgarosen una determinada condicion
mediante secuenciacion de alto rendimiento (higbdifhput sequencing). La ventaja del
RNA-seq respecto a otros métodos es la mayor piacie la medida de los niveles de
cada uno de los transcritos y sus diferentes is@er(Wanget al. 2010). Debido a que los
datos de transcriptomica obtenidos mediante miciacea revelaron diferencias
moderadas en la acumulacién de transcritos en lwantes de silenciamiento respecto a la
estirpe silvestre, nos propusimos validar esodtegis y aumentar su resolucion mediante

la secuenciacion directa del transcriptoma.

Las estirpes incluidas en el estudio fueron: larpestsilvestre R7B, el doble
mutantedcl-1/dcl-2" y los mutantes simpleago-1, rdrp-1" y rdrp-2°. Las muestras de
RNA fueron aisladas de micelios sembrados en m&choYPG durante 24 y 48 horas en
condiciones de luz continua, ya que éstas fuersrctéadiciones en las que se habian
aislado y caracterizado los ex-siRNAs enddgenosG(YB8h). Estas muestras fueron
secuenciadas por la empresa BaseClear B.V. (Leldelanda) mediante la plataforma
lllumina (lllumina Genome Analyzer d). Los andlisis de calidad llevados a cabo para
cada una de las muestras pusieron de manifiestevada calidad de la secuenciacion (ver
apartado 11.17.2). El analisis bioinformatico de los datos se ll@/éabo por el Dr. Simon
Moxon de la Universidad de East Anglia (Reino Uhiden todos los casos, se compararon
las lecturas normalizadas para cada gen en cadadendos mutantes con las
correspondientes en la estirpe silvestre, idegtifiose aquellos genes con expresion

diferencial significativa (valor p-ajustado < 0,@5% de confianza estadistica).
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24 h 48 h

dcll/2° ago-1 rdrp-1 rdrp-2 dcll/2 ago-1 rdrp-1 rdrp-2

N° loci con mayor
acumulacion en 38 99 30 47 26 48 8 53

mutante vs WT

N° loci con menor
acumulacion en 193 294 323 81 49 85 26 55
mutante vs WT

Tabla 22.Loci con expresion diferencial significativa en lositantes de silenciamiento respecto al silvestre e
los experimentos de RNA-seq. Se indica el nimertocieque mostraron una mayor o menor acumulacen d
transcritos en la estirpe mutante indicada respacsilvestre, tanto a las 24 horas como a las ef8shde
crecimiento vegetativo.

La Tabla 22 muestra el numero de loci que presentaron expredii@nencial
significativa en cada uno de los mutantes respetdcestirpe silvestre, tanto a las 24 como
a las 48 horas de crecimiento. Se puede obsereareguestos experimentos, se obtuvo el
mayor numero de genes con expresion diferencidemuestras de 24 h, sobre todo en
los mutantes afectados en la maquinaria centralleleciamiento, los genalcer y ago.

En este sentido, cabe sefialar que los RNAs seaamscderivan de micelios crecidos en
medio completo, que han alcanzado una fase avamgadeecimiento a las 24 horas de
incubacion (medida por la turbidez de los cultivé®)r el contrario, los micelios utilizados
para la hibridacién de las micromatrices se incubagn medio minimo, por lo que
presentan un crecimiento mas lento y se encuestrdase exponencial temprana tras 24

horas de crecimiento.

Los valores de expresion diferencial obtenidos pagalistintos mutantes mediante
la secuenciacion de los mMRNASs fueron considerabiéensuperiores a los obtenidos en los
experimentos previos utilizando micromatrices. Tlabla 23 muestra los valores medios
del log de la tasa de cambio en la expresion génicaz(Eolgl Change [Log-C]) de los
genes con acumulacién diferencial de transcritde®mutantes de silenciamiento a las 24
horas de crecimiento. Como se puede observar,alobios en los niveles de expresion
génica respecto a la estirpe silvestre superacongpanedia, las tres veces (LBE> 1,6 0
<-1,6). De hecho, un numero significativo de gguresento valores de LgeC mayores a
3 6 menores a -3, lo que indica una acumulacidmaascritos al menos ocho veces mayor

0 menor en el mutante correspondiente respectestitpe silvestrel{abla 24).
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Media del log de la tasa de cambio mutante vs WT

dcl-1/dcl-2 ago-1 rdrp-1 rdrp-2
Mayor
acumulacion en 1,78 1,62 1,50 1,72
mutante vs WT
Menor
acumulacion en -3,13 -3,0 -3,0 -2,43

mutante vs WT

Tabla 23. Valores medios de expresién diferencial en los matade silenciamiento a las 24 horas de
crecimiento. Los nimeros indican la media de Idsrea obtenidos al calcular, para cada gen coresifr
diferencial, el log de la razén entre la expresion en los mutantesadds y la de la estirpe silvestre (WT).

24 h 48 h

dcll/2° ago-1 rdrp-1 rdrp-2 dcll/2 ago-1 rdrp-1 rdrp-2

N° loci con mayor
acumulacién en 4 0 1 4 7 1 3
mutante vs WT

N° loci con menor
acumulacién en 89 115 115 21 7 16 2 7

mutante vs WT

Tabla 24.Loci con mayores diferencias de expresién en loames de silenciamiento respecto al silvestre.
Se indica el nimero de loci que presentaron unmalacion al menos ocho veces mayor o menor {EGg
> 3 0< -3) en los mutantes indicados respecto a la essiipestre (WT).

La comparacion de los genes diferencialmente eagossen los distintos mutantes
puso de manifiesto un alto grado de solapamiente egllos, en el sentido de que la
mayoria de los genes identificados presentabaresior diferencial en mas de un mutante
de silenciamiento Rigura 44). Esta comparacion puso también de manifiesto la
participacion preferente de distintas combinaciateproteinas de silenciamiento segun si
la expresion de los genes se ve reprimida o actiesdlas estirpes mutantes respecto al
silvestre. Asi, 178 de los 193 genes que ven regairsu expresion en el mutardel-1
/dcl-2° son también regulados pago-1 y de éstos, el 91,5% (163) estan también
reprimidos en el mutantelrp-1" (Figura 44A). La proteina RARP-2 juega un papel menos

relevante en la represion de estos genes, ya tmé3de los 163 genes regulados g
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1/dcl-2, ago-1 y rdrp-1 (el 38,6%) reprimen también su expresion en elantetrdrp-2°
(resultados no mostrados). No se identificaron gem®n expresién reprimida
exclusivamente en los mutantigs-17/dcl-2, ago-1'y rdrp-2. Estos resultados sugieren un
papel esencial de las proteinas Dicer, Ago-1 y RilRR la regulacion de este grupo de
genes. Dado que estas son las proteinas requpdadasa biosintesis de la clase 2 de ex-
siRNAs, los genes identificados en estos andlistripn ser dianas secundarias de este
grupo de ex-siRNAs. Por otro lado, 35 de los 38gaque ven aumentada su expresion en
el mutantedcl-1/dcl-2° muestran el mismo comportamiento en el mutagtel y de
éstos, el 68,6% (24) son también regulados poertdyp-2 (Figura 44B). En este caso,
s6lo una pequefia proporcion de los genes  (30,48fuiaren tambiénrdrp-1,
identificAndose un Unico gen que ve activada suesifin exclusivamente en los mutantes

dcl-1/dcl-2, ago-1'y rdrp-1" (resultados no mostrados).

A B
ago-1 dcl-1'/dcl-2 ago-1 dcl-1'/dcl-2
294 genes 193 genes 99 genes 38 genes
rdrp-1 rdrp-2°
323 genes 47 genes

Figura 44. Andlisis de genes con expresion diferencial a lahi@as de crecimiento. Se muestra el
solapamiento entre los genes que ven reprimidaxptesion en los distintos mutantes respecto al
silvestre (A) y aquellos con mayor acumulaciénrdegcritos en los mutantes respecto al silvestre (B

La practica totalidad de los genes identificados lem experimentos de
micromatrices por presentar las mayores difererdasxpresion en los mutantdiser 1
/2"y ago-1" respecto al silvestreTéblas 18y 19), fueron también identificados en los
analisis transcriptomicos realizados mediante setaeion de RNA. Sin embargo, los

valores absolutos de expresion diferencial fuerderehtes, como se espera de la
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utilizacién de dos métodos distintos para medaxparesion génica. L&abla 25 muestra
los genes que presentaron los mayores nivelegpdesién en el mutantgo-1" respecto al
silvestre, indicandose los valores de expresiderelifcial en los restantes mutantes. Como
se ha sefialado anteriormente, mientras todos lossgeen alterada su expresion en los
mutantesrdrp-1’, s6lo una proporcién de ellos muestra diferensigsificativas en el

mutanterdrp-2.

ID de la Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC

proteina ago-1 vs WT dcl-1/-2vs WT  rdrp-1’ vs WT  rdrp-2 vs WT Definicion KOG

Uncharacterized conserved

82567 -8,09 -4,77 -6,78 -3,20 protein
RNA binding protein
79122 -7,46 -4,99 -6,69 - RBM12/SWAN
Expansin family protein.
85023 -7,32 -4,59 -6,01 - Contains a DPBB_1 domain
Mannosyl-oligosaccharide
86670 -7,16 -5,42 -6,84 - alpha-1,2-mannosidase
35389 -7,12 -5,71 -6,55 -4,10 FOG: RRM domain
Glycolipid 2-alpha-
14092 -7,03 -5,80 -7,56 -3,13 mannosyltransferase
Chromatin modification-
83735 -7,01 -6,89 -6,73 -7,38 related protein
81805 -6,95 -4,00 -5,05 - FOG: Zn-finger
79121 -6,86 -6,12 -5,565 - -
Uncharacterized conserved
85508 -6,72 -3,76 -4,82 - protein
78587 -6,67 -6,35 -7,03 -3,74 -
Uncharacterized conserved
82686 -6,65 -4,17 -5,11 - protein
82942 -5,47 -7,49 -5,516 -3,45 Cyclin

Tabla 25. Valores de expresion diferencial de los genes womayor nivel de represion en los mutantes de
silenciamiento tras 24 horas de crecimiento. S&#ndl log (Log, FC) de la razon entre la expresion en los
mutantes indicados y la de la estirpe silvestre YVBE incluyen las definiciones KOG de las protgital como
aparecen anotadas.

130



Resultados

La Tabla 26 muestra los resultados de un analisis similaizadd entre los genes
gue aumentan su expresion en los mutadites1/2" y ago-1'. En este caso, los cambios
en los niveles de expresion son menores que losaithos para el grupo de genes que ven
su expresion reprimidal ébla 25) y, como se ha sefialado anteriormente, mientradaju
mayoria de los genes ven aumentada su expresionnaa similar en los mutantedicerl
/2, ago-1"y rdrp-2,, s6lo una proporcion reducida de ellos altera thmbu expresion de

forma significativa en el mutanterp-1.

ID de la Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC

proteina ago-1 vs WT dcl-1/2vs WT rdrp-1' vs WT rdrp-2 vs WT Definicion KOG

Zinc finger, CCHC-type.

83353 6,24 5,30 - - Retrotransposon gag protein
SAM-dependent
74496 3,87 3,26 - 3,06 methyltransferases
77432 3,29 2,79 - 2,65 -
81703 3,05 3,31 - 2,87 -
Conserved protein, contains
93337 2,98 2,18 - 2,55 GRAM domain
Transcription elongation
44864 2,74 2,07 1,93 - factor TFIIS
Protein transporter of the
44243 2,69 2,37 - 2,34 TRAM superfamily
38974 2,65 2,17 - 2,43 Oxysterol-binding protein
91639 2,28 1,52 - 1,76 -

Long-chain acyl-CoA
46183 2,26 1,34 -1,33 1,69 synthetases

3-oxoacyl-(acyl-carrier-
72770 2,25 2,11 -1,45 2,61 protein) synthase

Serine/threonine-protein
95896 2,18 1,55 -1,81 2,25 kinase (PKA)

Tabla 26. Valores de expresion diferencial de los geneswan mayor acumulacion de transcritos en los
mutantes de silenciamiento tras 24 horas de crentmi Se indica el lgglLog, FC) de la razén entre la
expresion en los mutantes indicados y la de lapessilvestre (WT). Se incluyen las definiciones® Qe

las proteinas, tal como aparecen anotadas.
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Aun cuando el comportamiento de los genes indicatoda Tabla 26 es el
esperado de una regulacion directa por ex-siRNAs/@macumulaciéon de mRNA en los
mutantes respecto a la estirpe silvestre), solodeellos (ID 83353) corresponde a un
locus productor de ex-siRNAs. Este gen cifra uratgina que muestra similitud con la
poliproteina Gag de los retrotransposones de lailifarfy3/Gypsy y habia sido
identificado previamente en el andlisis transcnpt® con micromatrices como uno de los
que muestran mayor expresion diferencial, tant@sa2¥h como a las 48 h de crecimiento
(Tablas 19y 20). El resto de los genes expresados a partir deédproductores de ex-
siRNAs conocidos o bien no manifestaron diferensigsificativas de expresion en los
experimentos de RNA-seq realizados a las 24 h ee@nsiento o bien estas diferencias

fueron modestas, con valores medios de la tasardbio de entre 1,5 y 2 veces.

Las posibles funciones cifradas por los genes questran los mayores valores de
expresion diferencial a las 24 horas de crecimiamtolos experimentos de RNA-seq
(Tablas 25y 26) son similares a las identificadas en los expariog previos con las
micromatrices. Asi, varias de las proteinas queidisyen sus niveles en los mutantes de
silenciamiento podrian estar implicadas en fun@aeéacionadas con la pared celular (ID
85023, ID 86670, ID 14092) o la division celulad (82942). De hecho, algunos de estos
genes ya habian sido identificados en los expetwsetie micromatrices (ID 14092, 1D
82942) Tabla 19). Por otro lado, la mayoria de los genes que atanesu expresion en
los mutantes de silenciamiento cifran proteinasdmminios presumiblemente implicados
en la regulacién de la expresion génica o en tawsdn de sefales. Estas proteinas, a
excepcion de la ya mencionada proteina derivadeetletransposones (ID 83353), son
distintas a las identificadas en los experimen®snicromatrices, aunque pertenecen, en

principio, a grupos de genes funcionalmente sieslar

El nimero de genes que mostro diferencias sighifeside expresion tras 48 horas
de crecimiento en medio rico disminuyd notablemeaertpecto al identificado a las 24
horas Tabla 22). Estos genes mostraron, como media, valores regnde expresion
diferencial, sugiriendo que las diferencias de esign génica se atendan en la fase
estacionaria avanzada de crecimiento. Sin embdegip que los analisis de ex-siRNAs se
llevaron a cabo en estas condiciones (medio ri8dj)4es de esperar que una proporcion
significativa de los genes identificados puedands@nas directas o indirectas de los ex-
siRNAs de las clases 1-4. En efecto, el andlisisod genes que muestran los mayores
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aumentos de expresiéon en los mutadiear1/2" y ago-1" identifica un nimero elevado de

genes regulados directamente por ex-siRNAbla 27).

Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC

l?o?girl% ago-1 vs dcl-1/-2'vs rdrp-1" vs rdrp-2 vs  ex-siRNA Definiciéon KOG
P WT WT WT WT
ex-siRNA  Zinc finger, CCHC-type.
83353 6,42 5,76 5,93 3,46 clase Il Retrotransposon protein
C2H2 finger domain-
76671 4,88 4,48 - 5,17 - containing protein.
ex-siRNA
75923 4,50 7,88 - - clase Il Sortin nexin
Zn(2)-C6 fungal-type DNA-
82755 3,22 2,68 - 2,96 - binding domain.
ex-siRNA  Conserved protein. DNA
83549 2,76 2,75 - - clase Il replication control
Small heat-shock protein
39104 2,65 1,71 - 2,47 - Hsp30-like
ex-siRNA Predicted reverse-
85302 2,53 1,81 - 2,70 clase | transcriptase-like protein
Short-chain alcohol
84028 2,22 2,14 - 1,73 - dehydrogenase
91131 1,90 1,22 - 2,21 - Predicted methyltransferase.
ex-siRNA
82197 1,83 2,14 - 1,58 clase | -

Tabla 27. Valores de expresion diferencial de los genesutenmayor acumulacion de transcritos en los mesant
de silenciamiento tras 48 horas de crecimienton®iea el log (Log, FC) de la razén entre la expresion en los
mutantes indicados y la de la estirpe silvestre XVBE indica, en su caso, la existencia de ex-siRti&ivados de
los loci correspondientes. Se incluyen las defimies KOG de las proteinas, tal como aparecen astad

Tal y como se habia observado en las muestrazaaad a las 24 horas, la
mayoria de los genes que aumentan su expresidrs enutanteslicerl/2" y ago-1 a las
48 horas de crecimiento también lo hacen en el meitdrp-2°, aunque sélo una minoria
muestra diferencias significativas en el mutardep-1. Este comportamiento es el
esperado de una regulacion directa por ex-siRNA8& dtase |, como es el caso de varios
de los genes identificados (ID 85302, ID 82197 genes regulados por ex-siRNAs de la

clase Il deberian ver alterada su expresion enughmterdrp-1', ya que la produccion de
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esta clase de ex-siRNAs requiere la participac#rgdnrdrp-1. Esto es lo que ocurre en
uno de ellos (ID 83353). Sin embargo, hay que thaotar que, en los otros dos genes
regulados por ex-siRNAs de la clase 2 (ID 75923 83549) incluidos en [&abla 27, los
valores de expresion diferencial en el mutadte-1" estan justo por debajo del umbral de

confianza estadistica elegido (p-ajustado < 0,05).

El analisis de los genes que reprimen su expreggdforma significativa en los
mutantesdicer1l/2" y ago-1 a las 48 horas de crecimiento puso de manifiegto upa
proporcion significativa de éstos veian su expresgprimida en el mutantarp-2" y no
en el mutantedrp-1" (Tabla 28). Este comportamiento es distinto al observaddasn
muestras tomadas durante el crecimiento expondactib (24 horas), en el que los genes
que reprimen su expresion dependen delrgen1 (Tabla 25). Ello podria indicar que la
regulacion de ambos grupos de genes depende dedigimtos de ex-siRNAs, y apuntaria
a una acumulacion diferencial de las distintas eslade ex-siRNAs a lo largo del
crecimiento. El andlisis del repertorio de ex-siRiNén distintos estados de crecimiento

permitiria resolver esta cuestion.

Por otro lado, el patron de las funciones propsgeptaa los genes que muestran
expresion diferencial a las 48 horas de crecimiestdiferente del identificado a tiempos
menores de crecimientdgblas 27 y 28. Asi, varias de las proteinas identificadas @odri
estar relacionadas con actividad de transposonewbwolismo de lipidos, esporulacion,
envejecimiento celular y respuesta a estrés Discusion). Es importante destacar que
durante la fase estacionaria tardia ocurren losegas de esporulacion y acumulacion de
vesiculas lipidicas, asociados a una reduccion apogte de nutrientes. En cualquier caso,
aun cuando los datos de secuenciacion requierervalidacion experimental para su
confirmacién, la informacién obtenida en los expemtos de transcriptomica apoya el
papel de la maquinaria de silenciamiento en lalaegin de genes enddgenos MEn
circinelloides. De confirmarse, ello permitiria ampliar el reped de organismos
eucariéticos en los que el mecanismo de RNAI, adetedservir de defensa frente a la
invasion por acidos nucleicos extrafios, podriarotartuna amplia variedad de funciones

celulares enddgenas.
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ID de la Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC

proteina ago-1 vs WT dcl-1/-2vs WT rdrp-1' vs WT  rdrp-2 vs WT Definicion KOG

Chromatin modification-

83735 -4,98 -5,67 -6,47 -6,17 related protein
Predicted amino acid
35121 -4,83 -3,17 -1,93 -4,37 transporter
Esterol 24-C-
86285 -4,37 -4,80 - -4,30 methyltransferase.
26849 -4,06 -2,70 -2,23 -4,48 NADH:flavin oxidoreductase
Polysaccharide deacetylase:
50782 -4,02 -1,97 -1,91 -5,48 chitin deacetylase
Small nucleolar RNA
82526 -2,10 -1,80 - -2,18 associated protein
90667 -1,83 -2,15 - -1,77 Methyltransferase
30836 -1,75 -1,60 -1,45 -1,83 -
83045 -1,68 -1,33 - -1,71 Predicted lipase

Ca2+-dependent lipid-
89967 -1,62 -1,58 -1,54 -2,09 binding protein CLB1

Tabla 28 Valores de expresion diferencial de los geneswomayor nivel de represion en los mutantes de
silenciamiento tras 48 horas de crecimiento. Seandl log (Log, FC) de la razon entre la expresion en los
mutantes indicados y la de la estirpe silvestre YV&E incluyen las definiciones KOG de las protgita como
aparecen anotadas.
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lll. 4. Estudio fenotipico de los mutantes en la nta de silenciamiento.

Los resultados mostrados en los apartados antenat@an el papel regulador de
la maquinaria de silenciamiento én. circinelloides. Por un lado, dichos resultados
confirman la existencia de distintas clases de @®os RNAs enddgenos generados por la
maquinaria de silenciamiento. La mayoria de eBNAs corresponden a secuencias de
exones y regulan la acumulacion del mRNA corresjgone. Por otro lado, los datos
obtenidos en los experimentos de transcriptomidacam que los genes implicados en la
maquinaria de silenciamiento controlan, directandirectamente, la expresion de genes
endogenos. El elevado niumero de genes que ven adadsl expresion en los mutantes
afectados en la maquinaria de silenciamiento haeep que puedan presentar
alteraciones en diversos procesos celulares. Cofinetle establecer las diferentes
funciones fisiolégicas y los procesos celulares @gtédn bajo el control del mecanismo de
silenciamiento génico se realizé un estudio femnmipetallado de los mutantes afectados

en dicho mecanismo.

Se analizaron aspectos fenotipicos tales comadaced de la esporulacion durante
el desarrollo vegetativo, la produccion de zigoapodurante el desarrollo sexual, la
influencia del pH en la tasa de crecimiento, lgpuesta a distintas situaciones de estrés
(oxidativo, térmico), el proceso de autolisis ioidio por estrés nutricional y la virulencia

en sistemas heterdlogos

lll. 4. 1. Produccion de esporas durante el desartlo vegetativo.

Datos previos de nuestro laboratorio demuestran@gienutantesicl-2" y ago-1',
afectados en el mecanismo de silenciamiento, narestta disminucion en la produccion
de esporas asexuales respecto a la estirpe sélvestr una eficacia de aproximadamente el
30% (de Haroet al., 2009; Cervantest al., 2013). Con el objetivo de analizar
detalladamente la participacion de la maquinariasitenciamiento en el proceso de
esporulacién vegetativa, y debido al fenotipo gustnaron los mutantes mencionados, se
llevé a cabo el estudio de la eficacia de espoiutadel resto de estirpes mutantes en
genes de la ruta de silenciamientoMacor. En los andlisis se incluyeron las siguientes
estirpes: R7B (silvestre)f2d2° (MU412), rdrp-1° (MU419), rdrp-2° (MU420), qip
(MU430) y el heterocariontedrp-1/rdrp-2° (MU431). Todas las estirpes se sembraron en

medio solido MMC pH 3,2 y se incubaron durante @gak a 26° C. Diez colonias de cada

136



Resultados

una de las estirpes se incubaron en condicionészdeontinua, y otras diez réplicas por
estirpe se incubaron en oscuridad. Tras la reddleate las esporas asexuales producidas
por cada colonia durante el crecimiento vegetatwen apartado Il. 14 de Materiales y
Métodos), éstas fueron cuantificadas en la estirpe silggsen cada uno de los mutantes
(Figura 45A).
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Figura 45. Produccién de esporas vegetativas en las estirpéantas en la ruta de silenciamiento. (A) Los
datos representados corresponden a la media ytgrar de diez colonias independientes de cadgpestas
esporas producidas se cuantificaron en relaciGamhfio de cada colonia. Las estirpes fueron inasad
medio MMC durante 72 h en condiciones de luz caati(barras azules) y oscuridad (barras rojas)L(B3)
datos mostrados corresponden a diez colonias indepees de la estirpe silvestre y de los mutartigs1 y
rdrp-2° sembrados en medio minimo YNB durante 72h en c@ms de luz (barras amarillas) y oscuridad
(barras azules).
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Todos los mutantes mostraron una induccion de parakcion por la luz, como
ocurre en la estirpe silvestre (Nicokdsl., 2008). Sin embargo, los mutantelsp-2', qip’
y el heterocariontedrp-1/rdrp-2° mostraron una reduccion en la produccién de espora
vegetativas con respecto a la estirpe silvestesemtando una eficacia de esporulacion
similar a la de los mutantedcl-2° y ago-1. El mutanter2d2” también presenté una
disminucién de la eficacia de esporulacién (alredetel 50%), aunque con un fenotipo
menos acusado que el resto de mutantes afectastos.datos sefalarrdrp-2 y gip como
elementos de la maquinaria de silenciamiento, jeotodcl-2 y ago-1, implicados en la
regulacion del desarrollo vegetativo. El mutartigp-1" no presentd una disminucion de la
esporulacién en el medio semi-complejo MM§In embargo, si sufri6 una reduccién
significativa en la eficacia de esporulacion repecla estirpe silvestre cuando se analizé
su capacidad para producir esporas vegetativas egionrminimo YNB Figura 45B).
Estos resultados indican que el mutardep-1 muestra una sensibilidad a los cambios
ambientales, puesto que responde de manera difgrearc la produccién de esporas

vegetativas segun las condiciones de cultivo.

lll. 4. 2. Produccién de zigosporas durante el desallo sexual.

M. circinelloides es un hongo heterotélico que presenta dos tipeskes, (+) y (-).
El ciclo sexual tiene lugar cuando dos miceliodiderente sexo interaccionan entre si y
forman unas estructuras sexuales denominadas pigesplonde ocurre la fusion de los

nacleos de distinto tipo sexual (cariogamia).

Con la finalidad de comprobar la participacion deauta de silenciamiento en el
desarrollo sexual del hongo, se llevé a cabo wndastde la produccién de zigosporas de
cada uno de los mutantes en la maquinaria de silarento, todos ellos de sexo (-),
durante la interaccién sexual con la estirpe diteede sexo opuesto NRLL3631 (+). Se
sometieron a estudio la estirpe silvestre R7B (gsymutantesicl-1", dcl-2", dcl-1/dcl-2’,
ago-1, r2d2, rdrp-1 vy rdrp-2. Esporas de las estirpes (-) y (+) se inocularama
distancia aproximada de 2 cm en placas de medioYdRD y se incubaron a temperatura
ambiente en condiciones de oscuridad. Tras veifds de incubacion se analizo la
produccion de zigosporas de la estirpe silvestrdeylos mutantes al interaccionar
sexualmente con la estirpe (+). La produccion desporas en los cruzamientos silvestres

se puede observar a simple vista como una linaaasn la zona de interaccién de los
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micelios de los dos sexoBigura 46A). Esta linea oscura fue mucho mas sutil en algunos
de los cruzamientos que implicaban a mutantes eesgee silenciamiento, lo que sugeria

una menor produccion de zigosporas.
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Figura 46. Produccién de zigosporas en mutantes de la rusdleteiamiento. (A) Interaccién sexual de la
estirpe silvestre y el mutantelrp-2° con la estirpe de sexo (+). La flecha roja seffmlproduccion de
zigosporas en la zona de interaccién. Se muestreour histolégico de la zona de interaccién sexual
observado al microscopio 6ptico (10x). (B) Cuaaifiion de la producciéon de zigosporas en mutasries
genes de silenciamiento. Los datos representadossponden a la media y error tipico de las zig@spo
observadas en doce cortes histolégicos (0,003 denla zona de interaccién sexual de cada mutamtda
estirpe de tipo sexual (+), relativos a los valaletenidos en el cruzamiento de las estirpes sib®s
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La cuantificacién de la produccién de zigosporas lps distintas estirpes fue
imposible llevarla a cabo mediante recoleccién pteo de las mismas, ya que éstas
permanecian adheridas fuertemente al medio. Par, tancuantificacion de las zigosporas
se realizé al microscopio 6ptico. Para ello, segeron secciones de 1 de la zona de
interaccion sexual, que fueron fijadas con formaide y posteriormente congeladas para
obtener con el criotomo cortes de 30 um, que fuatibzados para contar las zigosporas
al microscopio optico ver apartado Il. 15 de Materiales y Métodoy Para cada
interaccién se analizé la presencia de zigosparaoee cortes histologicos de 0,003°cm
cada uno. Los datos obtenidos se representan Eiguea 46B, donde se muestran los
porcentajes medios de zigosporas que produce catent@ durante el ciclo sexual, en
relacion con la estirpe silvestre. El andlisis deo® resultados puso de manifiesto una
reduccion (aproximadamente del 50%) en la prodacd@zigosporas en el mutanBel2’,
mientras que los mutantedrp-1" y rdrp-2° mostraron una disminucién muy significativa
en la produccién de zigosporas, sugiriendo un pdpetstos dos genes en el desarrollo

sexual.

lll. 4. 3. Influencia del pH en la tasa de crecimigto.

M. circinelloides es capaz de crecer en un amplio rango de pH, mdstran
crecimiento compacto y denso a pH acido, lo qukigar a colonias pequefas y discretas,
y un crecimiento mas extendido a pH basico, gederamlonias mas grandes y menos
compactas que pueden llegar a extenderse pordqolada. En este apartado se muestran
los resultados obtenidos al caracterizar el crexsitoide los diferentes mutantes de la ruta
de silenciamiento en respuesta a distintos pH,etabjetivo de determinar si alguno de

ellos presentaba alguna diferencia con la estihpessre.

Pequefas gotas de suspensiones de esporas (1008sé&sma, n = 5) de cada una
de las estirpes a estudiar se inocularon en pleasedio rico YPG a diferentes pH: pH
2,25 Figura 47A), pH 4,5 Figura 47B), pH 6 Figura 47C), pH 7 Figura 47D) y pH 8
(Figura 47E). Se realiz6 el seguimiento de cada una de lasiad midiendo su diametro
cada 24 horas. En las gréaficas se muestra el tamafim de las colonias de cada una de
las estirpes a diferentes tiempos de incubaciomogndistintos medios. Los resultados
indican que solo a pH muy acideidura 47A, pH 2,25) se observa alguna diferencia en la

tasa de crecimiento de las estirpes analizadasjugatras 48 horas de incubacion, las
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colonias de los mutantedrp-1 y rdrp-2° comienzan a crecer de forma menos compacta,
dando lugar a colonias mas grandes que la estiymstse. En el resto de condiciones
analizadas no se encontraron diferencias signesten el patron de crecimiento

vegetativo de los mutantes respecto de la estingsse R7B.
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Figura 47. Caracterizacién del crecimiento de los mutantesfexethtes pH. Los datos representados
corresponden a la media y error tipico del diamdgainco colonias de cada una de las estirpes (las
barras de error tipico son dificilmente apreciable$a mayoria de los puntos por sus bajos valdras)
estirpes fueron sembradas en medio rico YPG a bl (3), pH 4,5 (B), pH 6 (C), pH 7 (D) y pH 8 (E),

lll. 4. 4. Respuesta a estrés oxidativo.

Dado que los mutantes en los gendrp-1 y rdrp-2 muestran alteraciones en las
respuestas a algunos estimulos ambientales (ini@nacsexual, condiciones de pH
extremo), se estudid la respuesta de estos mutarte®rsas situaciones de estrés, como
estrés oxidativo y estrés térmico, con el fin daliaar su capacidad de respuesta a

situaciones extremas en comparacion con la esikpestre.
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Las especies reactivas de oxigeno son toxicadga#rdula, ya que provocan dafios
en el DNA y reaccionan y oxidan los aminoacidodadeproteinas y los acidos grasos de
los lipidos, alterando su funcién. Para determilaacapacidad de respuesta a estrés
oxidativo de los mutantes en los gendrp, €stos se sembraron en medio minimo YNB pH
3,2 en presencia de diferentes concentracionesediido de hidrégeno @®,). Las
estirpes sometidas a estudio, auxétrofas paraukziniz (Leu), se transformaron con el
plasmido pLeu4, que complementa dicha auxotroféaa gpoder cultivarlas en medio
minimo YNB. Se sembraron tres réplicas de cadaderias estirpes (R7Bdrp-1"y rdrp-

2) en las diferentes concentraciones &340 mM; 2,5 mM; 5 mM; 6 mM; 7,5 mM y 10
mM. Se inocularon alrededor de 1000 esporas vialgda estirpe correspondiente en cada
caja, y se incubaron a 26°C durante 72 horas etictones de oscuridad. Tras ese tiempo

se determino el porcentaje de supervivencia de eadale las estirpebigura 48).
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Figura 48. Respuesta a estrés oxidativo de los mutandes-1" y rdrp-2. Se representa el
porcentaje de supervivencia de la estirpe silvegties mutantesrdrp-1" y rdrp-2° frente a
diferentes concentraciones de perdxido de hidrageos datos representados corresponden a la
media y error tipico de tres experimentos indepartds de cada estirpe.

Como se desprende de los resultados obtenidosutantardrp-1° muestra una
mayor resistencia al estrés oxidativo que la estgipvestre, siendo esta diferencia mas
significativa a concentraciones de 5 mM dg}] condicion en la que la supervivencia de
la estirpe silvestre y el mutantdrp-2° se ve muy comprometida. A concentraciones mas
bajas (2,5 mM de }D,) también el mutantedrp-2° muestra diferencias significativas
respecto a la estirpe silvestre en la respueskstags oxidativo, pero esta diferencia

desaparece a concentraciones mayores de peréxitidrdgeno. En conjunto, estos datos
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ponen de manifiesto la mayor capacidad de los rmegaren los genegdrp,
fundamentalmente del mutantedrp-1, para responder a condiciones ambientales

extremas.

lll. 4. 5. Respuesta a estrés térmico.

Se comprobd la capacidad de los mutamé-1" y rdrp-2° para crecer a
temperaturas inusuales, con objeto de analizar espuesta al estrés térmico. La
temperatura Optima de crecimiento Mecircinelloides es 26°C, por lo que se analizo la
termotolerancia en medio minimo (YNB) y en medimm®mplejo (MMC) a 26°C, 37°C
y 40°C. Para los experimentos en medio minimo #zanbn las estirpes originales

transformadas con el plasmido pLeu4.

Las estirpes analizadas (R#8rp-1"y rdrp-2’) se sembraron por triplicado en cada
medio y condicién. En medio YNB pH 3 se sembrar60®esporas/caja, y en medio
MMC pH 3 Unicamente 250 esporas/caja, ya que enrestlio las colonias adquieren un
mayor tamafo. Tras 72 horas de incubacién en asm)rise valoré el porcentaje de
supervivencia de las distintas estirpes a cadadmtya Figura 49). Los datos revelan
una clara influencia del medio de cultivo en rélaca la capacidad de las distintas estirpes
para germinar y crecer a temperaturas restrictinagpendientemente de la presencia de
mutaciones en la maquinaria de silenciamiento. Etlimm minimo YNB no permite el
crecimiento a 37°C de ninguna de las estirpes iestasi mientras que en medio MMC
todas las estirpes presentaron colonias a dichpei@tura. En este caso, los mutantes en
los genesdrp mostraron unos valores de supervivencia ligeragne@nores que la estirpe
silvestre, aunque las diferencias fueron poco Bigivas. A 40°C no se detectd

crecimiento de ninguna de las estirpes en ningerlogimedios utilizados.
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Figura 49. Termotolerancia de la estirpe silvestre R7B yrtagantesdrp-1"y rdrp-2° en
distintos medios de cultivo. Se representa la mediarror tipico de los valores de
supervivencia de las distintas estirpes a 26°C 4C 33 medio minimo YNB y medio
semicomplejo MMC. Los datos estan referidos a kEsres obtenidos para cada estirpe en
medio MMC a 26°C.

Aungue no se detectaron grandes diferencias egrdidtintas estirpes en cuanto al
porcentaje de supervivencia, si se observé una diferencia en la tasa de crecimiento a
37°C en medio MMC. Para cuantificar estas difeas)cse determino el diametro de 40
colonias independientes de cada una de las estrgeglas en MMC a 37°CFigura
50A). Las colonias de los mutantedrp-1" y rdrp-2° fueron significativamente mas
grandes que las de la estirpe silvestre, siendotiess veces mayor el diametro de las
colonias de los mutanteSstas diferencias de tamafio no se observaron clan@stirpes
se incubaron en el mismo medio a 26F@gra 50B), sugiriendo que la falta de funcién
de los genesdrp-1" y rdrp-2°, ain cuando no afecta significativamente a laadpd de
germinacion de las esporas a temperatura res#jgirovoca un aumento en la tasa de
crecimiento a dicha temperatura y refleja, pordanha alteracion en la respuesta al estrés
térmica En conjunto, estos datos sugieren gue las enzidBPRson necesarias para que
Mucor desencadene una adecuada respuesta frente aadistindiciones de estrés.
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Figura 50. Tasa de crecimiento de los mutantéig-1" y rdrp-2° a temperatura restrictiva. (A) Se representa
la media y error tipico del diametro de 40 colommependientes de cada una de las estirpes atadizbas
colonias se incubaron en medio MMC pH 3 a 37°Cachgr 72 horas. (B) Los datos representados
corresponden a la media y error tipico de diezreatindependientes de la estirpe silvestre y lowntes

en los genesdrp incubados en medio MMC pH 3 a 26°C (las barraemer tipico son dificiimente
apreciables por sus bajos valores).

lll. 4. 6. Cuantificacién del proceso de autolisis.

La autolisis fungica es un proceso natural queistsen la autodestruccion de las
propias células debido a la actuacion de enzindsliticas como proteasas, glucanasas y
quitinasas que destruyen la pared celular (Wéitel., 2002). Este proceso ocurre en
muchos hongos filamentosos, principalmente en vadticon un elevado grado de
envejecimiento, y esta inducido por la falta derientes. La autolisis ha sido muy
estudiada en hongos con gran importancia industaaho Penicillium chrysogenum
(McNeil et al., 1998) yAspergillus niger (van Munsteret al., 2012), y otros organismos
modelo comaA. nidulans (Reyeset al., 1989) yN. crassa (Reyeset al., 1981) Ademas,
este proceso también ha sido estudiado en Mucocale® B. trispora (Nanou et al.,
2007) yMucor rouxii (Alfonsoet al., 1992)

Durante el analisis fenotipico de los mutantes taflexs en el mecanismo de
silenciamiento se hizo evidente que algunas de estérpes parecian sufrir un proceso de
autolisis prematura, ya que los cultivos envejezide ciertos mutantes se lisaban mas
rapidamente que la estirpe silvestre. Para carzatatetalladamente este fenomeno, todas
las estirpes mutantes en genes de la maquinarslateiamiento, asi como la estirpe
silvestre, fueron incubadas durante un periodoopgddo de tiempo en placas de medio
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rico, analizdndose la aparicion de zonas de linidas diferentes estirpes a distintos

tiempos de incubacién.

Los experimentos se llevaron a cabo con las estiRYB (silvestre), MU40ai¢l-
1), MU410 (dcl-2), MU411 (dcl-1/dcl-2), MU412 §2d2), MU413 @go-1), MU414
(ago-3), MU416 @go-2), MU419 (drp-1), MU420 (drp-2) y MU430 @ip), que fueron
sembradas por triplicado en medio rico YPD a 26°@aeibadas en condiciones de
oscuridad continuavér apartado Il. 16 de Materiales y Métodos Una vez que los
micelios alcanzaron la fase de crecimiento estacionen el que el micelio cubre toda la
placa (3-4 dias), se siguio la evolucion de losvag mediante la toma de imagenes de los
micelios con un escandHP Scanjet G4010dras distintos dias de incubacién, con el
objetivo de realizar un seguimiento de la apariaiten lisis en las diferentes estirpes
(Figura 51).

Dia 13

R7B del-1- del-22 del-17/2 r2d2- ago-1- ago-3-  ago-2- rdrp-1-  rdrp-2- qip
Dia 17

R7B del-1- del-22 dcl-1/2 r2d2- ago-1- ago-3-  ago-2- rdrp-1-  rdrp-2- qip

R7B del-1- del-2- del-172- v2d2- ago-1- ago-3- ago-2-  rdrp-1-  rdip-2- qip

R7B del-1- del-2- del-172- r2d2- ago-1- ago-3- ago-2-  rdrp-1- rdrp-2- qip”

Figura 51. Proceso de autolisis en la estirpe silvestre y atamtes de la maquinaria de silenciamiento.
Todas las estirpes fueron incubadas en medio rie® 4 26°C en oscuridad. En la parte superior se
indican los dias de incubacidn de los micelioslem@amento de la obtenciéon de la imagen. Las iméagene
son representativas de las tres réplicas realizadas
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Todos los micelios ocuparon la totalidad de la pltras 4 dias de crecimiento,
permaneciendo intactos hasta el dia 17. Al diaiesige (dia 18) se desencadend un
proceso de autolisis acelerada en los mutadde®, dcl-1/dcl-2°, ago-1', rdrp-2° y qip,
gue en menos de 24 horas provocé la degradacigmadticamente todo el micelio. El
mutanter2d2” también presenté un mayor grado de autolisis gestirpe silvestre, aunque
ésta no avanz6 a la misma velocidad que en losnmtestanencionados anteriormente. El
fenotipo de lisis acelerada es especifico de lommbeis mencionados, ya que el resto de
las estirpes, los mutantdsl-1’, ago-3, ago-2, y rdrp-1" no lo presentaron, manteniendo
hifas viables durante mas de 30 dias, al igualajestirpe silvestre. Si se observo en todas
estas estirpes un pequefio halo de lisis tras 25d@igncubacion, consecuencia natural del
propio envejecimiento de los micelios. El fenotgm autolisis acelerada mostrado por los
mutantesdcl-2’, dcl-1/dcl-2, ago-1, rdrp-2 y gip esta asociado con la degradacién
completa de las hifas del hongo en el area liskip@ 52), lo que constituye el dltimo

paso del proceso de autolisis inducida por ayunautigentes (Emret al., 2008).

Figura 52. Destruccion de las hifas y formacion de hifas vaeia cultivos envejecidos de mutantes de
silenciamiento.(A) Se muestra la autolisis acelerada de cultivogejecidos del mutantago-1" en
comparacion con la estirpe silvestre. (B) El mmdisado del mutantago-1 presenta vacuolizacién e
hifas vacias en el limite entre las areas micglid¢ autolisis (izquierda), mientras que la paeweti@al del
area de autolisis esta completamente libre de mbféangico (derecha). Las fotografias corresponden
cultivos incubados en medio YPD durante 18 diasalas= 10Qum.
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Para cuantificar el proceso de autolisis acelemada presentaron algunos de los
mutantes afectados en genes de silenciamientami@dgenes obtenidas a los distintos
tiempos de incubacion se analizaron mediante efjranoa de libre acceso ImageJ

(rsbweb.nih.gov/i) (ver apartado Il. 16 de Materiales y Métodoys Este programa de

analisis de imagen proporciond los valores cormegigmtes a las areas de micelio intacto
y autolisado, expresando los resultados como ptajeede lisis (area de lisis/area total de
la placa) que mostré cada una de las estirpetosatiferentes dias de incubacidfigura

53). Los mutantedcl-2, dcl-1/dcl-2°, ago-1, rdrp-2° y qgip presentaron el 90% del
micelio autolisado tras 18 dias de incubacion altelp a alcanzar practicamente el 100%
de micelio lisado el dia 19. Sin embargo, la estsivestre y los mutantekl-1, ago-3,
ago-2, y rdrp-1° presentaron menos del 20% de la superficie detlmilisada tras 19
dias de incubacion, manteniéndose este porcentajggamente inalterado durante mas de
25 dias. Como se sefiald anteriormente, el mut2dg presentd unos valores de autolisis
intermedios, indicando la participacion parcial gehr2d2 en el control de este proceso.
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Figura 53. Cuantificaciéon del proceso de autolisis celular lenestirpe silvestre y en mutantes
afectados en la maquinaria de silenciamiento. 8kanel porcentaje de autolisis (area de lisis/area
total de la placa) que mostraron las diferenteispesttras 17, 18 6 19 dias de crecimiento en medio
rico YPD, a 26°C y en condiciones de oscuridad. datos representan la media y error tipico de tres
experimentos independientes.
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Los datos obtenidos indican que mutantes afectadogenes esenciales de la
maquinaria de silenciamientdgcl-2, ago-1, rdrp-2 y qip, activan el programa de lisis
inducida por ayuno de nutrientes a tiempos merqueda estirpe silvestre y sugieren que
la deficiencia en alguno/s de los ex-siRNAs cuyalpccion depende de estos genes altera

la activaciéon de dicho programa por estrés numalio

lll. 4. 7. Analisis de la virulencia en sistemas heroélogos.

M. circinéloides ha sido identificado recientemente como un patdgsortunista
emergente, agente causal de una infeccion funginandinada mucormicosis que puede
llegar a ser letal (Alvarezt al., 2009). Esta infeccion prevalece principalmente en
pacientes inmunodeprimidos como consecuencia derreaflades hematopoyeéticas,
transplante de 6rganos, diabetes mal controladéHp Aunque también se han detectado

casos de infeccion en personas no inmunodeprimidas.

La colaboracion de nuestro grupo con el grupo idimigoor el profesor Joseph
Heitman (Universidad de Duke, EE.UU), ha permitilonostrar una clara relacion entre
el tamafo de las esporasMacor y su virulencia. El estudio realizado demuestra lqs
esporas grandes y multinucleadas, producidas poedairpes silvestres de sexo (-), son
mas virulentas que las esporas pequefas y majamtamte uninucleadas producidas por
la estirpe NRLL3631 de sexo (+) (et al., 2011). Dado que algunos de los mutantes
afectados en genes de silenciamiento muestraractiaes en la produccion de esporas
vegetativas y en las respuestas a distintas situeside estrés (térmico, oxidativo), que
podrian estar asociadas al proceso infectivo, akzann vivo la capacidad patogénica de
los diferentes mutantes afectados en la maquinarisilenciamiento [todos de sexo (-)].
Para ello, se utiliz6 como hospedador un organibeterélogo, concretamente larvas de
Galleria mellonella, conocida como la polilla de la cera.

Las estirpes sometidas a estudio fueron los mwamMig406 (cl-1), MU410
(dcl-2), MU411 (dcl-1/dcl-2), MU413 @go-1), MU414 (@go-3), MU416 (@go-2),
MU419 (drp-1), MU420 {drp-2), todos ellos afectados en los genes clave de la
maquinaria de silenciamiento, y las estirpes sitessR7B (-) y NRLL3631 (+). De cada
una de las estirpes se prepararon esporas frepoase diluyeron en tampdén PBS para
inyectar 1000 esporas/larva en un volumen de &tjlizando una microjeringa Hamilton

de 10 pl (Hamilton 701 RN, Fisher Scientific). Lag/ecciones se realizaron en un
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pseudopodo del penultimo anillo de la larva, patitaedafiar la masa intestinal. En cada
experimento se inyectaron veinte larvas por estirpalizandose varios experimentos
independientes con muestras biologicas diferenieas la infeccion, se analizd la
mortalidad de las larvas a intervalos de un diaarte un plazo de 7-8 dias. Las larvas
infectadas con las estirpes Mecor patogénicas mostraron tejido necrosado en la zena d
inoculacioén a partir de las 24 horas de la inyetcificha necrosis se iba expandiendo por
el resto de la larva hasta que finalmente mdfiguga 54A). Como se habia descrito
previamente, la inoculacién con esporas de lapestie tipo sexual (+) (NRLL3631) dio
lugar a un porcentaje de supervivencia proximoCfl%a, al igual que ocurre cuando se
inyecta soélo el tampdén PBS. Sin embargo, todosrotantes analizados presentaron un
grado de virulencia similar al que muestra la pstisilvestre R7B (-), dando lugar a la
necrosis y muerte de la mayoria de las larvas tedes en el plazo de 5-6 di&Sglra
54B). Resultados similares se obtuvieron en réplicagsivas del experimento, variando
en algunos casos el patron temporal de letalidad,sg mostré dependiente del lote de
larvas utilizado Figura 54C).
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Figura 54. Estudioin vivo de la virulencia de las estirpes mutantes en gdeesilenciamiento. (A)
Larvas deGalleria mellonella antes y después de la infeccién con las estirpgsg@nicas délucor.
Tras la inyeccion de las esporas, las larvas ptasemecrosis a partir de la zona de inoculacion, y
finalmente mueren. (B) Porcentaje de supervivedeitdarvas dé&alleria infectadas con esporas de las
diferentes estirpes. Veinte larvas fueron infectactan 1000 esporas/larva de cada uno de los mstante
afectados en genes de silenciamiento y de lapestsilvestres NRLL3631 (+) y R7B (-). (C) Réplica
del mismo experimento, con un lote diferente dedsr Por claridad, s6lo se muestran los datosgle la

estirpes silvestres y los mutantes afectados eesgesenciales para la ruta candnica de silencitonéen
M. circinelloides.

Los resultados obtenidos indican que los mutamegeses de silenciamiento no
parecen mostrar grandes alteraciones en el pagodwirdlencia, al menos cuando se
utilizan modelos heter6logos como hospedador. &ligiere que la patogenecidad Me
circinelloides no esta regulada, al menos de forma significatpar, la maquinaria de
silenciamiento, aunque seran necesarios nuevogimgreos, utilizando otros modelos
animales, para descartar la participacién del msgande silenciamiento en el control de
la patogénesis avl. circinelloides.
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V. DISCUSION
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IV. 1. La maquinaria de silenciamiento génico d#. circinelloides.

El silenciamiento génico mediado por RNA es un dejop mecanismo de
regulacion génica, que suprime de forma especlficaxpresion de los genes diana
mediante la accion de pequefias moléculas de RNAardefio definido, que inducen la
degradacion del mRNA, impiden su traduccion o iehibsu transcripcion. EIM.
circinelloides,nuestro grupo de investigacion ha descrito latexga de un mecanismo de
silenciamiento génico post-transcripcional asociadi presencia de moléculas de siRNAs
de dos tamanos distintos, 21 y 25 nt (Nica#al.,2003) y ha identificado los principales
componentes que intervienen en el mismo. Este rsmanresponde a la introduccion
tanto de transgenes con repeticiones invertidasggueran directamente dsRNA (de Haro
et al, 2009), como de transgenes con sentido, en cuyo @ requiere de la proteina
RARP-1 para transformar el ssSRNA en la moléculdsiRNA inductora del silenciamiento
(Caloet al.,2012). Esta molécula de dsRNA es procesada pralndaucleasa Dcl-2 para
dar lugar a los siRNAs de 21 y 25 nt (de Hetaoal., 2009), que son incorporados al
complejo RISC. En este complejo una de las caddglasRNA es degradada, permitiendo
asi que la proteina Ago-1, unida a la cadena gliaiB@NA, identifique al mMRNA diana y
provoque su degradaciéon (Cervantess al., 2013). Los productos resultantes de la
degradacion del mRNA diana son reconocidos pordéefna RdRP-2 que genera nuevas
moléculas de dsRNA, amplificando asi la sefial ahide silenciamiento (Calet al.,2012)
(Figura 6).

Un paso clave en el mecanismo de silenciamientia estivacion del complejo
RISC, donde es critica la eliminacion de la cadpaaajera” del siRNA para la eficiente
activacion del complejo. Asi, eN. crassa una exonucleasa que interacciona con la
proteina Argonauta QDE-2, denominada QIP (QDE-@rautting Protein), es la encargada
de la degradaciéon de la cadena pasajera, una ee@D&-2 ha realizado en ella un corte
endonucleolitico (Maitiet al., 2007). Esta proteina es esencial para el silenedm
génico enN. crassa lo que pone de manifiesto su papel crucial emadtvacion del
complejo RISC. ENnT. brucei también se identific6 una exonucleasa 3-5' de la
superfamilia DnaQ, denominad@RIF4, encargada de la conversién de los duplex de
siRNAs en siRNAs de cadena sencilla (Bareeal.,2012). Ambas exonucleasas cumplen
funciones similares, aunque no idénticas, en lwabn del complejo RISC, ya que la
proteinaTbRIF4 puede llevar a cabo la conversiéon de los dugéesiRNAs en moléculas
de cadena sencilla en ausencia de la actividatitzstale Argonauta (Barnex al.,2012).
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También la situacion en el caso Deosophila es distinta, ya que la eliminacién de la
cadena pasajera es llevada a cabo por C3PO, upaibnducleasa dependiente de g
cuya subunidad catalitica, Trax, promueve la actbradel complejo RISC mediante la

eliminacion de la cadena “pasajera” (Liu et al1@0

La disponibilidad de la secuencia gendmicaNMiecor permitié identificar una
proteina que, aunque presenta una baja identiddazhlg(15%) con la proteina QIP de
Neurospora podria ser funcionalmente similar. Esta secuemecuye un dominio
Ribonucleasa H similar al dominio exonucleasa 3gGe presenta la proteina QIP de
Neurospora que pertenece a la superfamilia DEDDh. Conseavabitén los residuos
criticos presentes en los diferentes motivos deoditominio, donde la histidina del motivo
lll es la encargada de dirigir el ataque nucledfilal enlace fosfodiéster terminal y es
esencial para la actividad exonucleasa (Hanadaa., 2002) Figura 55). Ello nos llevé a

denominawqip al gen identificado eMucor.

Motivo 1 Motivo Il Motivo 111

* k¥ * * *
F.oooli DNA G QIVLDTETTGM. . . LVIHNAAFDICEM, . KRTLHGALLDAQIL

N. crassa @l FVAIDLEAYEL. .. LVFADQSQDLEKYI. . WENMANAGNDAVYT
T obrucei RIFA  FVFLDVEAAVY ., .  LINKGSLMDVQOAL, . YTESHCALKDAQVI
Mucor QZF FVSIDIEAYEK. . . LVGHGLDSDLKYL ., . . TWNLANAGNDAHOYT

Figura 55. Alineamiento de las secuencias de los tres motimeoacteristicos de las exonucleasas 3'-5' de la
superfamilia DDEDh: DnaQ dE. coli, QIP deN. crassaRIF4 deT. bruceiy Qip deMucor. Se indica en
color rojo y con asterisco aquellos aminoacidascos conservados en los tres motivos de las exeasas.

En la region reguladora del locgi, aguas arriba del posible coddn de inicio de la
traduccion, se encuentran dos elementos caracteristicos deofpea de hongos
filamentosos, una region de 28 pb rica en pirinadiry una secuencia CAAT cuatro
nucleodtidos aguas abajbigura 15) (Gurret al, 1987). Sin embargo, no existe un motivo
canodnico TATAAA, hecho que no es infrecuente eregate hongos filamentosos (Mety
al., 1987; Koset al, 1988). Ademas, la ausencia de dicho motivo sacimia con la
presencia de secuencias ricas en pirimidinas edpemite largas (Guret al, 1987),
regiones que han sido implicadas en la correctaarion de la transcripcion en algunos
promotores deéA. nidulans(Puntet al, 1990). La determinacién del extremo 3’ del gen
mediante experimentos de 3'RACE permitid identifitaa secuencia de poliadenilacion
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AAUAAA, 202 pb aguas abajo del codon fin de mensi#gé gen (UAA) Figura 15).
Dichos experimentos también permitieron la obtemalél cDNA completo deajip, de
1005 pb, cuya comparaciéon con la secuencia genommoatrdO con exactitud la
localizacion de los dos intrones anotadéigifra 15). El tamafio del cDNA corresponde al
tamafio del mRNA detectado mediante Northern blotify|a una proteina de 334

aminoacidos.

El analisis de la expresion del ggip en la estirpe silvestre reveld la existencia de
un transcrito del tamafo esperado, que se expreft@asaniveles durante el crecimiento
vegetativo Figura 19). Dicho analisis permitiéo determinar que la exjinesdeqip no se
induce por la luz, a diferencia de lo que ocurreotnos genes de la maquinaria de
silenciamiento deMucor, como ago-1 (Cervanteset al, 2013) La luz regula muchos
aspectos de la biologia fangica, incluyendo el aiela de estructuras reproductivas y la
biosintesis de carotenos, que facilitan la adafayi la supervivencia en la naturaleza
(Corrochano y Garre, 201pado que la maquinaria de silenciamientoMiecor parece
estar principalmente implicada en la respuestaialeg ambientales y de desarrollo (ver
mas adelante), se ha especulado que la regulacidia juz deago-1podria ser parte de
una respuesta dirigida a modular la expresion degémes que responden a la luz por la
maquinaria de silenciamiento (Cervan&tsal, 2013). El hecho de que la expresion del
gen gip sea constitutiva podria sugerir, por tanto, qudulaion de este gen no esta
limitada a su participacion en el mecanismo densiganiento deMucor. No se detectaron
mensajeros de diferentes tamafos que evidencieaxifdencia de un procesamiento
alternativo de los transcritos primarios, tal cos®ha descrito para algunos genes de

silenciamiento, como es el caso del deh1 (Nicolaset al, 2007).

La obtencion de un mutante nulo para el gpp mediante recombinacion
homologa fue muy laboriosa. Sin embargo, dado guedombinacion homologa ocurre
con muy baja frecuencia en hongos filamentososis@de en Kick y Hoff, 2010),
produciéndose con mayor probabilidad una integraegidpica, no es de extrafiar que se
obtuviera Unicamente un mutarmfi@ tras numerosos intentos. Los resultados obtemidos
el anadlisis funcional de dicho mutante muestran lquecuencia de silenciamiento se
encuentra severamente reducida en el mutgipterespecto a la que presenta la estirpe
silvestre, tanto cuando se introducen transgenesérepeticiones invertidas” como cuando
se induce la ruta mediante transgenes “con sent({d@bla 10). Estos resultados

demuestran que el gep cumple un papel esencial en el mecanismo de sl®nento
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génico inducido por transgenes. Asimismo, la eliti@ol del silenciamiento se encuentra
claramente afectada en el mutagig, ya que los escasos individuos silenciados no son
capaces de mantener el fenotipo albino tras un deelcrecimiento vegetativddbla 11y
Figura 24). Por homologia con el papel de la proteina QIPNdecrassa los datos
obtenidos parecen indicar que la proteina QipMlecircinelloides interviene en la
activacion del complejo RISC tanto en el procesindaccion mediante transgenes, como
en la posterior amplificacion de la sefial de siEmdento, esencial para que el mecanismo
de silenciamiento génico se mantenga de forma lestasiM. circinelloides(Calo et al.,
2012). Al bloquear la activacion del complejo RI$83, transformantegip no silenciados,
portadores de los vectores de silenciamiento, debeincapaces de acumular suficiente
cantidad de siRNAs secundarios para llevar a chbileaciamiento del gen chivato. Estos
transformantes, sin embargo, deberian acumular gfegu cantidades de siRNAs
primarios, procedentes del procesamiento de laagulslénductora por la enzima Dcl-2.
Sin embargo, emM. circinelloides,los siRNAs detectados mediante experimentos tipo
Northern son fundamentalmente siRNAs secundariosgugtos de la amplificacion a
partir del mRNA diana, puesto que los siRNAs priogison producidos en muy bajas
concentraciones (Nicol& al.,2003; Cervantest al, 2013). Por ello, no es sorprendente
gue no se detecten siRNAs primarios en los tramsfotesgip con fenotipo no silenciado
(Figura 25). Alternativamente, la falta de acumulacion deNsAR primarios podria ser
debida a la degradacién de éstos, al no activdrsmmplejo RISC y no formar un

complejo estable por la ausencia de la proteina Qip

La imposibilidad de detectar siRNAs primarios es hautanteqqip dificulta el
analisis de la posible actividad exonucleasa desQlipe la cadena pasajera de los siRNAs,
tal como se ha llevado a cabo Mn crassa Seria necesario otro tipo de aproximacion
experimental, como el estudio de la complementafiidcional del mutantgip con la
proteina QIP d&leurosporapara confirmar el papel del ggip enM. circinelloides Los
escasos individuos con fondo genétgip’ que son capaces de silenciar el gen chivato
producen siRNAs antisentido de 21 y 25 nt y siRNAs sentido de 25 nt, al igual que la
estirpe silvestreHigura 26). Esta actividad residual podria explicarse pardacion de
otra exonucleasa que desempefiara la funcion deeQigusencia de ésta, aunque con

menor eficacia.

En N. crassaa deteccion de la interaccion entre QIP y QDE&onauta) (Maiti

et al., 2007) se llevdé a cabo mediante experimentos memoprecipitacionn vivo, ya
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qgue se dispone de versiones de las proteinas eteiainiento etiquetadas con distintos
epitopos y anticuerpos eficaces contra ellos. Sibaggo, enMucor, la baja eficacia de
integracion por recombinacion homoéloga dificultasiestitucion de la version silvestre de
los genes por versiones etiquetadas, por lo queasegenerado anticuerpos contra las
distintas proteinas de silenciamiento. Estos astpms, sin embargo, no funcionan
eficazmente en experimentos de inmunoprecipitagon,lo que para estudiar la posible
interaccion entre Qip y Ago-1 eNlucor se utilizé el sistema del doble hibrido de
levaduras. En dichos experimentos no se detectat@nacciones entre las proteinas Ago-1
y Qip, ni tampoco entre Ago-1 y las proteinas Dgi-Dcl-2, aun cuando se utilizaron
condiciones que permiten detectar interaccionesledélfFigura 28). La ausencia de
resultados positivos en levaduras no descarta fbipdad de que realmente exista
interaccion entre dichas proteinas Mn circinelloides puesto que las proteinas de la
maquinaria de silenciamiento podrian formar un dejopmultiproteico de tal modo que,
si alguna de las proteinas que lo forman esta tejsem se pueda constituir el complejo.
Alternativamente, las proteinas sometidas a estpamlilpian necesitar modificaciones post-
traduccionales especificas dducor, que no serian llevadas a cabo en levaduras.
Actualmente, se llevan a cabo en nuestro labocataruevas aproximaciones
experimentales para favorecer la introduccion dmuetas en las proteinas de

silenciamiento, que permitan el andlisis de lashpes interacciones eM. circinelloides

Un aspecto sin resolver en la ruta de silenciamiel® M. circinelloideses la
posible redundancia funcional entre las proteirdRA® en el proceso de amplificacion. El
mutanterdrp-2° no tiene anulada completamente la capacidad défaagon, por lo que
debe de existir una actividad residual que poderadebida a las proteinas RARP-1 o
RdRP-3. La existencia de cierta redundancia furatientre proteinas de silenciamiento de
la misma familia ha sido descrita previamente, cacwre con los genekl-1y dcl-2 de
Mucor (de Haroet al., 2009). Dada la participaciéon derp-1 en el mecanismo de
silenciamiento, se llevé a cabo la construccibnudedoble mutantedrp-1/rdrp-2,
resultando imposible obtener un individuo homogadgocon la doble mutacion. Ello
podria sugerir que la presencia de mutacionessedds genesldrp podria ser letal para el
hongo. El hecho de que ambos genes desempeiapelrepancial en el silenciamiento de
genes enddgenos (Nicolessal.,2010) podria explicar esta letalidad (ver masaatde).

159



Discusién

IV. 2. Los sSRNAs enddgenos dil. circinelloides.

En eucariotas superiores, el silenciamiento gémediado por RNA, ademas de
operar frente a secuencias exdgenas como viranspnsones, posee también una funcion
endogena, requiriéndose diferentes clases de pastéirgonauta para la produccion de
una gran variedad de esRNAs (Kienh al., 2009). En mamiferos, se han descrito varias
clases de esRNAs: miRNAs que regulartrans la expresion de genes enddgenos, endo-
siRNAs que corresponden principalmente a regiomgsrgénicas, y pseudogenes y
piRNAs que silencian transposones. BEnmelanogasterdiferentes proteinas Argonauta
se asocian a miRNAs, endo-siRNAs, piRNAs y exo-?\lRNjue derivan de secuencias de
virus, situacion que también se da en plantas (&iral., 2009). EnM. circinelloidesla
ruta de silenciamiento canodnica, ademas de silesezuencias exégenas (Nicokisal.,
2003), tiene también un importante papel en la leegin de genes enddgenos,
controlando su expresion mediante la produccioexdsiRNAs (Nicolaset al., 2010). La
mayoria de los ex-siRNAs (clases | y Il) son prados por la actuacion de la enzima Dcl-
2 y presentan una preferencia por Uracilo en akeexd 5 de la moléculaF{gura 39),
caracteristica compartida por sRNAs unidos a Argtsna&n animales, plantas y otros
hongos (Drinnenberet al, 2009).

En M. circinelloidesexisten tres genegonauta de los cuales Unicamerdgo-1
participa en el mecanismo de silenciamiento indugdr transgenes (Cervantesal.,
2013). Los andlisis realizados en esta tesis gelacion total de SRNAs acumulados en
la estirpe silvestre y en el mutamtgo-1 demuestran queste gen también esta implicado
en el mecanismo de silenciamiento enddgeno, yalapieuatro clases de ex-siRNAs
muestran una menor acumulacién en el mutagtel en relacion con la estirpe silvestre
(Tabla 13). Las validaciones de las clases | y Il de ex-#\&Nndican que Ago-1 es
necesaria para la biogénesis y/o estabilidad des esk-siRNAs Figura 33B) y
demuestran la funcionalidad de los mismos, ya ggelan la expresion de los genes de los

que derivankigura 40).

El aislamiento de sRNAs unidos especificamente prédeina Ago-1 permitio
identificar 417 loci de ex-siRNAs que muestran mcremento de al menos 3 veces en el
namero de lecturas normalizadas en las fraccionaguecidas en Ago-1 de la estirpe
silvestre respecto a fracciones equivalentes debhmeiago-1 (Tabla S3 del Anexo).
Estos ex-siRNAs pertenecen mayoritariamente aldses | y I, siendo muy minoritaria la
presencia de ex-siRNAs de las clases lll y IV etdrpoblacién unida especificamente a
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Ago-1 (Tabla 15y Tabla S4 del Anexao). La discrepancia entre el nimero de loci de ex-
SiRNAs unidos a Ago-1 (417) y la suma de los loei lds clases | y Il (231) es
probablemente debida a los diferentes umbralesigtgfisacion que se usaron para
identificar loci con acumulacion diferencial de s&\ En los primeros experimentos, el
umbral se establecio en una diferencia de 4 veaas Fold Change 2), mientras que en
los analisis de los sSRNAs unidos a Ago-1 este uhderastablecié en una diferencia de 3
veces (Log Fold Change 1,6).

La preferencia por Uracilo en el extremo 5’ dedassiRNASs de las clases 1 y 1l es,
probablemente, responsable de su asociacion espectin Ago-1 Tabla 15). Dicha
asociacion corrobora la funcionalidad de estosileik&s, que serian producidos por la
ruta candnica de silenciamiento para silenciaxf@esion de sus genes diana. El extremo
5 de los sRNAs es un factor determinante parainist aspectos funcionales del
mecanismo de silenciamiento en plantas €Mal.,2008). EnA. thaliang el analisis de los
SRNAs asociados a las diferentes proteinas AGQOd&daereferencia por un nucleétido
concreto en el extremo 5’ del SRNA segun el miengsmecifico de la familia de proteinas
AGO al que estuviera asociado. Incluso si esteedtido era modificado, el SRNA se
asociaba a la nueva proteina AGO correspondieetginsel nuevo nucleétido de su
extremo 5’, modificandose también su actividad dgata (Mi et al., 2010). Esta
especificidad esta basada en la estructura delnioMID de las proteinas Argonauta,
dominio responsable de la unidn al extremo 5 deslRNAs y que contiene un lazo que
confiere especificidad para un nucleétido conc(da et al, 2005). En hongos, existe
también esta preferencia por Uracilo en el extré&shael SRNA, como ocurre en los
MilIRNAs, disiRNAs y los sRNAs asociados a QDE-2Nlecrassa(Leeet al., 2010), en
los sSRNAs asociados a Ago-1 & pombeBuhler et al, 2008), en los sRNAs dgl.
oryzae(Nuneset al.,2011) y en los sSRNAs d&. castelliiy K. polysporugDrinnenberget
al., 2009). Por el contrario, en animales, la unionlae sRNAs a AGO depende
principalmente de las caracteristicas estructudge®s precursores (Steingtral., 2007;
Tomariet al., 2007).

La fuerte preferencia por sRNAs con Uracilo erexdremo 5 que muestra la
proteina Ago-1 dé. circinelloidesexplicaria el hecho de que los ex-siRNAs de laecla
[ll, que presentan preferencia por Adenina en #eexo 5’ de la molécula={gura 39), no
se unan especificamente a Ago-Ialfla 15. Ademas, como se comentdé en la

Introduccion yer apartado I. 3. 2, los ex-siRNAs de la clase Il poseen caractiedst
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estructurales diferenciales respecto a las clagdk fue apuntan a que son originados por
una ruta no canonica de silenciamiento. La ampbérilduciéon de tamafios de los ex-
siRNAs de la clase Ill, su orientacion casi exaslasiente en el mismo sentido que el
MRNA y la ausencia de Uracilo en su extremo 5 ey la participacion de un proceso
de degradacion. Sin embargo, este proceso de @degiacho debe ser aleatorio, ya que los
ex-siRNAs de la clase Ill muestran una marcadaepeatia por Uracilo en la pendltima

posicion de la molécula, independientemente dehiimnmdel sSRNA (Nicolast al., 2010)
(Figura 56).
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Figura 56. Logos de los ex-siRNAs pertenecientes a la clalseSE incluyen sRNAs de diferentes
tamafios (20-25 nt). El tamafio de la letra indidadauencia de cada nucleétido en esa posiciénretmc

Como se ha comentado anteriormente, todas lasalasex-siRNAs mostraron una

menor acumulacion en el mutamtgo-1 respecto a la estirpe silvestre. La ausencia de ex
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SiRNAs de las clases | y Il en el mutasigo-1 indica que Ago-1 debe participar en la
biogénesis y/o estabilidad de estos ex-siRNAse8ibargo, esto no es aplicable a los ex-
siRNAs de las clases Ill y IV. Estos ex-siRNAs ro wen a Ago-1, al menos con
suficiente fuerza como para ser aislados en coo®plBNA-proteinas. Por lo tanto, su
reduccion en el mutantego-1I no puede ser explicada por la pérdida de la distzadbi
producida por su unién a Ago-1, sino que sugiere Ago-1 es necesaria para la
biogénesis de los ex-siRNAs de las clases Ill y D& participacion de proteinas
Argonauta en la maduracion de los piRNAs en anisnake conoce desde hace tiempo
(Ghildiyal y Zamore, 2009). Mas recientemente, aaléscrito también eN. crassa(Lee

et al, 2010; Xueet al.,2012), donde la proteina Argonauta (QDE-2), percun actividad
catalitica, es absolutamente imprescindible panardauccion de algunos milRNAs. En
este caso, ademas de la proteina Argonauta, seemr@da@ participacion de un complejo

con otras proteinas de silenciamiento, como QIRfcgry proteinas del exosoma.

La falta de unién a Ago-1 indica que las clasesylllV no sonbona fideex-
siRNAs, como sugerian sus caracteristicas estaleturEstos ex-siRNAs podrian actuar a
través de un mecanismo de silenciamiento no cangui@ situacion frecuente en hongos
(Leeet al, 2010). Alternativamente, las clases lll y IV pagr unirse a una proteina Ago
diferente. Los bajos niveles de expresion de laefma Ago-3 durante el crecimiento
vegetativo deM. circinelloides(Caloet al, 2012) impidieron analizar la unién de los ex-
siRNAs de las clases Ill y IV a esta proteina, ya ginguno de los anticuerpos disefiados
especificamente contra la proteina Ago-3 permitétectarla en experimentos de
hibridacion tipo Western (resultados no mostradesy. otro ladoago-2es un pseudogen
que contiene un codon de parada prematuro que ldgedaa una proteina truncada (Calo
et al, 2012). Anticuerpos dirigidos contra el extremoireonde esta proteina también
fueron incapaces de detectarla en cultivos vegetatieM. circinelloides(resultados no
mostrados). Por tanto, es dificil suponer que 16siBNAs de las clases lll y IV pudieran
unirse a una proteina diferente a Ago-1.

Se puede proponer un modelo para explicar la besiere los ex-siRNAs de las
clases Il y IV por una ruta distinta a la que garles ex-siRNAs canonicos de las clases |
y Il (Figura 57). En este modelo, los RNA aberrantes transcrimdod genes diana
podrian tener dos destinos. En unos casos, laraseiencial de RARP-1 y Dcl-2, o bien
la accion directa de Dcl-2 sobre moléculas de dsRjgAeradas sin la participacion de

RARP-1, darian lugar a los ex-siRNAs de las clage. Estos serian reconocidos por la
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proteina Ago-1 para mediar la identificacion y @egicion de los mensajeros diaBa los
ex-siRNAs de la clase |, los mensajeros procesaddan reconocidos por RARP-2 para
amplificar la sefial de silenciamient&idqura 57, izquierda). Sin embargo, en el caso de
los ex-siRNAs de las clases Il y IV, los transusitle los genes dianas serian reconocidos
por un supra-complejo formado por las proteinasimciamiento, donde Ago-1 seria
esencial para la estabilizacién de dicho compkegte complejo atraeria a una RNasa, aun
por identificar, que seria la encargada de la diegian del RNAm, pero no de forma
aleatoria, sino cortando preferentemente dos mossi aguas abajo de cualquier Uracilo
(Figura 57, derechd. En definitiva, los ex-siRNAs de las clases Il ysérianbona fide
siRNAs producidos por la ruta canoénica de silen@ain, mientras que los de la clase llI,
y probablemente también la clase IV, serian pradude degradacion que requieren a

Ago-1 para su produccion.

Transeripcion de genes diana
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Figura 57. Modelo propuesto para la biogénesis de las distictases de ex-siRNAs. La clase Il
(izquierda, linea continua), requiere RARP-1, Dgl-2go-1, mientras que la clase | (linea discorgjnu
requiere Dcl-2, Ago-1 y RdRP-2. Las clases Ill y Bérian generadas mediante un proceso de
degradacion en el que participa un complejo deefimas de silenciamiento que incluye Ago-1.
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La relacion entre los mecanismos que controlanaladad de los mMRNAs y la
maquinaria de silenciamiento génico es cada vezewidsnte, no solo por la participacion
del exosoma en la biogénesis de esRNAs (¥teal, 2012), sino también por la
cooperacion entre ambos mecanismos para la unpincgsamiento de RNAs aberrantes
(Yamanakeaet al. 2013). En eucariotas superiores, la sobre-satimat# los mecanismos
de control de la calidad de los mensajeros puesidtae en la activacion del mecanismo de
silenciamiento génico para degradar mMRNAs abersafi® posible que en hongos basales,
los componentes basicos de la maquinaria de silemento puedan utilizarse para
canalizar mensajeros aberrantes hacia su degradaaithucleasas especificas 0 hacia su
procesamiento en esRNAs canonicos. No se conoceo dosn componentes de la
maquinaria de silenciamiento b circinelloidesdiscriminan qué RNAs son dirigidos a la
ruta candnica de silenciamiento o a la ruta deatklgion. Sin embargo, es posible que el
nivel de transcripcién génica juegue un papel ingte en el destino de los RNAs
aberrantes. El andlisis silico de los genes regulados por ex-siRNAs de la claseviela
que son genes altamente expresados, implicadosegsbolismo y procesos celulares
basicos, como adhesion, transporte y sefializa€igur@ 11B). Por otro lado, la mayoria
de los genes regulados por las clases | y Il dsiRXASs corresponden a secuencias de
funcion desconocida, conservadas en mucorales gs diongos, que muestran una
expresion reducida durante el crecimiento vegetafiigura 11A). Muchos de estos
genes cifran proteinas implicadas en transducciénseiales y almacenamiento y
procesamiento de la informacion genética, lo qudripaindicar la participacion de estos
ex-SiRNAs en la regulacion de distintos procestdaes. Sin duda, identificar las sefiales
que determinan el destino de los transcritos abEsade los genes diana y su
reconocimiento por una u otra ruta requerird nueyariginales aproximaciones

experimentales.

IV. 3. Expresion diferencial en mutantes de la rutale silenciamiento

Con el objetivo de disponer de una vision globdl pkgpel del mecanismo de
silenciamiento génico en la regulacién de la exprede genes enddgenos, y establecer
con mayor precision las funciones celulares re@dambr dicho mecanismo, se analizaron
los mRNA diferencialmente acumulados en las e&irpsutantes en genes de la
maquinaria de silenciamiento en relacion con larpestsilvestre. Aquellos loci que

muestran expresion diferencial en varios de losantas respecto a la estirpe silvestre
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serian los candidatos a ser regulados, directadimeatamente, por la maquinaria de

silenciamiento.

En un primer andlisis se utilizaron micromatricedentificandose loci con
expresion diferencial en los mutantes de silen@aini tanto en muestras aisladas de
cultivos en fase exponencial temprana (24 horamedtio minimo), como al comienzo de
la fase estacionaria (48 horas en medio minimojr&bas muestras se distinguieron tanto
loci con mayor acumulacion de transcritos en losamtes respecto a la estirpe silvestre,
tal y como cabria esperar de aquellos reguladestdimente por ex-siRNAs, como otros
con una mayor acumulacion en la estirpe silveSireembargo, es importante resaltar que
los cambios en los niveles de expresion génicaasnektirpes mutantes respecto al
silvestre, aunque estadisticamente significatifasyon muy moderadosTébla 17),
identificAndose un numero pequefio de genes enuedas cambios en los niveles de
expresion superaron las dos veces. Al utilizar onbral significativo mas estricto, para
eliminar en lo posible falsos positivos o diferescibiolégicamente no relevantes, el
namero de genes con expresion diferencial sighif@alisminuyé notablementd dbla
18), aumentando de forma paralela la proporcion agegeue mostraron dicha expresion
diferencial en varios de los mutantes de silen@aioi analizados. Asi, la mayoria de estos
genes mostraron el mismo patron de expresion did&aken los mutantedcl-1/dcl-2 y
ago-1 vy, algunos de ellos, también en el mutadip-1, sugiriendo que estan regulados,
directa o indirectamente, por la maquinaria caredie silenciamiento (véase un ejemplo
en laTabla 29). Hay que destacar, sin embargo, que la proteinaPRdRademas de
intervenir en la regulacion génica a través del anmstno candnico de silenciamiento,
podria estar participando en otras rutas de reigulade la expresion génica, ya que el
analisis de las micromatrices identifica un numsignificativo de genes que muestran
expresion diferencial solo en el mutandep-1 (Figura 42 y Tabla 18). En este sentido,
es interesante comentar que el andlisis de los A&sRiblumulados en la estirpe silvestre y
los distintos mutantes de silenciamiento identjfaxdemas de los ex-siRNAs que requieren
alguna de las proteinas Dicer para su biogéndsiseg I-IV), un importante nimero de
loci que producen ex-siRNAs mediante un mecanisugorgquiere de las proteinas RARPs
pero es independiente de DiceRdRP-dependent, Dicer-independeak-siRNAS)
(nuestros resultados no publicados). Actualmergellevan a cabo experimentos para
identificar la ribonucleasa implicada en la prodaccde estos ex-siRNAs, generados,

probablemente, por una via de silenciamiento altessa
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Log, FC Log, FC Log; FC
ID de,la ago-1 vs WT dcl-1/-2vs WT rdrp-1"vs WT Definicion KOG
proteina
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
14092 26 i 20 i ) i Glycolipid 2-alpha-
mannosyltransferase
27267 2,31 . 1,86 . 1,42 Phosphoenolpyruvate
carboxykinase
81113 2,09 i 145 1,05 i i Defer]sg—related protein
containing SCP domain
86104  -1,86 - 157 -1,30 1,37 Glycolipid 2-alpha-
mannosyltransferase
Serine-threonine
86710 -1,80 - -1,57 - - phosphatase 2B
24134 -1,79 - -1,77 -1,97 - - Sorting nexin SNX11
27693 1.67 i 158 i i _ Ca2+/H+ antiporter \/CXl
and related proteins
82942 -1,65 - -1,50 - - - Cyclin
75156 -1,63 - -1,27 - - - O-mannosyl transferase
i ) i ) i i Polyadenylate-binding
82565 1,23 1,62 1,90 protein (RRM family)
81803  -1,35  -1,68 i 1,46 . 159  "OW(ADP-ribose)
polymerase Parp
77287 1,68 1,36 1,69 1,43 - - Homeobox protein
75997 1,85 2,57 1,39 2,98 - - Esterasel/lipase/thioesterase
76671 1,97 2,63 1,78 3,31 - - FOG: Zn-finger

84028 2,01 2,88 1,53 3,45 ) _ Short-chain alcohol
dehydrogenase
85858 4,62 4,01 1,93 1,50 ; ) RRM motif-containing
protein
Zinc finger, CCHC-type.

83353 4,68 4,31 2,27 3,75 1,85 2,69 .
Retrotransposon protein

Tabla 29. Expresion diferencial de genes seleccionadosTabla 19) a las 24 y 48 horas. Se indica el
log, (Log, FC) de la razén entre la expresion en los mutantisados y la de la estirpe silvestre (WT) en
muestras tomadas a las 24 y 48 horas. En fondedlaenes con mayor expresion en el silvestre. En
fondo gris, genes con mayor expresién en las estinutantes.
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Cabe resaltar que la expresion diferencial de &mpiglenes que acumulan mas
MRNA en los mutantes de silenciamiento respectihastre se mantiene mas o menos
constante en las muestras tomadas a las 24 y 48,hoientras que la mayoria de los
genes que se sobre-expresan en la estirpe silekstse24 horas son distintos de los que lo
hacen a las 48 horaBigura 58). Dado que la sobre-acumulacion de mensajeros%n |
mutantes de silenciamiento es lo esperado de ugalamdn por ex-siRNAs, este
comportamiento podria sugerir que la regulacideat#r por la maquinaria candnica de

silenciamiento actta de forma continuada en elgem
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Figura 58. Representacion grafica de la expresion diferéncia genes
seleccionados (vefabla 29). Se indica el log(Log, Fold Change) de la razén
entre la expresién en el mutarago-1 y la de la estirpe silvestre, en muestras
tomadas a las 24 y 48 horas.

El andlisis detallado de los loci que presentaosnnhayores valores de expresion
diferencial en los mutanteficer y ago respecto al silvestrel&bla 29), identific6 genes
que podrian estar implicados en crecimiento, regpaea estrés y autofagia. Asi, varios de
los genes que mostraron una reduccion en la acomnlde transcritos en los mutantes
respecto a la estirpe silvestre, podrian teneridmes relacionadas con modificaciones de
la pared celular (ID 75156, ID 14092, ID 86104) ancel control del crecimiento (ID
82942). La proteina con ID 75156 posee una elegadditud con el producto del gen
ogm4 de S. pombe (E-value: 2,0¢%%), una O-manosiltransferasa implicada en la
modificacion post-traduccional de proteinas indisable para la integridad de la pared

celular (Tanakat al.,2005). Estas modificaciones son necesarias pal@saltrollo normal
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de la pared celular, la septacion y la viabilidadller et al 2005). Asi mismo, los genes
que cifran las proteinas con ID 86104 y 14092 stdlagos de los genesantl (E-value:
1,36"%) y mnt2 (E- value: 8,2é°%) de C. albicans respectivamente (Munret al., 2005).
Los genesmntly mnt2 estan involucrados en la glicosilacién de proteida la pared
celular, proceso importante para la correcta adheai la superficie del huésped y la
virulencia de este patdgeno humano. Por otro l&@roteina con ID 82942 muestra
similitud con la ciclina PCL1 (E-value: 2,88 deS. cerevisiagespecifica de la transicién
G1/S. Esta proteina interacciona con la quinasecéfsm de ciclina PHO8%mplicada en

el establecimiento y mantenimiento de la polarideldlar y en la autofagia inducida por
ausencia de nutrientégoh-E y Nishizawa, 2001; Yargt al. 2010; Jiméneet al.,2013).

La disminucion en los niveles de estas proteindsemutantes de silenciamiento podria
explicar, al menos en parte, los defectos en daimiento polar, desarrollo asexual y
respuestas a estrés que presentan estos mutaatesgllaciéon por la maquinaria de
silenciamiento de genes implicados en el establenbm de la polaridad celular y la
septacion podria ser una caracteristica comun @gosofilamentosos, ya que genes
implicados en estos procesos muestran tambiéns&prdiferencial en mutantelécer del
ascomicetol. atroviride (Carreras-Villasefioet al 2013), habiéndose propuesto que la
desregulacion de esos genes podria ser respomtgahlie fenotipos mostrados por dichos

mutantes.

También se identificaron loci que mostraron mag@rmulacion de mRNA en los
mutantesdicer y aga en principio mas interesantes por ser aquellas mpdrian estar
regulados directamente por ex-siRNARalfla 29). Sin embargo, la mayoria de ellos
resultaron cifrar proteinas con funcion desconqg@adaque en muchos casos portadoras de
dominios implicados en la regulacion de la expresgjénica. Ello podria explicar el alto
namero de genes regulados, de forma indirectalJgporaquinaria de silenciamiento. Es
interesante resaltar que el gen que mostré la magomulacion de transcritos en los
mutantegdcl-1/dcl-Z y ago-1y que también present6 expresion diferencial enwghnte
rdrp-1" (ID de la proteina 83353) corresponde a un logodyzctor de ex-siRNAs de la
clase Il (dependiente de Dcl-2, Ago-1 y RARP-1)dEsir, la sobre-expresion del mRNA
se correlaciona con una disminucion en los nivelesex-siRNAs de ese locus en los
mutantes de silenciamiento. La proteina 83353 ptasena elevada homologia con la
poliproteina Gag de los retrotransposones de laligarfy3/Gypsy (E-value: 6,58

(Clemenset al., 2013), o que pone de manifiesto el papel diretgb mecanismo de
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silenciamiento génico en la defensa del genomadransalto de los transposones durante

el crecimiento vegetativo dé. circinelloides

La mayoria de los genes que solapan con otros decex-siRNAs también
mostraron una mayor acumulacion de mRNA en los mesalicer y ago respecto a la
estirpe silvestre, como cabria esperar de locila€gs directamente por ex-siRNAs
(Tabla 21). Sin embargo, el aumento en los niveles de mRIAén general, modesto (no
superior a las 2 veces), confirmando que el megenide silenciamiento actia como
modulador de la expresion de los genes diana, reidupir cambios bruscos en ella, al

menos, durante el crecimiento vegetativo en coodés estandar de laboratorio.

El analisis transcriptdmico mediante RNA-seq padimitilidar los datos obtenidos
con las micromatrices y ampliar el catalogo de geagulados por ex-siRNAs. La técnica
de RNA-seq permite una mayor precision y resolueidra medida de los niveles de los
transcritos (Wangt al.,2009), lo que disminuye, priori, la aparicion de falsos positivos.
En efecto, los valores de expresion diferenciakewioibs fueron, en todos los casos,
superiores a los obtenidos en los experimentos wwvoromatrices Tabla 23),
identificAndose un namero significativo de genes mostraron diferencias de expresion
de més de ocho veces en los mutantes de silenci@mmiespecto a la estirpe silvestre
(Tabla 24). Rangos similares de expresion diferencial hda descritos en mutantdiger
deT. atroviride (Carreras-Villasefioet al. 2013) yM. oryzae(Ramaret al, 2013), en los
que se han realizado analisis transcriptomicos anéeliRNA-seq. Las diferencias en los
rangos de expresion diferencial obtenidos en Ipe@xentos de RNA-seq respecto a los
realizados con micromatrices son conocidas, ya epias Ultimas permiten un rango
limitado de deteccion debido a altos niveles dedfoy a la saturacion de las sefiales
(Wanget al.,2010).

Debido, probablemente, a la mayor significacion loe datos y la previsible
disminucién de falsos positivos, el porcentaje eleeg que mostraron expresion diferencial
en varios de los mutantes de silenciamiento fuersupal obtenido en los experimentos
con micromatricesHigura 44), poniendo de manifiesto la mayor resolucion detmica
de RNA-seq. Los resultados obtenidos mostraron daticgpacion de diferentes
combinaciones de proteinas de la maquinaria decg&laiento en la regulacion diferencial
de la expresién de genes enddgenos. Asi, la maglerias genes que ven reprimida su
expresion a las 24 horas de crecimiento en los ntegalicer y ago estan también

reprimidos en el mutanterp-1’, pudiendo representar dianas indirectas de |IGsRINAS
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de la clase Il Figura 44A). Como se ha comentado anteriormente, los ex-sBRtAla

clase Il derivan, mayoritariamente, de genes gfrarcproteinas de funcion desconocida
que, en muchos casos, contienen dominios implicadda transduccion de sefiales o en el
procesamiento de la informacion genética (Nicefaal, 2010), Es de esperar, por tanto,
gue los genes regulados directamente por estofRBMAS puedan, a su vez, ejercer su
posible accién activadora o represora sobre unali@mmgama de genes de respuesta

secundaria.

Los genes reprimidos en los mutantes de silencramigue muestran los mayores
valores de expresion diferencial cifran proteiras ftinciones similares a las obtenidas en
los analisis realizados con micromatrices, y algude ellos habian sido identificados en
estos analisis, como los implicados en divisioruleel (ID 82942) o relacionados con
modificaciones de la pared celular (ID 1409Zplflas 25 y 29. Es de destacar el
importante numero de genes reprimidos en los megade silenciamiento que cifran
proteinas implicadas en el transporte y catabolidencarbohidratos. Asi, de los mostrados
en laTabla 25, tanto la proteina con ID 14092, como la proteioa ID 86670, que
presenta una elevada homologia conwiig2 manosidasa d@. elegangE-value: 1,18%
Wilson, 2012) estarian dentro de este grupo. Egoejunto de genes reprimidos, casi el
20% de los que cifran proteinas con funciones ddaecestan implicados en procesos
metabolicos relacionados con carbohidratos (datosmostrados). También eii.
atroviride se ha descrito un enriqguecimiento en genes ingogan el metabolismo de
carbohidratos entre los genes que ven reprimidapresion en los mutantdgery se ha
sugerido el posible papel de esta expresion reduerd los defectos de crecimiento y
esporulaciéon mostrados por dichos mutantes (Cariditiasefioret al 2013). Ademas de
proteinas implicadas en el metabolismo de carbatudy los genes reprimidos en los
mutantes de silenciamiento én. circinelloides participan en una amplia variedad de

funciones, como transduccién de sefiales, trans@nipitaduccion, etc.

A diferencia del grupo anterior, aquellos loci cuementan su expresion en los
mutantegdicer y ago a las 24 horas de incubacion también lo hacen enterdrp-2,
y s6lo una pequefia proporcion ve afectada su awprefe forma significativa en el
mutanterdrp-1" (Figura 44B). Ello podria indicar una regulacion directa porséRNAs
de la clase | y, en menor medida, de las clasgfollll. Sin embargo, solo uno de los
genes que mostraron los mayores valores de exprdg&rencial Tabla 26, ID 83353)

resulté corresponder con un locus productor deiRkAs. Este gen, que ya fue
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identificado en los analisis con micromatricesreciina proteina Gag derivada de
retrotransposones. El resto de los genes expresagadir de loci productores de los ex-
siRNAs conocidos no mostré diferencias de expresioios cultivos de 24 horas o éstas
fueron muy modestas. Dado que los ex-siRNAs conscideron aislados de cultivos en
fase estacionaria avanzada de crecimiento (Niadlas, 2010; Cervantest al, 2013), es
posible que las diferencias de expresion génicectitas en las muestras tomadas a las 24
horas sean debidas a la regulacion, directa oeictdiy por ex-siRNAs diferentes, que se
producirian durante la fase exponencial de crecitoieAlternativamente, los pequefios
cambios de expresion en las dianas directas dexistRNAs de las clases 1-4 producidos
durante el crecimiento exponencial podrian darrl@gaambios mas significativos en la

expresion de las dianas indirectas.

Entre los genes activados en los mutantes de milarento que muestran los
valores mayores de expresion diferenciala 26) destaca el responsable de la sintesis
de la subunidad catalitica de la quinasa de pt&ir(PKA) de M. circinelloides(ID
95896). La PKA dependiente de AMPc es uno de Igslagores clave de la polaridad en
hongos, asi como de otros procesos como el ddeartal sexualidad y la virulencia
(Borges-Walmsley y Walmsley, 2000). De hecho, l&arde PKA enM. circinelloides
controla el crecimiento y la diferenciacion, jugankhs distintas isoformas diferentes
papeles en el control de estos procesos (Ocanal 2012). Es posible, por tanto, que la
desregulacion de la proteina con ID 95896 en lotames de silenciamiento pueda estar
relacionada con los defectos en la eficacia deralgmidn que muestran estos mutantes.
Finalmente, una proporcion importante de los gegas mostraron los mayores
incrementos en los valores de expresidab{a 26) cifran proteinas implicadas en el
transporte y metabolismo de lipidos, como se hariiesen T. atroviride (Carreras-
Villasefioret al 2013).

Los analisis realizados a las 48 horas de crectmiparmitieron comprobar que
una gran proporcion de los loci que mostraron lagares aumentos en la acumulacion de
transcritos correspondian a loci regulados direetaenpor ex-siRNAsT@abla 27). Esto es
lo esperado, ya que los ex-siRNAs fueron identifisaen estas mismas condiciones de
crecimiento (Nicolaset al, 2003). Se identifican loci regulados por ex-siRNde las
clases | y Il. En el caso de los loci regulados g@osiRNASs de la clase | (ID 85302, ID
82197), la expresion diferencial se manifiestaanrhutanteslicer, ago y rdrp-2, como

cabe esperar de los genes implicados en la biogédesesta clase de ex-siRNAs. En
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cuanto a los loci regulados por la clase Il, sGio de los tres identificados mostré un
aumento de expresion en el mutamtEp-1, situacion que seria lo esperable de la
regulacion por esta clase de ex-siRNRl§la 27). Sin embargo, hay que sefalar que en
los otros dos loci los valores de expresion difei@ren el mutantedrp-1 quedaron justo
por debajo del umbral del valor p-ajustado elegklo.conjunto, los resultados mostrados
en laTabla 27 confirman el papel modulador de los ex-siRNAs solos niveles de

MRNA de los genes diana.

En cuanto a las funciones de las proteinas cifrpdados genes que muestran
expresion diferencial a las 48 horas de crecimjesgcobserva una relacién con procesos
gue ocurren, fundamentalmente, durante la faseiestaia del crecimiento. Asi, entre las
proteinas que alteran su expresion en los mutadesilenciamiento se identifican
proteinas implicadas en la movilidad de transpasofl® 83353, ID 85302),
envejecimiento celular (ID 84028), respuestas @e$89104), metabolismo de lipidos (ID
86285, ID 83045, ID 89967) y esporulacion (ID 50/8ablas 27y 28). La proteina con
ID 84028 {Tabla 27) presenta una elevada similitud con una hidro#+@oA-
deshidrogenasa de funcién mitocondrial (E valugef) que podria estar implicada en el
envejecimiento celular en ratas (lvell al, 2003). La proteina con ID 50782 es una
deacetilasa de quitina (E value: 4’8eque disminuye su expresién en los mutantes de
silenciamiento Tabla 28). Esta proteina hidroliza los grupos N-acetamiedod residuos
de N-acetil-glucosamina de la quitina, y es regl#zepara la sintesis de quitosano, la forma
deacetilada de la quitina y componente de la peeddar de la espora en levaduras. La
deficiencia en esta proteina resulta en alterasideda pared celular de las ascosporas de
S. cerevisiag/ S. pombgqgue afectan a su resistencia a distintos est(€esstodoulidou
et al, 1996; Christodoulidoet al, 1999) y a la propia formacion de la espora (Maet
al., 2005), respectivamente. Los hongos mucoralesermrt quitosano como la fraccion
mayoritaria de la pared celular, tanto de las hifgetativas como de la espora. acor
rouxii se ha caracterizado bioquimicamente la biosintlesguitosano que, al igual que en
levaduras, requiere la accion coordinada de sistgsdeacetilasas de quitina (Davis y
Bartnicki-Garcia, 1984). Es muy posible, por targoe la disminucion en los niveles de
deacetilasa de quitina en los mutantes de silemerdandeM. circinelloidestenga que ver
con los defectos de esporulacion que presentas asitantes. Por otro lado, la proteina
con ID 39104 Tabla 27) es una chaperona de respuesta a choque térmieofdmilia

Hsp20 (E-value: 2,28). Mutantes en el gen ortélogo 8k crassa(genhsp30 proteina
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NCU09364) muestran una sensibilidad acusada alceéembinado de altas temperaturas
y limitacién de carbohidratos (Plesofsky-Vig y Bfam1990). Es factible pensar, por
tanto, que el aumento en la tasa de crecimientotrattws por algunos mutantes de
silenciamiento a elevadas temperaturas en medio MMG@ura 50A) pudiera estar

relacionado con el aumento en los niveles de Igepra ID 39104 en dichos mutantes.

Todos estos datos, aun cuando requieren una Vaéldaxperimental para su
confirmacién, ponen de manifiesto la clara inteoi@n de la maquinaria de silenciamiento
en la regulacion de los niveles de mRNA de susgydiama. Asi mismo, los datos apuntan
a genes concretos como posibles responsables tntmfpos mostrados por los mutantes
afectados en la produccion de los ex-siRNAs. Elisisdndividual de esos genes nos
permitira comprobar su papel en los procesos cekil@ndogenos regulados por la

maquinaria de silenciamiento.

IV. 4. Procesos celulares afectados en mutantes da ruta de

silenciamiento.

Los cambios relativamente moderados en los nivegesxpresion génica que
muestran los mutantes @& circinelloidesafectados en la maquinaria de silenciamiento
son, probablemente, los responsables de los fasotglativamente suaves que presentan
estos mutantes. So6lo en unos pocos hongos filas@s)tademas dd. circinelloides se
han descrito fenotipos asociados a mutacionessegeioes que participan en la biogénesis
de sRNAs, y en todos los casos, los cambios fanosiphan sido moderados. B
oryzae los mutantes en genescer muestran una reduccidén en la tasa de crecimiento
(Kadotaniet al, 2004), mientras que @n atroviride se ha descrito tanto una reduccién en
la produccién de esporas como en la tasa de cetion{Carreras-Villasefiet al 2013).

En M. circinelloides los mutanteddcl-Z y ago-I presentan alteraciones en la
produccion de esporas asexuales (De Hral., 2009; Cervantest al., 2013), mientras
que el mutantelcl-1 est afectado en el crecimiento vegetativo (Ngetal, 2007). Los
resultados obtenidos en este trabajo, muestrataqugén los mutantesirp-2, gip” y, en
menor medidar2d2 presentan una reduccion en la eficacia de esmddulacon niveles
similares a los de los mutantekl-Z y ago-I (Figura 45A). La reduccion en la
produccion de esporas en estos mutantes sugieréaquéa canodnica de silenciamiento
debe desempefar un papel importante en la regnlat@beste proceso de desarrollo
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vegetativo, en el que se ha descrito la particiipadie varios genes, como el gagA, un
represor de la carotenogénesis (Niceaal, 2008) o la proteina kinasa A (Ocangtal.,
2009). De hecho, y como se ha mencionado en elagigaanterior, varios de los genes que
muestran expresion diferencial en los mutantes diencseamiento podrian estar

directamente implicados en la formacion de espaeddes Tabla 30).

El comportamiento del mutanterp-1" revela una notable sensibilidad a los
cambios ambientales, sensibilidad que es compa#didalgunos casos y en menor medida,
por el mutanterdrp-2. Asi, s6lo en medio minimo el mutantdrp-1° muestra una
reduccion en la eficacia de esporulacién duranteegimiento vegetativo, mientras que no
se aprecian diferencias en medio semicomplgjgu¢a 45). Por otro lado, el mutante
rdrp-1" muestra mayor resistencia al estrés oxidativol@estirpe silvestreHgura 48) vy,
junto ardrp-2, también a condiciones extremas de (fgura 47A) o temperatura
(Figura 50). Como se ha mencionado en el apartado antetgunes de los genes que
exhiben expresion diferencial en los mutantes ldasamiento podrian estar directamente
implicados en la respuesta al estrés térmico esrmdetadas condiciones de crecimiento
(Tabla 30). La relacién entre la regulacion de genes endigyepor la ruta de
silenciamiento y la respuesta a condiciones améddesniha sido recientemente demostrada
enS. pombdYamanakeet al.,2013) En este organismo, la maquinaria de silenciamiento
y factores asociados a la heterocromatina coogeransilenciar loci regulados por sefales
ambientales o de desarrollo, como por ejemplo, deses inducidos durante la
diferenciacion sexual (Yamanaket al., 2013). También a baja temperatura o en
condiciones limitantes en la fuente de carbono bseman modificaciones en la
heterocromatina y un aumento en la produccion RBIAs de loci especificos, indicando
que la formaciéon de estos dominios de heterocromaior la ruta de RNAI esta regulada
por las condiciones de crecimiento y por sefialeglagarrollo. Los transcritos de estos
genes regulados por la ruta de RNAI son tambiénadiale degradacién por el exosoma
(Yamanakeet al.,2013). Es decir, e8. pombela actividad exonucleasa 3’-5’' del exosoma
y la maquinaria de RNAI constituyen dos rutas mdasl y necesarias para silenciar
completamente los genes diana, lo que resulta dalti de fenotipo de los mutantes
simples afectados en uno u otro mecanismo (Yamaeaka., 2013). Los fenotipos
moderados mostrados por los mutantes de silenaigmnien M. circinelloides podrian
sugerir un papel predominante del mecanismo dacsimiento en la regulacion de loci

que responden a sefiales ambientales o de desarrollo
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Esporulacibn Respuesta Autolisis Estabilidad Virulencia
vegetativa a estrés gendmica

ID 83353
Proteina de +
retrotransposon

ID 85302
Proteina +
retrotranscriptasa

ID 95896
Quinasa de proteine
A

ID 7515¢
Modificacion de la +
pared celular

ID 86670
Modificacion de la +
pared celular

ID 14092
Modificacién de la + +
pared celular

ID 86104
Modificacion de la
pared celular

ID 50782

Deacetilasa de + +
quitina

ID 82942
Ciclina transicion +
G1/S

ID 84028
Posible papel en +
envejecimiento

ID 80452
Quinasa de proteine +
de respuesta a dafic

ID 39104
Chaperona de +
choque térmico

Tabla 30. Proteinas previsiblemente implicadas en los casnfénotipicos mostrados por los mutantes en
genes de silenciamiento, en funcién de su similitowl proteinas conocidas de otros organismos. déeaim

los ID de las proteinas reguladas por la maquirdgiagsilenciamiento que podrian estar implicadasosn
distintos procesos celulares alterados en los rnagate silenciamiento, asi como las funciones dastpara
dichas proteinas en distintos organismos. El s{gfxandica un posible papel de la proteina en eteso
sefalado.
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Dado que varias de las situaciones de estrés adatizolo se han caracterizado en
los mutantesdrps, seran necesarios nuevos experimentos para disseesta respuesta a
los cambios ambientales es debida a la participat@ddrp-1 y rdrp-2 en la ruta candnica
de silenciamiento, en la que también participattn genesdicer y ago o a la ruta
alternativa, mencionada anteriormente, en la que participan las proteinas RdARPs.
Probablemente, es esta ruta alternativa la quiiparen la regulacion de genes durante el
desarrollo sexual del hongo, ya que solo los mesadtp-1"y rdrp-2°, y en menor medida
r2d2, mostraron una acusada disminucion en la prodoab@dzigosporas durante el ciclo
sexual Figura 46B). Serd necesario realizar un andlisis detalladdodegenes que
cambian sus niveles de expresion s6lo en los nagadtps respecto al silvestre para
poder identificar posibles genes candidatos imgbsaen el desarrollo sexual y regulados

por la ruta de silenciamiento independiente de Dice

Ademas de los defectos de esporulacién, varios ntegade silenciamiento
comparten un fenotipo comudn en relacion con laues§a autolitica al estrés nutricional.
La autolisis fungica es un proceso fisioldgico goarre en cultivos con un elevado grado
de envejecimiento y consiste en la autodigestiotageropias células cuando existe un
ayuno nutricional (Whitet al., 2002). Dicho proceso no es una simple necrosis, gile
es un fendbmeno muy bien regulado y en el que ileewn varias enzimas, como
hidrolasas, glucanasas y quitinasas, que destilaypared del hongo (Emeit al, 2008).
Estas actividades enzimaticas causan vacuolizaftiimacion de hifas vacias y disrupcion
de organulos y de la estructura de la pared ce(Mnite et al., 2002). El fenotipo de
autolisis acelerada que muestran los mutaages?, dcl-2 y rdrp-2° y, en menor medida,
r2d2 (Figuras 52 y 53, sugiere que este proceso podria estar reguladexsiRNAS.
Algunos de los ex-siRNAs de la clase | requieagn-1, dcl-2 y rdrp-2 para su biogénesis
(p.e. locus 80452Figura 33B) y los correspondientes transcritos muestran uagom
acumulacion en los mutantes correspondientes riespda estirpe silvestrd=igura 40).

El locus 80452 (locus 109224 en la version 2 deloge deM. circinelloideg codifica
una proteina kinasa dependiente de calcio/calmualgjlue muestra una elevada similitud
con proteinas kinasas implicadas en el control adelo celular de la familia de
Cds1/Rad53/ChK2 (E-value: 2¥). Estas proteinas se activan en respuesta al efaib
DNA para prevenir la entrada en mitosis, provocaladparada del ciclo celular en G1
(Skeldinget al., 2011). Esta familia de proteinas también estaicaga en la conexion

entre el ciclo celular y diversos procesos comasdaescencia y el ciclo circadiano
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(revisado en Chen & Poon, 2008). Asi, proteinadlaies en humanos y ratén actian
como reguladores de la autofagia, induciendo dprbceso durante la senescencia celular
(Younget al, 2009). Se podria especular, por tanto, qud.etircinelloidesel aumento en
los niveles de esta proteina en los mutantes emsgda silenciamiento podria estar
afectando la ruta de sefializacion, acelerando kerteneelular inducida por el dafio en el
DNA en cultivos envejecidos. También la proteinan ctb 84028, mencionada
anteriormente por su similitud con proteinas de ifexws posiblemente implicadas en el
envejecimiento celular, aumenta sus niveles emiasintesago-1, dcl-2 y rdrp-2° (Tabla

27) y podria participar en el proceso de autolisslezada que presentan estos mutantes
(Tabla 30). Futuros analisis permitiran revelar el papekesfico de éstas y otras proteinas

reguladas por ex-siRNAs en las respuestas a sedraldentales eNl. circinelloides

Finalmente, el reciente descubrimiento de la caaakci patogénica dew.
circinelloidescomo agente causal de la mucormicosis centro nauatgncion en el estudio
del posible papel del mecanismo de silenciamientla @patogénesis. La mayor resistencia
de algunos de los mutantes de silenciamiento edseekidativo, condiciones extremas de
pH o elevadas temperaturas, situaciones que podsime en el ambiente celular de los
macrofagos, podrian apuntar a un posible papehgslanismo de silenciamiento en el
proceso de infeccién del huésped. Sin embargo,docuae estudid la virulencia de los
mutantes en genes de silenciamiento en la larvaellonellano se observaron diferencias
significativas en los niveles de mortalid&dglura 54). Estos datos revelan, por tanto, que
el mecanismo de silenciamiento no jugaria un pamgbrtante en la patogénesis, al menos
en este organismo modelo. Sin embargo, no se mesdartar una respuesta diferencial en
modelos de mamiferos, como el ratén, ya que lauessp inmune del invertebrada.
mellonella aunque muestra muchas similitudes, es diferemelad de mamiferos
(Kavanagh y Reeves, 2004). Actualmente, se es&warilo a cabo experimentos
encaminados a analizar la virulencia de los dssimhutantes afectados en el mecanismo
de silenciamiento en otros modelos animales, cdrpezcebra y el ratdén, con la hipétesis
de que la diferente respuesta a estimulos ambésntgle muestran los mutantes de

silenciamiento podria tener un efecto sobre ldeftia.

Los datos presentados en esta tesis sugieren quéalae silenciamiento dd.
circinelloides esta involucrada en la respuesta a sefiales amleigntomo aquellas que
activan el desarrollo vegetativo o la autolisisro®tdatos también indican que podria

participar en la respuesta a la luz. La luz regliNersos aspectos de la biologia de los
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hongos, incluyendo el desarrollo de estructurasmrtivas y la biosintesis de carotenos
gue mejoran la adaptacion y la supervivencia endaraleza (Navarret al., 2001,
Nicolaset al, 2008). La expresion de algunos de los genedaleimmiento, comago-1,

se ve inducida por la luz (Cervantes al, 2013). Por otro lado, analisis preliminares
llevados a cabo en nuestro laboratorio indican wuenimero relevante de ex-siRNAs
derivan de genes regulados por la luz a travésgprbductos de los genegAy mcwc-
1b(Navarroet al, 2013). Es mas, la eficacia de silenciamiento0ege8es mayor en fondo
genéticocrgA, en el que se expresan constitutivamente muchtssdgnes inducidos por
la luz, que en la estirpe silves{igicolaset al., 2009). En conjunto, estos datos sugieren
que la luz podria provocar la activaciéon de la nraapa de silenciamiento, aungque son
necesarios nuevos experimentos para esclarecemrliipacion del mecanismo de

silenciamiento en la regulacion de la expresionagéen respuesta a la luz.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo conducen a lasesitgsi conclusiones:

1. El gengip de M. circinelloides cifra una proteina con un dominio ribonucleasa H
que conserva todos los motivos caracteristicosadeekonucleasas 3'-5' de la

superfamilia DEDDh.

2. El andlisis funcional del gegip demuestra que este gen es esencial para el eficaz
funcionamiento del mecanismo de silenciamientogemducido por transgenes.
Los datos sugieren un papel de dicho gen en laaathn del complejo RISC,
tanto en el proceso de induccién como en la pastamplificacion de la sefal de

silenciamiento.

3. La utilizacion de sistemas heterologos para amal&anteraccion entre proteinas
de la maquinaria de silenciamiento Bt circinelloides no ha dado resultados
positivos, lo que podria deberse a la necesidadmadelificaciones post-
traduccionales especificas de las proteinas decilmiento o a la formacion de

complejos multiproteicos.

4. La presencia simultanea de mutaciones en los gened y rdrp-2 podria ser letal
para M. circinelloides, probablemente por la participacion de las prakein
correspondientes en diversas rutas de silenciam@&rtogeno.

5. El genago-1 esta implicado en el mecanismo de silenciamientigeno deM.
circinelloides, siendo necesario para la biogénesis y/o estalildk las cuatro
clases de ex-siRNAs. Las clases | y Il de ex-siRNAsunen especificamente a
Ago-1 para llevar a cabo la identificacién y de@@dn de sus mensajeros diana.
Las clases Ill y IV son generadas por una rutaldecsamiento no canonica, en la
que se requiere la participacion de Ago-1, pertanmién especifica de estos ex-

siRNAs a dicha proteina.

6. Los andlisis transcriptomicos ponen de manifieatoefulacion por el mecanismo
de silenciamiento de un gran numero de genes endsga lo largo del
crecimiento vegetativo. Distintas combinacionespdeteinas de silenciamiento
participan en la regulacion de genes que ven stesiim aumentada o reducida en
los mutantes de silenciamiento, sugiriendo la @adcion de distintas clases de

ex-siRNAs en dicha regulacion.
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7. Las diferencias de expresion entre los mutantegemes de silenciamiento y la
estirpe silvestre son moderadas, lo que sugierelgnecanismo de silenciamiento
posee un papel modulador de la expresion de sussgeiana, sin provocar

cambios drasticos en dicha expresion.

8. Las proteinas cifradas por los genes diferencidinesxpresados presentan
funciones relacionadas con la biogénesis y modificade la pared celular, el
control de la divisién celular y el crecimiento, tateolismo de carbohidratos,
envejecimiento celular o respuesta a estrés, losqgeere que los fenotipos que

presentan los mutantes podrian ser debidos atlegigscion de estos genes.

9. El comportamiento de los mutantes sugiere un paggelominante del mecanismo
de silenciamiento en la regulacion de genes qumnelen a sefiales ambientales o
de desarrollo.

10. La ruta canodnica de silenciamiento esta implicadéaeegulacion del proceso de
esporulacién vegetativa y en la activacién del mom de autolisis inducido por
estrés nutricional. La regulacion del desarrolwusé debe ser llevada a cabo por

una ruta no canodnica independiente de Dicer.

11. Los experimentos de patogénesis llevados a cabla éarva G. mellonella no
revelan una clara participacion del mecanismo kecamiento en el proceso de
virulencia, aunque no se descarta una respueseedial en otros organismos

modelo, como el raton.
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Abundancia en

Sesgo de cadena

Abundancia en

Sesgo de cadena en

ID del transcrito R7B en R7B* ago-1- ago-1"*
12058 103,6 -0,44 3,27 -0,6
12058 102,33 -0,44 1,74 -0,62
13065 203,34 1 0,71 1
13790 134,09 0,84 15,91 0,14
16281 54,19 0,3 10,02 -0,06
22967 62,3 1 0,57 1
24857 51,41 1 0,07 1
27316 133,86 1 0,07 1
27711 59,87 1 0,36 1
27973 332,57 1 0,93 1
29038 354,57 1 0,86 0,83
29653 89,86 1 0,21 1
30166 147,37 1 0 0
31141 131,31 1 0,14 0
32849 78,28 1 0 0
33552 242,48 1 0,07 1
36390 129,11 1 0,29 1
37397 61,14 1 1,21 1
38503 295,05 1 0,14 1
45585 88,7 0,14 102,44 0,39
45670 95,07 1 1 1
45935 727,67 1 1,57 1
46499 321,45 1 0,96 0,71
46499 126,22 1 0,78 1
46975 64,62 1 0,14 1
47486 173,93 1 0,93 1
47807 840,23 1 1,36 0,89
48455 85,69 1 0,93 1
48689 156,33 1 1,36 1
51423 587,79 1 0 0
51581 68,78 1 1,21 1
51876 167,68 -0,98 2,21 -0,48
68860 102,94 -1 0 0
68938 4193 1 4,64 0,97
71324 375,53 1 0,57 1
72854 116,49 1 0,14 1
73657 68,32 1 0,07 1
73807 127,15 0,98 0,07 1
73988 119,43 1 0,71 0,8
74643 60,68 -1 0,29 -1
75923 156,79 -0,91 15,62 -0,19
75939 82,45 0,69 7,49 0,41
76071 167,21 0,35 55,43 0,55
76077 3261,75 -0,96 252,21 -0,66
76105 99,7 -0,93 21,54 -0,72
76158 625,54 0,63 34,77 0,15
76229 109,08 -1 13,27 -0,82
76230 1416,9 -0,75 41,27 -0,33
76230 103,52 -0,93 8,42 -0,29
76330 91,39 0,98 12,91 0,97
76403 53,73 -0,82 2,35 -0,52
76488 179,37 -0,73 6,14 0,17
76601 67,28 0,87 2,85 0,55




76838
76922
76941
76941
76982
77020
77020
77036
77038
77039
77050
77142
77171
77203
77205
77282
77325
77325
77331
77392
77442
77503
77520
77527
77620
77620
77620
77853
77956
77956
77956
78011
78011
78120
78167
78207
78302
78304
78304
78325
78345
78424
78466
78520
78553
78571
78743
78887
78926
78926
78952
79017
79061
79134
79183
79278

276,52
177,4
158,87
75,27
119,5
270,16
63,69
108,16
700,58
122,98
1690,88
57,44
122,98
128,69
323,65
205,43
97,73
122,4
100,05
124,83
1586,81
82,68
69,25
803,17
352,33
231,36
71,56
66,39
276,87
130,39
76,43
61,6
169,76
201,87
284,98
163,74
85,34
67,47
56,51
789,74
575,51
63,92
188,29
261,47
1110,96
115,1
72,49
344,38
242,44
289,49
190,75
140,81
150,77
100,51
125,99
133,63

28,14

0,36
18,83

2,46
37,52
10,84

0,25
20,69
52,72
37,99
11,98
25,82

24,9
16,04
34,32
47,83
15,02
26,04
34,85
39,27
45,54
28,39
13,09
51,93

2,85
26,18
17,34

2,18

0,07

0,07

14,48
5,14
40,09
87,19
47,16
11,13
10,99
27,39
78,26
84,73
9,06
6,92
43,45
37,95
0,21
20,47
1,07
55,32
26,54
38,81
0,23
79,36
22,9
45,01
9,99

0,4

-0,05

0,11
-0,51
-0,41

-0,48
0,52

0,43
0,05
-0,24
-0,49




79285
79493
79511
79511
79577
79713
79714
79753
79776
79798
79907
79959
80061
80110
80211
80244
80443
80452
80452
80452
80452
80623
80649
80654
80749
80750
80762
80794
80794
80938
80938
80992
81030
81072
81492
81516
81619
81619
81795
81796
81899
81974
81974
82026
82197
82208
82247
82275
82337
82337
82372
82385
82415
82417
82471
82472

136,18
175,09
376,57
54,19
698,49
352,72
216,08
189,56
279,07
794,6
84,18
85,69
279,23
353,3
167,91
333,96
190,14
7718,84
538,69
146,6
87,77
81,06
147,99
76,89
1633,1
163,04
159,45
935,18
58,25
244,33
110,24
131,97
90,61
58,01
80,6
204,96
115,33
191,99
107,69
107,69
469,68
77,24
97,27
57,55
1931,74
116,72
66,35
452,31
51,52
67,67
406,45
115,86
625,54
102,37
593,81
141,27

-0,67
-0,51
0,4
-0,62
-0,66
-0,6
-0,73
-0,79
-0,92
0,46
0,17
-0,19
-0,25
-0,73
0,82
0,79
-0,52
-0,99
-0,99
-0,32
-0,23
-0,77
-0,98

-0,77
-0,69

-0,8
-0,89
-0,74

0,58
-0,98
-0,86
-0,59

0,69

-0,53
-1
-0,95
-0,95
-0,77
-0,85
-0,85
0,7
-1
-0,42
-0,86
-0,45
0,07
0,27
-0,98
-0,6
0,63
-1
-0,9
-0,69

7,42
11,27
12,77
24,01
39,24
80,97
57,25
20,62
10,91
51,86
19,73

9,63
43,87

105,47
47,51
18,23

18,3
71,98
13,48

8,7

7,35

8,06
38,17

0,14
153,2

24,9
25,54

0,07

0,18
64,17

6,43
39,08

1,03

0,07
12,48

0,36
30,46

4,57

10,5

10,5
25,15
48,51
25,04
11,38

104,73
24,47

11,2
57,78
20,37
19,34

31,57
34,77
16,34
29,61
29,18

-0,4
-0,35
-0,59
-0,39
0,07
0,06
0,51
-0,19
-0,32
-0,17
0,58
-0,17
0,04
0,11
0,45
0,33
-0,11
-0,97
-0,96
-0,67
-0,67
0,03
-0,57

0,68
-0,11
0,01

0,53
-0,5
-0,46
0,61

0,51
0,2
-0,27
-0,59
-0,7
-0,7
-0,17
0,01
-0,41
0,18
-0,99
0,35
-0,28
-0,12
0,87
0,64

0,55
0,15
-0,96
-0,02
-0,19




82518
82578
82579
82648
82833
82926
83098
83115
83142
83187
83227
83353
83411
83462
83549
83611
83652
83695
83695
83735
83826
83860
83918
83973
83986
83986
83986
83987
83994
84203
84406
84406
84406
84406
84406
84460
84461
84478
84646
84657
84706
84773
84773
84826
84880
84912
84919
84929
84944
84944
84945
84957
84958
84987
85021
85066

71,33
124,56
90,09
70,41
186,13
625,31
79,84
98,43
140,35
66,82
151,23
86,62
125,76
50,49
2013,03
269,35
107,69
208,9
67,24
56,74
287,87
73,88
67,16
50,72
85
121,82
128,07
64,75
345,66
96,46
503,6
60,45
266,33
76,19
116,49
246,88
140,35
604,08
58,59
122,71
184,35
269,31
58,28
1064,41
463,38
253,83
242,02
245,03
140,81
91,06
456,24
158,41
51,18
224,18
272,82
58,13

0,93
0,28
0,43

-0,97
-1
-0,65
-0,99
0,98
-0,88

-0,78
-0,76
-0,96
-0,79
-0,91
-0,57

0,89

0,29

-0,9
-0,49

-0,33
-0,53
-0,21
-0,41

0,94
-0,12

0,55
-0,64
-0,87
-0,97
-0,68

-0,86
-0,31
-0,39
-0,91
-0,84

0,07
-0,86
-0,83

0,87
-0,97
-0,86
-0,78
-0,93
-0,84
-0,84
-0,17
-0,91
-0,13
-0,84
-0,84

1,14
71,98
33,39

19,37
2,53
1,46
1,14

21,97

10,34

31,32
37,1
4,57

98,45

14,13

13,27

17,41

15,69

11,34

54,65
0,14
0,43
5,99
10,2
6,99
8,77

15,16
87,9

15,98

60,89
8,42
9,35
7,42

0,5

36,53

42,87

74,76

33,41
1,93
22,1
3,54

112,36

39,34
28,5

31,75

19,19
6,06

17,98
31,1

11,34
3,57

10,34
351

18,55

0,4
0,05
0,12

-0,13
-0,5
0,42
0,11
0,91
-0,72

-0,6
-0,25
0,28
0,33
-0,52
0,24
0,8
0,2
-0,4
0,49

0,67
0,31
-0,38
0,35
-0,31
0,72
0,33
-0,05
0,21
-0,22
-0,63
-0,4
0,71
-0,48
-0,55
0,13
-0,57
-0,41

0,18
0,05
-0,04
0,56
-0,69
-0,24
-0,47
-0,53
0,13
-0,53
0,39
-0,72
0,12
0,07
-0,38




85164
85168
85168
85223
85223
85302
85309
85309
85421
85423
85468
85526
85556
85565
85565
85623
85624
85642
85642
85731
85742
85793
85794
85822
85823
85828
85846
85857
85892
85972
85973
86022
86022
86048
86166
86260
86260
86261
86294
86330
86335
86354
86368
86417
86467
86476
86485
86602
86627
86665
86685
86787
86881
86930
87086
87857

190,14
3777,55
97,27
223,26
81,06
1494,1
375,18
70,75
100,74
449,99
165,13
227,89
117,19
149,38
65,31
190,6
210,29
632,72
166,75
379,93
57,2
364,72
178,68
394,41
252,44
149,84
65,77
242,41
167,98
56,05
63,57
188,87
119,27
81,98
99,35
375,18
74,81
734,62
352,84
50,72
156,56
111,86
55,81
50,72
64,38
153,78
75,5
85,69
93,73
440,73
129,23
83,84
2874,56
440,96
1106,68
506,73

-0,88
-1
0,94
-0,75
0,61
-0,9
-0,56
-0,9
-0,74
-0,42
-0,58
-0,11
-0,93
-0,38
0,08
-0,89
-0,26
-0,99
0,45
0,86
-0,59
0,16
0,2
0,71
-0,83

-0,1
-0,66
0,2
0,65
0,27
-0,92
-0,55
-0,72

-0,66
0,03
-0,83
0,6
0,04
-0,97
-0,99
0,93
-0,91
-0,99
-0,33
-0,84
-0,8
-0,93
0,99
-0,39
-0,96
-0,99
-0,12

69,56
0,36
6,14

52,22

31,89

85,02

28,54

21,76

17,19

22,47
11,2

23,83

82,11

33,32

27,11

19,33

57,43
4,14

25,18

11,06

19,97

155,95

39,06

85,68

35,74
0,14
59,6

14,09

37,17

21,26

25,04

12,22
21,9
6,56
0,36

28,96

10,38

40,13

31,21
7,42
6,54
0,71

13,91

12,34
4,42

31,75

12,91

40,02

10,24

18,98

13,06
9,84

37,38

22,69
1,03
0,21

0,36
-1
0,74
-0,23
0,43
-0,81
-0,35
-0,02
0,43
0,12
0,5
0,12
0,69
0,28
0,56
0,28
-0,01
-0,55
0,21
-0,02
-0,5
0,18
0,5
0,62
-0,41

0,24
-0,36
0,21
0,4
-0,13
-0,26
-0,61
-0,26

0,44
-0,08
0,11
0,67
0,15
-0,67
-1
0,93
-0,39
-0,52
-0,19
-0,28
0,7
0,42
0,86
0,57
0,1
-0,45
-0,62




88145
88244
88271
89225
90193
90818
90826
90885
91077
91402
91508
92041
92570
92716
92875
92980
93062
93062
93062
93203
93645
93776
93857
93912
93912
94043
94043
94247
94382
94525
94536
94604
94870
94937
94937
94953
95149
95149
95149
95149
95230
95230
95350
95350
95577
95922
96051

10423
118,58
435,08
665,95
219,48
787,42
54,66
462,5
69,02
56,51
146,6
101,09
102,13
152,16
169,06
88,7
130,62
67,86
54,19
1234,33
111,51
134,9
109,54
241,92
68,05
3510,29
97,39
427,76
67,86
82,45
69,94
202,65
220,02
242,31
57,32
65,08
345,42
181,46
93,1
60,68
241,92
57,4
241,69
57,4
222,33
695,37
376,69

-0,6

PRRPRPRRPRPRPRRPORRPRREPRPRRRPRRERRPEPRRERER

o
©
©

3

o
\l

0,78
0,43
1,43
22,33
0,5
0,57
0,21
0,43
0,14
0,21
0,29
0,14
0,78
1
17,12
0
0,86
2,5
2,25
6,96
0,07
0,93
0,14
8,36
21,37
4,78
15
1,14
19,05
0,21
0,21
1,28
7,42
8,81
19,4
3,07
4,28
2,57
1,14
1,21
8,36
19,49
8,07
19,49
2,21
0,64
3,57

PRRPRRRPRRPRPRREPRRRER

Tabla S1. Lecturas normalizadas y sesgo de cadenas de los ex-siRNAs en la estirpe silvestre y el
mutante ago-1". Los datos estan ordenados por el ID de los transcritos.

! El sesgo de cadenas se refiere a la relacién entre secuencias con la misma orientacién del mRNA

y secuencias con orientacién antisentido, donde 1 indica todas las secuencias con sentido y -1

todas las secuencias antisentido
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Tabla S2
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log, de la tasa

log, de la tasa

log, de la tasa

log, de la tasa

log, de la tasa

log, de la tasa

de cambio dcl-1 |de cambio dcl-2 |de cambio dcl-1|1 de cambio de cambio de cambio
ID del transcrito vs WT vs WT 27 vs WT rdrp-1" vs WT |rdrp-2°~ vs WT| ago-1" vs WT
80452 -29,71 -9,29 -1,00 -3,58
80794 -29,12 -7,70 -0,38 -8,34
80452 -9,14 -7,02 -1,53 -4,07
80794 -8,84 -9,88 -1,30 -13,71
82197 -0,70 -8,56 -7,53 -4,21
82372 -8,31 -8,68 -2,71 -31,92
80452 -8,23 -10,32 -2,11 -5,32
80452 -7,76 -10,86 -2,26 -6,74
85302 -0,14 -5,89 -8,42 -1,35 -4,14
77442 -7,74 -12,37 -8,99 -2,47 -5,12
83462 -7,60 -6,91 -4,72 -3,47
83987 -7,45 -8,08 -5,35 -2,09
86881 -6,93 -10,86 -6,53 -6,26
77020 -0,30 -6,64 -8,83 -6,47 -0,50 -7,99
82926 -6,09 -9,52 -5,92 -7,95
84406 -0,42 -5,86 -8,07 -6,21 -0,23 -4,83
80649 -5,72 -8,95 -5,23 -1,95
77050 -5,66 -9,38 -5,88 -7,14
86467 -0,00 -5,65 -7,85 -6,07 -3,86
86354 -5,60 -30,06 -4,66 -7,30
83611 -5,58 -8,09 -4,95 -4,25
84460 -0,17 -5,52 -7,96 -6,20 -2,76
86022 -5,44 -8,27 -4,27 -3,95
82518 -0,11 -5,43 -4,17 -3,57 -5,97
83098 -5,35 -5,71 -4,62 -5,77
79776 -5,34 -8,96 -6,26 -4,68
76230 -5,34 -9,53 -6,58 -3,62
84929 -5,32 -8,45 -5,83 -3,67
77527 -5,31 -9,88 -5,39 -3,95
84406 -5,30 -6,75 -4,58 -2,84
81030 -5,20 -5,38 -4,86 -6,46
80938 -5,17 -9,62 -5,04 -4,10
79278 -5,12 -6,57 -3,14 -3,74
85623 -0,01 -5,08 -8,41 -4,83 -3,30
85642 -0,50 -5,06 -10,56 -8,12 -1,40 -7,26
84958 -5,06 -8,51 -4,15 -3,84
82471 -5,05 -9,45 -5,59 -4,33
84406 -5,04 -8,22 -5,41 -3,05
79493 -4,96 -9,29 -5,27 -3,96
83227 -4,96 -30,49 -4,78 -7,24
86627 -0,21 -4,93 -29,80 -5,61 -3,19
76229 -4,93 -8,61 -4,44 -3,04
76403 -4,91 -29,00 -5,64 -4,51
78466 -0,44 -4,88 -7,79 -5,76 -4,77
83695 -4,87 -7,91 -4,18 -2,10
81492 -4,84 -7,58 -4,81 -2,69
78304 -4,79 -29,07 -7,88 -0,55 -1,04
12058 -4,71 -8,28 -6,05 -5,88
78304 -4,69 -5,99 -6,55 -0,41 -2,62
78325 -4,66 -8,87 -3,19 -3,34
83973 -0,17 -4,64 -7,50 -5,26 -3,08
83735 -4,62 -8,66 -3,93 -2,32
76941 -0,11 -4,62 -29,49 -6,29 -4,94
85423 -4,60 -9,05 -5,69 -4,32
79285 -4,60 -9,93 -4,32 -4,20
84944 -4,57 -7,02 -5,18 -2,34
86787 -0,06 -4,55 -7,23 -4,70 -3,09
12058 -4,55 -8,29 -6,02 -4,99
84646 -4,52 -29,13 -3,76 -5,87




83826 -4,49 -8,68 -5,74 -2,40
85223 -4,48 -7,46 -3,56 -2,10
85857 -4,48 -7,16 -5,34 -4,10
84944 -4,46 -8,97 -4,42 -4,54
79511 -0,31 -4,46 -9,39 -6,19 -4,88
86335 -4,43 -7,53 -4,61 -4,58
82833 -4,42 -9,38 -4,28 -3,26
83411 -4,42 -9,81 -4,95 -1,76
81899 -4,42 -9,39 -5,87 -4,22
78926 -4,42 -9,36 -5,19 -3,45
84773 -4,42 -6,70 -5,81 -4,04
83986 -4,40 -6,30 -5,47 -3,87
80992 -4,40 -10,88 -5,55 -1,76
77205 -4,36 -7,99 -5,26 -3,24
94382 -4,35 -6,32 -5,34 -1,83
86261 -4,33 -9,10 -4,81 -4,19
83353 -4,32 -6,67 -4,18 -1,60
84657 -4,29 -10,78 -5,64 -1,88
77020 -4,26 -10,91 -0,09 -4,64
78887 -4,25 -9,68 -6,63 -0,09 -8,33
76982 -4,23 -7,14 -4,32 -1,67
85309 -4,22 -8,06 -4,30 -3,72
84773 -4,21 -7,09 -5,28 -3,61
81795 -4,20 -5,99 -4,36 -3,36
81796 -4,20 -5,99 -4,36 -3,36
76077 -4,19 -8,31 -4,79 -3,69
81619 -4,17 -7,69 -4,59 -1,92
84461 -4,15 -7,65 -4,70 -1,71
77036 -4,14 -6,99 -4,82 -2,39
83986 -4,13 -9,25 -4,61 -3,06
76488 -4,10 -6,73 -6,79 -1,36 -4,87
83187 -4,08 -8,31 -5,46 -2,69
84912 -4,07 -8,22 -3,81 -3,15
84406 -4,05 -8,09 -5,22 -3,36
76230 -4,05 -10,12 -5,55 -5,10
83986 -0,21 -4,04 -8,77 -5,29 -4,12
77325 -3,99 -8,45 -4,92 -2,70
77038 -3,98 -8,47 -5,57 -3,73
76158 -0,02 -3,98 -6,56 -5,74 -4,17
82415 -0,02 -3,98 -6,56 -5,74 -4,17
84406 -0,69 -3,97 -30,12 -6,46 -1,07 -7,86
83549 -0,47 -3,96 -10,80 -6,69 -4,35
84826 -3,96 -9,56 -5,25 -3,24
86260 -3,95 -8,91 -5,23 -3,70
86330 -3,93 -8,50 -5,92 -2,77
78207 -3,93 -7,59 -3,09 -1,80
85624 -3,93 -7,54 -2,66 -1,87
80938 -3,92 -7,24 -4,87 -1,93
84919 -3,91 -8,15 -5,12 -2,93
77142 -3,91 -6,36 -3,74 -1,15
84945 -3,89 -7,96 -5,55 -3,87
95230 -3,87 -5,83 -3,86 -1,60
95350 -3,87 -5,83 -3,86 -1,60
94937 -3,87 -5,83 -3,86 -1,60
85309 -3,86 -7,98 -3,21 -1,70
76071 -3,86 -6,89 -4,42 -1,60
83115 -3,83 -29,87 -7,36 -6,43
78520 -3,83 -6,85 -5,07 -2,59
80750 -3,83 -9,19 -4,83 -2,71
79511 -3,82 -5,88 -4,82 -1,17
77620 -3,81 -7,41 -4,64 -2,05
78345 -3,74 -8,67 -5,13 -2,76
77620 -3,73 -6,51 -5,19 -3,14




82247 -3,73 -6,07 -5,01 -2,57
86417 -3,73 -28,92 -4,82 -2,04
84880 -3,73 -7,29 -5,47 -3,56
79798 -3,70 -7,88 -5,27 -3,94
77325 -3,69 -8,77 -5,24 -2,23
80110 -3,69 -7,20 -4,85 -1,74
82337 -0,24 -3,68 -1,50 -3,52 -1,34
85526 -3,65 -8,07 -5,47 -3,26
77503 -3,64 -6,38 -4,22 -1,60
79713 -3,64 -8,70 -4,87 -2,12
13790 -3,63 -9,32 -4,07 -3,08
82579 -3,60 -5,52 -4,20 -1,43
82472 -3,59 -6,65 -4,05 -2,28
84478 -3,57 -7,72 -5,90 -3,01
78553 -3,57 -8,94 -6,11 -4,87
85021 -3,55 -7,46 -4,10 -2,96
93912 -3,53 -6,00 -4,02 -1,67
85822 -3,53 -7,55 -5,23 -2,20
80749 -0,41 -3,53 -7,50 -6,09 -3,41
85421 -3,49 -8,49 -5,02 -2,55
79753 -3,49 -7,58 -4,63 -3,20
81619 -0,39 -3,49 -30,84 -6,12 -0,09 -5,39
81974 -3,44 -7,86 -4,46 -1,96
92875 -3,44 -6,06 -6,46 -3,30
77039 -3,42 -6,45 -5,00 -1,69
75923 -3,40 -7,31 -4,38 -3,33
80762 -3,35 -7,55 -4,45 -2,64
84987 -3,33 -9,06 -5,55 -4,44
94937 -3,33 -5,22 -5,27 -4,78
93912 -3,32 -5,22 -5,25 -4,85
95230 -3,32 -5,22 -5,25 -4,85
95350 -3,32 -5,22 -5,32 -4,90
77620 -3,32 -10,06 -5,60 -6,95
78952 -0,28 -3,28 -6,65 -5,47 -2,30
78302 -0,00 -3,24 -10,74 -6,47 -2,94
81974 -3,24 -8,11 -3,84 -0,67
82337 -3,21 -4,67 -4,69 -1,81
85972 -3,19 -5,72 -4,62 -1,40
82208 -3,19 -7,10 -3,91 -2,25
76601 -3,18 -7,59 -4,61 -4,56
85468 -3,15 -7,88 -6,10 -3,88
78011 -0,30 -3,13 -5,71 -5,83 -5,05
77392 -3,12 -7,08 -4,43 -1,67
86665 -3,09 -8,61 -6,29 -4,54
85823 -3,09 -9,23 -5,09 -2,82
82026 -0,41 -3,09 -6,51 -4,91 -2,34
85066 -3,07 -6,70 -3,88 -1,65
86930 -3,06 -7,81 -5,57 -4,28
76838 -3,05 -8,13 -5,12 -3,30
78926 -3,04 -6,82 -4,38 -2,13
86476 -3,04 -7,28 -4,93 -2,28
85556 -3,03 -6,38 -3,32 -0,51
77282 -2,99 -8,52 -5,13 -2,10
78743 -2,98 -6,19 -3,88 -1,82
75939 -0,12 -2,98 -6,60 -6,52 -3,46
86485 -2,96 -6,90 -4,90 -2,55
85742 -2,95 -6,67 -4,31 -1,62
84203 -2,93 -7,43 -4,82 -2,59
85731 -2,92 -7,94 -6,52 -5,10
77203 -2,91 -8,84 -5,54 -3,00
83994 -2,85 -7,94 -5,38 -1,98
80623 -2,85 -7,59 -5,49 -3,33
86022 -2,84 -8,22 -5,13 -2,45




76330 -2,83 -4,02 -4,67 -2,82
82275 -2,83 -7,84 -4,69 -2,97
77171 -2,82 -7,46 -4,03 -2,30
84957 -2,82 -6,38 -5,56 -3,80
85642 -2,81 -6,89 -6,12 -2,73
77520 -2,78 -9,95 -4,89 -2,40
85164 -2,77 -6,23 -3,82 -1,45
86260 -2,73 -8,06 -5,20 -2,85
82417 -2,72 -7,93 -3,69 -2,65
78167 -2,69 -8,17 -5,14 -1,71
78424 -2,68 -6,01 -5,06 -2,82
85892 -2,67 -6,38 -4,11 -2,18
85565 -2,64 -6,24 -4,94 -2,16
79577 -2,63 -8,58 -5,15 -4,15
82385 -2,61 -3,42 -4,10 -1,88
86685 -2,61 -7,03 -5,49 -3,31
83142 -2,56 -8,38 -4,47 -2,68
80443 -2,56 -8,09 -5,11 -3,38
78011 -2,56 -5,31 -3,36 -2,09
77331 -2,55 -6,30 -4,87 -1,62
80061 -2,52 -10,96 -4,56 -2,67
79134 -2,47 -7,17 -4,10 -2,13
85793 -2,35 -6,62 -3,77 -1,23
76105 -2,34 -5,94 -4,87 -2,21
79714 -2,33 -7,64 -5,78 -1,92
78120 -2,31 -7,39 -5,60 -2,33
79907 -2,30 -6,41 -4,60 -2,09
79959 -2,26 -8,26 -5,16 -3,15
85846 -2,25 -8,88 -3,89 -0,14
83695 -2,25 -7,21 -5,38 -3,58
83652 -2,22 -7,27 -3,56 -3,02
86294 -0,57 -2,19 -8,04 -6,36 -0,12 -3,50
79183 -2,18 -6,71 -3,82 -1,60
76941 -2,18 -6,68 -4,09 -3,08
94870 -2,16 -2,96 -4,49 -4,89
86048 -2,14 -7,61 -5,33 -3,64
80244 -2,12 -6,82 -5,92 -4,20
80211 -2,07 -8,23 -4,93 -1,82
85168 -2,03 -7,12 -6,86 -3,99
82578 -2,00 -4,89 -4,19 -0,79
79061 -1,93 -6,36 -3,92 -0,93
16281 -1,68 -7,60 -5,50 -2,44
85794 -1,65 -7,30 -4,39 -2,19
85973 -1,61 -6,42 -3,79 -1,34
85565 -1,60 -7,28 -5,18 -1,27
86602 -1,48 -8,26 -4,13 -1,10
92716 =185 -1,98 -5,49 ORI -6,90 -7,25
51581 -1,06 1559 -2,47 -2,94 -3,41 -5,83
51423 -1,91 -1,14 -3,60 -6,19 -4,92 -32,45
74643 -1,69 -1,03 -3,80 -5,66 -4,31 -7,71
48689 -1,26 -1,00 -4,12 -4,83 -4,62 -6,84
92980 -1,29 -0,97 -2,73 -5,21 -4,36 -29,72
72854 -1,60 -0,90 -3,60 -7,92 -5,94 -9,70
95577 -0,80 -0,89 -2,13 -4,30 -3,86 -6,65
85223 -0,87 -7,18 -5,01 -1,35
89225 -1,03 -0,87 =550 -2,79 -4,50 -4,90
22967 -0,49 -0,75 =252 -3,41 -3,45 -6,77
51876 -1,10 -0,49 -3,35 -4,84 -3,08 -6,25
85168 -1,37 -0,45 -35,14 -14,94 -8,25 -13,36
88244 -1,10 -0,41 -2,07 -3,74 -3,18 -8,11
91077 -0,84 -0,40 -2,41 -3,85 -4,00 -8,95
95922 -1,32 -0,38 -3,34 -6,33 -4,01 -10,09
94043 -0,44 -0,33 -4,35 -6,20 -4,20 -9,52




90193 -0,85 -0,29 -3,05 -3,96 -3,94 -8,78
93857 -0,95 -0,26 -2,82 -4,31 -3,64 -9,61
93203 -0,45 -0,23 -2,46 =54 22 SCHTAS) -7,47
24857 -1,00 -0,23 -2,10 -3,84 -3,38 -9,52
46499 -0,40 -0,22 -2,61 -2,40 -1,96 -7,34
93645 -0,80 -0,20 -4,87 -7,05 -4,87 -10,64
29038 -0,72 -0,19 -2,75 -4,19 -3,02 -8,69
92041 -0,86 -0,18 -3,10 -5,02 -4,15 -9,50
33552 -1,29 -0,17 -2,95 -6,23 -4,17 -11,76
48455 -0,70 -0,16 -2,74 -3,65 -3,38 -6,53
91402 -0,44 -0,14 -2,67 -4,49 RONOS -8,07
92570 -0,09 -0,12 -2,08 =309 -2,68 -7,03
36390 -0,44 -0,09 -2,42 -4,17 -3,58 -8,80
94536 -0,38 -0,06 -2,00 -3,76 -3,65 -8,38
77956 -0,69 -0,03 -2,92 -4,84 -4,07 -10,86
80654 -0,79 -0,03 -2,43 -3,37 -2,80 -9,10
86368 -0,02 -4,80 -4,33 -2,00
47807 -0,25 -0,02 RZADD -4,31 -3,87 -9,27
86166 -0,99 -0,01 -2,59 -4,20 -2,84 -8,11
93062 -0,00 -2,97 -2,91 -3,67 -7,25
37397 -0,73 -0,00 -2,72 -3,95 -3,67 -5,66
96051 -0,20 -3,47 -3,92 -3,26 -6,72
31141 -0,92 -3,03 -5,85 -4,26 -9,87
85828 -0,54 -3,35 -6,83 -4,00 -10,06
90818 -3,17 -4,78 -4,57 -10,43
32849 -1,49 -2,14 =8}, -2,75 -29,54
94604 -0,18 -3,58 -5,11 -3,89 -7,31
68938 -0,32 -2,31 -2,72 -2,32 -6,50
73988 =1L AL} -2,10 -4,59 =506} =SS
84706 -0,31 -2,08 -2,27 -2,92 -6,58
30166 -0,18 -4,09 -5,87 -4,97 -30,46
95149 -0,98 -2,92 -3,11 -2,78 -6,35
82648 -0,33 -2,21 -4,34 -3,56 -29,39
81516 -0,44 -2,56 -4,63 -3,76 -9,15
77956 -0,26 -2,28 -4,54 RO -11,95
38503 -0,10 -2,17 -3,63 -3,03 -11,04
27316 -0,09 -2,30 -4,44 -2,77 -10,90
77956 -0,30 -2,80 ROROM! -4,71 S290511!
71324 -2,94 -4,17 =349l -9,36
47486 -0,02 -2,47 -2,72 -2,94 -7,55
87857 -1,33 -2,00 -5,35 -3,31 -11,24
81072 -2,60 -2,87 -3,19 -9,69
87086 -0,09 -2,24 -4,31 -3,69 -10,07
46499 -2,70 -2,59 -2,18 -8,39
27973 -0,50 -3,45 -5,58 -4,34 -8,48
78571 -0,56 -2,83 -4,80 -3,71 -9,10
88271 =1L, &0 -2,55 ROl -2,84 -8,25
83918 -0,34 -2,10 -3,70 -3,24 1629
93062 -3,02 -2,65 -3,04 -4,59
93062 -2,69 -3,11 -3,51 -4,76
94953 -0,11 -2,22 -3,13 -3,03 -4,41
88145 -0,29 -2,45 -6,71 -2,87 -10,38
94043 -3,24 -4,81 -3,49 -6,02
46975 -0,23 -2,45 5,37 -3,64 -8,85
68860 -0,66 -2,84 -3,85 -3,60 -29,94
95149 -0,09 -2,66 -2,98 =502 -5,65
94247 -0,33 -2,65 -2,33 -2,83 -8,55
95149 -3,31 -3,43 -3,21 -6,14
79017 -2,10 -3,95 -3,76 -9,26
83860 -0,61 -2,45 -4,63 -4,43 -9,04
94525 -2,06 -3,14 -2,67 -8,62
95149 -2,27 -2,61 -2,45 -6,33
90885 -2,31 -3,75 RO -10,07




45670 -2,54 -6,31 -2,96 -6,57
73657 -2,45 -6,35 -2,98 ).
91508 -0,39 -2,05 -4,40 =309 -8,98
45935 -0,09 -2,61 -4,59 -3,41 -8,86
93776 -2,16 -5,09 -2,37 -7,18
13065 -2,69 -3,60 -3,12 -8,16
77853 -0,42 -2,51 -5,29 -3,48 -4,93
73807 -2,90 -5,46 -3,93 -10,83
45585 -3,12

27711 -2,13 -0,11 -1,00 -2,15 -2,06 -7,38
76922 -2,06 -0,55 =152 o189 -2,87 -8,94
90826 -2,10 -0,97 S1NSY 0022 S LT -8,02
29653 -2,85 -0,85 -3,34 -5,55 -4,83 -8,74

Tabla S2. Log, de la tasa de cambio de los ex-siRNAs en diferentes mutantes comparados con el silvestre (WT).

Se utilizaron las lecturas normalizadas de la Tabla S1 para calcular la tasa de cambio de los ex-siRNAs en el mutante ago-1-
en relacion con la estirpe silvestre. Se incluyen también los datos de los mutantes dcl-1", dcl-2 7, dcl-1 "/ dcl-2 ", rdrp-1" vy
rdrp-2 . Los datos estan ordenados por la tasa de cambio en la estirpe dcl-2 ", que separa las cuatro clases de ex-siRNAs.
Las clases |, II, lll y IV estan sefialadas en amarillo, blanco, azul y gris, respectivamente. Los valores que representan un
cambio igual o superior a tres veces respecto a la estirpe silvestre estan marcados en negrita. El descenso en la expresion

se muestra en rojo y el aumento, en verde.




ANexos

Tabla S3
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Abundancia en
fracciones Ago-1

Abundancia en
fracciones Ago-1

log, de latasa de

cambio WT vs ago-1-
de sRNAs unidos a

Coordenadas del locus en R7B en ago-1- Ago-1

scaffold_1:1261590-1262489(-) 101,11 0,12 9,72
scaffold_5:1078038-1078109(+) 189,23 0,23 9,68
scaffold_10:840451-840774(-) 166,73 0,23 9,50
scaffold_3:3980953-3981152(-) 1007,42 1,39 9,50
scaffold_1:4948339-4948704(+) 78,76 0,12 9,36
scaffold_10:1160379-1161128(+) 150,05 0,23 9,35
scaffold_3:3981817-3982026(-) 750,04 1,16 9,34
scaffold_5:1077941-1077989(+) 295,84 0,46 9,33
scaffold_7:855-1733(-) 55,87 0,12 8,86
scaffold_3:3981539-3981638(-) 312,09 0,69 8,82
scaffold_6:1408981-1409119(+) 207,99 0,46 8,82
scaffold_5:2991644-2992917(+) 103,32 0,23 8,81
scaffold_5:1077274-1077490(+) 308,61 0,69 8,80
scaffold_1:535521-536077(+) 300,5 0,69 8,77
scaffold_1:5749020-5749146(-) 99,79 0,23 8,76
scaffold_3:3980645-3980889(-) 6679,33 16,42 8,67
scaffold_1:4751022-4751379(+) 4724,04 12,26 8,59
scaffold_1:4750110-4750958(+) 25885,48 67,99 8,57
scaffold_1:5124037-5124438(-) 2321,05 6,24 8,54
scaffold_7:396920-397428(-) 928,72 2,54 8,51
scaffold_14:36463-36761(-) 566,91 1,62 8,45
scaffold_3:3981208-3981332(-) 311,99 0,93 8,39
scaffold_10:567971-568172(-) 74,2 0,23 8,33
scaffold_1:535097-535456(+) 143,18 0,46 8,28
scaffold_5:1078207-1078423(+) 999,73 3,24 8,27
scaffold_4:222499-223296(+) 1180,3 4,16 8,15
scaffold_4:2075426-2075702(-) 123,73 0,46 8,07
scaffold_5:1076673-1077206(+) 268,89 1 8,07
scaffold_7:869285-869646(-) 122,67 0,46 8,06
scaffold_11:490829-490951(+) 61,24 0,23 8,06
scaffold_5:769360-769746(+) 58,82 0,23 8,00
scaffold_1:1902838-1904074(+) 307,35 1,27 7,92
scaffold_8:521862-522222(-) 54,22 0,23 7,88
scaffold_2:2390244-2390533(-) 53,98 0,23 7,87
scaffold_1:596457-596585(+) 160,25 0,69 7,86
scaffold_14:185393-185465(-) 105,84 0,46 7,85
scaffold_3:886620-886758(-) 51,76 0,23 7,81
scaffold_12:746041-746502(-) 51,47 0,23 7,81
scaffold_11:587319-587564(-) 50,02 0,23 7,76
scaffold_6:1696153-1696264(+) 98 0,46 7,74
scaffold_3:1847143-1847481(-) 97,81 0,46 7,73
scaffold_6:2607285-2607556(+) 195,08 0,93 7,71
scaffold_4:983106-985686(+) 1120,75 5,36 7,71
scaffold_2:1654454-1654694(+) 95,58 0,46 7,70
scaffold_2:2517397-2517616(+) 335,6 1,62 7,69
scaffold_5:531317-531406(-) 2954,1 14,34 7,69
scaffold_7:168910-169627(-) 92,97 0,46 7,66
scaffold_11:808208-808684(+) 137,81 0,69 7,64
scaffold_1:3395233-3395554(+) 273 1,39 7,62
scaffold_12:857249-857737(-) 361,72 1,85 7,61
scaffold_1:683894-685347(-) 113,05 0,58 7,61




scaffold_9:713690-714001(+)
scaffold_1:682884-683541(-)
scaffold_9:378459-378911(-)
scaffold_3:1574919-1575739(-)
scaffold_2:3868184-3868580(+)
scaffold_1:576695-577080(-)
scaffold_6:117553-120449(-)
scaffold_3:3981692-3981756(-)
scaffold_1:1639879-1640298(+)
scaffold_4:2940973-2941407(-)
scaffold_9:356928-358271(+)
scaffold_3:1582270-1582352(+)
scaffold_6:1910377-1910660(-)
scaffold_3:124858-125136(-)
scaffold_3:4611508-4612003(-)
scaffold_7:396472-396847(-)
scaffold_2:2389587-2390063(-)
scaffold_3:2368958-2370289(-)
scaffold_13:169616-169887(+)
scaffold_10:906865-907407(-)
scaffold_9:103157-103529(+)
scaffold_2:2063997-2064857(+)
scaffold_8:527049-528043(+)
scaffold_2:4804199-4804775(+)
scaffold_8:1244913-1245597(-)
scaffold_3:2367678-2368283(-)
scaffold_4:221727-222345(+)
scaffold_4:2473055-2473493(+)
scaffold_7:868046-868696(-)
scaffold_1:2375453-2376973(+)
scaffold_6:1376156-1376553(-)
scaffold_10:171393-172046(+)
scaffold_11:829803-830513(+)
scaffold_9:1606492-1607666(+)
scaffold_12:198534-198891(+)
scaffold_5:977234-977714(+)
scaffold_1:3653999-3654359(+)
scaffold_7:171315-171894(-)
scaffold_10:971898-972629(-)
scaffold_1:4737163-4737339(-)
scaffold_10:382317-383973(+)
scaffold_3:887762-888202(-)
scaffold_6:2170419-2171438(+)
scaffold_4:726583-726848(-)
scaffold_9:1465434-1466006(-)
scaffold_4:4033170-4034732(+)
scaffold_1:1901090-1902652(+)
scaffold_4:713508-714012(+)
scaffold_3:604641-606203(-)
scaffold_8:1514620-1514866(-)
scaffold_9:1466049-1466356(-)
scaffold_1:5748514-5748766(-)
scaffold_4:2430874-2431477(+)
scaffold_1:4299268-4300776(+)
scaffold_11:493579-494209(+)
scaffold_1:1082263-1082508(+)

358,23
111,45
220,18
547,94
86,39
691,61
998,05
83,49
124,36
249,79
3013,92
81,36
164,27
245,14
101,97
351,95
116,48
165,62
76,14
76,09
487,77
449,99
333,86
459,72
184,34
73,07
568,13
108,83
219,12
127,5
72,36
179,84
118,25
123,26
69,9
277,16
4111
186,21
287,52
99,93
451,64
167,8
365,44
166,73
198,8
82,93
82,8
82,62
82,61
64,87
126,34
219,41
779,21
155,92
60,75
90,99

1,85
0,58
1,16
2,89
0,46
3,7
5,47
0,46
0,69
1,39
16,96
0,46
0,93
1,39
0,58
2,08
0,69

0,46
0,46
3,01
2,78
2,08
2,89
1,16
0,46
3,58
0,69
1,39
0,81
0,46
1,16
0,77
0,81
0,46
1,85
2,78
1,27
1,97
0,69
3,12
1,16
2,54
1,16
1,39
0,58
0,58
0,58
0,58
0,46
0,93
1,62
5,78
1,16
0,46
0,69

7,60
7,59
7,57
7,57
7,55
7,55
7,51
7,50
7,49
7,49
7,47
7,47
7,46
7,46
7,46
7,40
7,40
7,37
7,37
7,37
7,34
7,34
7,33
7,31
7,31
7,31
7,31
7,30
7,30
7,30
7,30
7,28
7,26
7,25
7,25
7,23
7,21
7,20
7,19
7,18
7,18
7,18
7,17
7,17
7,16
7,16
7,16
7,15
7,15
7,14
7,09
7,08
7,07
7,07
7,05
7,04




scaffold_2:2518298-2518699(+)
scaffold_5:1113262-1113805(+)
scaffold_4:46056-46615(+)
scaffold_4:714079-715358(+)
scaffold_2:4622978-4623681(-)
scaffold_4:1082249-1082579(-)
scaffold_1:596743-597906(+)
scaffold_11:586459-587172(-)
scaffold_2:3368696-3369199(+)
scaffold_3:3941845-3941979(-)
scaffold_6:2033515-2034074(+)
scaffold_3:4226858-4227295(-)
scaffold_7:1557038-1557444(-)
scaffold_10:603983-604549(-)
scaffold_5:2511750-2512073(-)
scaffold_9:102724-103103(+)
scaffold_11:594283-595659(+)
scaffold_10:971112-971304(+)
scaffold_8:1106093-1106927(+)
scaffold_7:170791-171256(-)
scaffold_5:1386278-1386946(-)
scaffold_10:1064637-1065273(-)
scaffold_1:3726747-3728591(-)
scaffold_4:3843333-3844379(-)
scaffold_9:1194439-1195285(-)
scaffold_10:908929-909252(+)
scaffold_6:179377-179856(-)
scaffold_1:4949308-4950310(+)
scaffold_3:4533270-4533629(-)
scaffold_3:1704439-1705752(-)
scaffold_6:1031039-1031890(+)
scaffold_9:724950-726074(+)
scaffold_1:534708-534960(+)
scaffold_8:1023557-1024216(+)
scaffold_1:1082753-1083250(+)
scaffold_8:1174914-1176398(-)
scaffold_11:808707-809099(-)
scaffold_1:140849-141595(+)
scaffold_2:3347991-3348526(-)
scaffold_20:9419-9861(-)
scaffold_3:1783458-1784549(-)
scaffold_12:856717-856988(-)
scaffold_3:2832513-2833293(-)
scaffold_1:5748217-5748461(-)
scaffold_5:531471-531632(-)
scaffold_2:2517864-2517961(+)
scaffold_6:1695393-1695862(+)
scaffold_1:89768-90466(-)
scaffold_1:3768890-3769513(+)
scaffold_3:2703221-2706571(-)
scaffold_7:869711-870189(-)
scaffold_2:2139284-2140603(-)
scaffold_8:1055786-1056319(+)
scaffold_9:1450248-1450552(+)
scaffold_8:891752-892285(+)
scaffold_4:3842486-3843068(-)

227,42
90,6
257,62
406,94
421,31
59,79
3007,73
223,91
208,67
88,08
147,92
118,41
206,01
147,49
216,09
402,54
731,09
84,94
753,17
169,3
279,68
168,04
557,94
250,04
372,26
81,91
164,07
203,98
163,88
325
348,22
494,88
88,68
398,09
580,4
129,99
103,9
129,05
50,98
76,41
229,86
152,5
975,45
152,03
2369,2
150,92
1266,01
222,84
514,47
548,72
145,02
980,49
71,78
107,92
382,94
95,77

1,73
0,69
1,97
3,12
3,24
0,46
23,2
1,73
1,62
0,69
1,16
0,93
1,62
1,16
1,7
3,24
59
0,69
6,13
1,39
2,31
1,39
4,63
2,08
3,12
0,69
1,39
1,73
1,39
2,78
3,01
4,28
0,77
3,47
5,09
1,16
0,93
1,16
0,46
0,69
2,08
1,39
8,9
1,39
21,74
1,39
11,79
2,08
4,86
52
1,39
9,4
0,69
1,04
3,7
0,93

7,04
7,04
7,03
7,03
7,02
7,02
7,02
7,02
7,01
7,00
6,99
6,99
6,99
6,99
6,99
6,96
6,95
6,94
6,94
6,93
6,92
6,92
6,91
6,91
6,90
6,89
6,88
6,88
6,88
6,87
6,85
6,85
6,85
6,84
6,83
6,81
6,80
6,80
6,79
6,79
6,79
6,78
6,78
6,77
6,77
6,76
6,75
6,74
6,73
6,72
6,71
6,70
6,70
6,70
6,69
6,69




scaffold_2:3986963-3987698(+)
scaffold_7:208400-208838(-)
scaffold_7:195623-196059(+)
scaffold_8:1368639-1368992(-)
scaffold_1:2272747-2273033(-)
scaffold_6:1125070-1125658(-)
scaffold_6:1241223-1241662(+)
scaffold_1:141688-141881(+)
scaffold_7:1792947-1793777(+)
scaffold_9:1162881-1163279(+)
scaffold_10:1244037-1244474(-)
scaffold_7:1737557-1738078(-)
scaffold_19:3514-4305(-)
scaffold_5:2791759-2792121(+)
scaffold_13:523594-524166(-)
scaffold_1:4879186-4879774(+)
scaffold_4:3209239-3209827(-)
scaffold_5:2700838-2701426(-)
scaffold_10:206845-207520(+)
scaffold_5:1385520-1386187(-)
scaffold_5:1269793-1270195(-)
scaffold_1:3062334-3062715(+)
scaffold_10:480769-482154(-)
scaffold_4:1075046-1075856(+)
scaffold_10:478662-479450(-)
scaffold_7:202031-203362(+)
scaffold_1:5438029-5438439(+)
scaffold_1:5401597-5402614(+)
scaffold_2:1367350-1369052(+)
scaffold_12:412121-412755(-)
scaffold_8:1104133-1104555(+)
scaffold_5:579078-579439(-)
scaffold_1:2273087-2273423(-)
scaffold_1:693964-694616(-)
scaffold_2:1505433-1506736(-)
scaffold_6:1696446-1696810(+)
scaffold_10:698033-698745(+)
scaffold_4:4081808-4082279(-)
scaffold_6:1909821-1910088(-)
scaffold_1:1054791-1056179(-)
scaffold_9:1396263-1396750(+)
scaffold_3:155187-155833(-)
scaffold_6:262675-263007(+)
scaffold_19:4321-4600(-)
scaffold_9:1064948-1065522(-)
scaffold_10:1210339-1210752(+)
scaffold_8:1366997-1367586(-)
scaffold_8:1104658-1105011(+)
scaffold_3:1838134-1839573(-)
scaffold_1:4306555-4307445(+)
scaffold_3:2835438-2836250(+)
scaffold_3:942512-942677(-)
scaffold_3:3941319-3941570(-)
scaffold_5:1463171-1463412(-)
scaffold_8:1516222-1516515(-)
scaffold_1:860701-862188(-)

283,36
187,49
116,96
138,15
68,49
72,41
316,7
66,56
382,92
220,04
87,7
303,67
259,94
172,83
234,65
74,72
74,72
74,72
254,32
358,14
62,5
249,54
477,03
124,02
701,13
621,02
753,38
251,95
586,37
419,36
158,8
275,67
123,09
103,51
586,6
249,64
406,78
282,34
74,68
101,92
203,01
184,58
110,67
91,32
245,53
73,14
435,1
126,3
793,04
368,73
161,8
267,59
214,28
302,7
177,33
467,4

2,78
1,85
1,16
1,39
0,69
0,73
3,24
0,69
3,99
2,31
0,93
3,24
2,78
1,85
2,54
0,81
0,81
0,81
2,78
3,93
0,69
2,78
5,32
1,39
7,86
6,98
8,56
2,89
6,76
4,86
1,85
3,24
1,46
1,23
6,98
3,01
4,93
3,47
0,93
1,27
2,54
2,31
1,39
1,16
3,12
0,93
5,55
1,62
10,18
4,74
2,08
3,47
2,78
3,93
2,31
6,13

6,67
6,66
6,66
6,64
6,63
6,63
6,61
6,59
6,58
6,57
6,56
6,55
6,55
6,55
6,53
6,53
6,53
6,53
6,52
6,51
6,50
6,49
6,49
6,48
6,48
6,48
6,46
6,45
6,44
6,43
6,42
6,41
6,40
6,39
6,39
6,37
6,37
6,35
6,33
6,33
6,32
6,32
6,32
6,30
6,30
6,30
6,29
6,28
6,28
6,28
6,28
6,27
6,27
6,27
6,26
6,25




scaffold_5:1225644-1227101(+)
scaffold_1:3976853-3976968(+)
scaffold_5:671457-672308(-)
scaffold_13:113085-113370(+)
scaffold_8:1160742-1161010(+)
scaffold_1:1081086-1081463(+)
scaffold_5:1703889-1704440(+)
scaffold_4:3488671-3489699(-)
scaffold_4:3482338-3483366(+)
scaffold_1:4735879-4736422(-)
scaffold_3:724311-724801(-)
scaffold_13:786547-787554(-)
scaffold_5:770918-771475(+)
scaffold_4:1723003-1723293(-)
scaffold_2:2800703-2801268(+)
scaffold_4:590435-591070(-)
scaffold_5:541524-541892(+)
scaffold_7:1557627-1557731(-)
scaffold_5:1232933-1233287(-)
scaffold_6:1035197-1035960(-)
scaffold_8:1158944-1159311(+)
scaffold_7:208137-208385(-)
scaffold_1:4195276-4195774(+)
scaffold_2:1345771-1347165(-)
scaffold_10:908257-908829(+)
scaffold_8:560127-560715(-)
scaffold_10:1159093-1160364(+)
scaffold_7:1556364-1556890(-)
scaffold_10:380803-381465(-)
scaffold_9:866120-866442(-)
scaffold_3:1142121-1142864(+)
scaffold_7:1557907-1558038(-)
scaffold_1:4571983-4572828(+)
scaffold_2:1011686-1011870(+)
scaffold_2:1654828-1655468(+)
scaffold_1:3654410-3654815(+)
scaffold_3:877162-877947(+)
scaffold_4:98233-98744(-)
scaffold_1:4880123-4880627(-)
scaffold_1:3176104-3178107(+)
scaffold_2:4401629-4402084(-)
scaffold_6:431301-432410(+)
scaffold_8:1517145-1517723(+)
scaffold_1:3714910-3715365(-)
scaffold_8:1696813-1697542(-)
scaffold_4:871849-872545(+)
scaffold_9:1397600-1398069(-)
scaffold_1:689628-690463(+)
scaffold_7:1739400-1739807(+)
scaffold_1:5325916-5326458(-)
scaffold_4:4254335-4254765(-)
scaffold_3:1039369-1039910(-)
scaffold_6:2090101-2090266(-)
scaffold_13:5884-6047(+)
scaffold_1:3517472-3518170(+)
scaffold_4:2942169-2942519(-)

467,4
70,48
165,8
104,48
138,15
155,17
479,19
160,72
160,72
154,25
154,01
134,76
672
100,71
383,29
100,13
123,68
66,04
103,61
158,61
141,82
157,5
252,06
149,63
78,41
262,73
134,91
426,2
1017,01
154,01
396,4
90,94
367,86
87,94
379,61
73,19
173,7
201,8
244,48
129,37
693,15
70,98
1411
2537
56,59
357,13
335,6
179,89
317,41
302,06
101,77
101,61
67,46
95,48
475,15
79,13

6,13
0,93

2,2
1,39
1,85
2,08
6,44
2,16
2,16
2,08
2,08
1,85
9,25
1,39
5,32
1,39
1,73
0,93

15
2,31
2,08
2,31

3,7

2,2
1,16
3,89

6,36
15,22
2,31
6,01
1,39
5,67
1,39
6,01
1,16
2,78
3,24
3,93
2,08
11,22
1,16
2,31
4,16
0,93
59
5,55
3,01
5,32
5,09
1,73
1,73
1,16
1,65
8,33
1,39

6,25
6,24
6,24
6,23
6,22
6,22
6,22
6,22
6,22
6,21
6,21
6,19
6,18
6,18
6,17
6,17
6,16
6,15
6,11
6,10
6,09
6,09
6,09
6,09
6,08
6,08
6,08
6,07
6,06
6,06
6,04
6,03
6,02
5,98
5,98
5,98
5,97
5,96
5,96
5,96
5,95
5,94
5,93
5,93
5,93
5,92
5,92
5,90
5,90
5,89
5,88
5,88
5,86
5,85
5,83
5,83




scaffold_10:568235-568855(-)
scaffold_2:1012203-1012388(+)
scaffold_3:3257954-3258378(+)
scaffold_4:869830-870258(+)
scaffold_2:1972074-1973272(-)
scaffold_13:169909-170206(+)
scaffold_4:44011-44666(-)
scaffold_2:2517721-2517834(+)
scaffold_6:1408653-1408923(+)
scaffold_12:381044-381493(-)
scaffold_9:378995-379313(-)
scaffold_1:4736719-4737143(-)
scaffold_6:177400-177483(+)
scaffold_4:876070-876666(-)
scaffold_9:866505-866706(-)
scaffold_8:195603-196031(+)
scaffold_8:528115-528346(+)
scaffold_8:723362-723813(+)
scaffold_3:878109-878714(-)
scaffold_8:153294-153408(+)
scaffold_2:2681154-2681873(+)
scaffold_1:5769-6417(-)
scaffold_11:701013-701644(+)
scaffold_5:1116318-1116685(+)
scaffold_6:2607773-2608127(+)
scaffold_5:2699985-2700489(+)
scaffold_6:1124217-1124721(+)
scaffold_1:4760136-4760667(+)
scaffold_3:3150334-3150771(+)
scaffold_7:170360-170747(-)
scaffold_2:4513187-4513768(+)
scaffold_4:3208386-3208890(+)
scaffold_8:723873-724404(+)
scaffold_3:942165-942452(-)
scaffold_8:1526775-1527563(+)
scaffold_13:113555-113838(+)
scaffold_2:4054027-4054572(+)
scaffold_6:2169946-2170141(+)
scaffold_5:976799-977180(+)
scaffold_2:2084733-2086976(+)
scaffold_2:612598-613924(-)
scaffold_8:1842895-1843293(-)
scaffold_8:851578-851909(+)
scaffold_2:2494686-2495393(-)
scaffold_14:130263-130337(+)
scaffold_10:1202192-1202472(-)
scaffold_10:419884-420078(+)
scaffold_2:2053866-2053979(+)
scaffold_1:5402801-5403559(+)
scaffold_8:197621-198326(+)
scaffold_2:1960672-1960735(+)
scaffold_5:1705057-1705938(+)
scaffold_6:2608182-2608596(+)
scaffold_4:4081436-4081756(-)
scaffold_8:997021-997518(-)
scaffold_2:3869561-3869834(+)

419,47
78,36
168,77
71,15
83,73
128,47
782,59
76,72
55,14
292,84
133,62
177,96
54,76
136,79
53,69
67,86
86,2
53,16
54,92
52,72
401,09
54,58
169,06
66,25
119,81
170,21
170,21
50,98
235,18
93,94
140,9
167,38
478
126,92
195,76
138,05
296
67,82
1127
524,43
137,76
228,36
54,27
204,12
64,28
69,22
68,72
63,56
52,6
204,46
82,89
330,61
440,95
165,52
308,46
77,01

7,4
1,39
3,01
1,27

15
2,31

14,11
1,39

5,32
2,43
3,24

2,54

1,27
1,62

1,04

7,63
1,04
3,24
1,27
2,31
3,31
3,31

4,63
1,85
2,78
3,31
9,48
2,54
3,93
2,78
6,01
1,39
2,31
10,75
2,89
4,86
1,16
4,39
1,39
15
15
1,39
1,16
4,51
1,85
7,4
10,29
3,93
7,4
1,85

5,82
5,82
5,81
5,81
5,80
5,80
5,79
5,79
5,79
5,78
5,78
5,78
5,78
5,75
5,75
5,74
5,73
5,73
5,72
5,72
5,72
571
571
571
5,70
5,68
5,68
5,67
5,67
5,67
5,66
5,66
5,66
5,64
5,64
5,63
5,62
5,61
5,61
5,61
5,57
5,55
5,55
5,54
5,53
5,53
5,52
5,51
5,50
5,50
5,49
5,48
5,42
5,40
5,38
5,38




scaffold_2:3987729-3988516(+)
scaffold_1:1229435-1231969(-)
scaffold_8:1513700-1514116(-)
scaffold_3:1576827-1577282(-)
scaffold_4:293271-293521(-)
scaffold_5:2217921-2218282(-)
scaffold_8:1056348-1056794(+)
scaffold_11:496712-497601(+)
scaffold_11:701954-702426(-)
scaffold_10:1093573-1094667(-)
scaffold_1:4760885-4761330(+)
scaffold_5:1533459-1534490(+)
scaffold_1:3725858-3726466(-)
scaffold_8:34629-35427(-)
scaffold_3:4614063-4614312(+)
scaffold_7:120965-121366(+)
scaffold_1:4092560-4093255(-)
scaffold_1:5687850-5688568(+)
scaffold_5:1120412-1121026(-)
scaffold_4:3207902-3208330(+)
scaffold_1:4880683-4881111(-)
scaffold_5:2699501-2699929(+)
scaffold_5:975873-976423(+)
scaffold_6:1123733-1124161(+)
scaffold_1:5210533-5210844(+)
scaffold_4:1076134-1076462(+)
scaffold_4:130174-130365(+)
scaffold_9:1193514-1194184(-)
scaffold_10:971414-971814(+)
scaffold_2:4640022-4640976(-)
scaffold_3:1284618-1285148(+)
scaffold_3:4055502-4056289(-)
scaffold_3:2179529-2179845(+)
scaffold_14:129930-130067(+)
scaffold_4:3855158-3855884(+)
scaffold_1:5688627-5689083(+)
scaffold_8:1244389-1244862(-)
scaffold_11:491736-491947(+)
scaffold_2:1171640-1171764(+)
scaffold_7:879625-880732(-)
scaffold_1:3977229-3977974(+)
scaffold_3:3577108-3577421(-)
scaffold_8:1514417-1514603(-)
scaffold_1:5210111-5210312(+)
scaffold_5:974886-975284(+)
scaffold_9:936397-937529(+)
scaffold_5:462830-463557(+)
scaffold_6:2426515-2427800(+)
scaffold_7:1062007-1062295(-)
scaffold_5:824729-825746(+)
scaffold_5:461882-462748(+)
scaffold_7:737712-738401(+)
scaffold_5:659756-661368(+)
scaffold_2:4447229-4448602(-)
scaffold_4:1287595-1287760(+)
scaffold_6:2110855-2111066(+)

330,6
74,78
260,53
333,55
70,52
55,14
78,07
56,08
182,65
92,68
235,71
50,4
368,63
57,74
173,14
81,5
156,48
62,35
72,89
123,53
120,92
120,92
85,3
117,47
1515
64,09
70,86
99,37
85,13
409,99
54,71
92,05
155,03
52,77
143,27
54,9
52,56
154,53
59,54
101,12
94,74
105,03
51,42
78,12
58,83
84,79
68,98
90,21
62,24
101,43
73,06
169,02
62,98
54,32
58,53
84,65

7,98
1,85
6,48
8,33
1,85
1,46
2,08
1,5
4,97
2,54
6,48
1,39
10,18
1,62
4,86
2,31
4,51
1,85
2,19
3,78
3,78
3,78
2,67
3,7
4,86
2,08
2,31
3,24
2,78
13,64
1,85
3,12
5,32
1,85
5,12
2,08
2,08
6,24
2,54
4,39
4,16
4,7
2,31
3,58
2,85
4,39
3,58
5,67
3,93
6,48
4,97
11,91
4,74
4,16
4,63
6,74

5,37
5,34
5,33
5,32
5,25
5,24
5,23
5,22
5,20
5,19
5,18
5,18
5,18
5,16
5,15
5,14
5,12
5,07
5,06
5,03
5,00
5,00
5,00
4,99
4,96
4,95
4,94
4,94
4,94
4,91
4,89
4,88
4,86
4,83
4,81
4,72
4,66
4,63
4,55
4,53
4,51
4,48
4,48
4,45
4,37
4,27
4,27
3,99
3,99
3,97
3,88
3,83
3,73
3,71
3,66
3,65




scaffold_8:866523-866959(+) 71,86 5,78 3,64
scaffold_7:738548-739126(+) 69,96 5,9 3,57
scaffold_3:3576478-3577050(-) 160,75 13,61 3,56
scaffold_6:763703-764469(+) 59,75 5,55 3,43
scaffold_5:2605783-2606079(+) 103,59 9,94 3,38
scaffold_6:1537237-1537954(+) 89 8,56 3,38
scaffold_3:1635410-1635657(+) 59,69 5,78 3,37
scaffold_4:1476634-1477442(-) 59,61 5,78 3,37
scaffold_2:4318833-4319390(-) 106,73 10,79 3,31
scaffold_9:1210953-1212272(+) 72,93 7,55 3,27
scaffold_1:504374-504867(+) 66,69 7,03 3,25
scaffold_3:2646784-2647434(+) 72,62 8,46 3,10
scaffold_2:3572093-3572977(-) 78,44 9,71 3,01
scaffold_67:1965-2393(+) 173,26 22,43 2,95
scaffold_3:1633841-1634375(+) 76,38 11,1 2,78
scaffold_6:1536567-1537180(+) 79,18 12,49 2,66
scaffold_2:2579478-2580562(-) 70,02 11,68 2,58
scaffold_6:823302-823831(-) 53,38 9,31 2,52
scaffold_1:5005031-5005348(+) 106,66 19,77 2,43
scaffold_1:4024085-4024422(+) 50,79 9,71 2,39
scaffold_7:826891-827671(-) 67,59 13,07 2,37
scaffold_4:4204171-4205042(+) 104,46 22,91 2,19
scaffold_1:3484245-3485076(-) 121,71 28,21 2,11
scaffold_4:2162743-2165211(+) 63,08 15,03 2,07
scaffold_7:487926-488447(-) 70,07 17,31 2,02
scaffold_13:505315-507633(+) 158,03 39,16 2,01
scaffold_12:782492-784158(-) 114,67 29,01 1,98
scaffold_4:3497941-3498484(-) 71,4 18,69 1,93
scaffold_7:2033129-2033995(-) 54,82 16,59 1,72
scaffold_3:4312988-4313857(+) 57,91 18,88 1,62

Tabla S3. Lecturas normalizadas de los ex-siRNAs en las fracciones enriquecidas en Ago-1 de la
estirpe silvestre y el mutante ago-1". Se incluye el log, de la tasa de cambio de los ex-siRNAs en la

estirpe silvestre (WT) repecto al mutante ago-1". Los datos estan ordenados por el valor de la tasa de
cambio. Los signos (+) y (-) sefialan la direccién de transcripcion del gen respecto a la secuencia
gendmica de M. circinelloides . Sélo se consideraron para el andlisis loci con un nimero de lecturas
normalizadas en la estirpe silvestre mayor de 50.




ANexos

Tabla $4

237






log, de latasa de
cambio WT vs
ago-1" de sRNAs

log, de latasa de
cambio ago-1" vs

ID del transcrito|Coordenadas del locus unidos a Ago-1 WT
80452 |scaffold 3/3981817-3982026 9,34 -3,58
80794 |scaffold 4/221727-222345 7,31 -8,34
80452|scaffold 3/3981208-3981332 8,39 -4,07
80794 |scaffold_4/222499-223296 8,15 -13,71
82197|scaffold 5/531317-531406 7,69 -4,21
82372|scaffold 5/1078207-1078423 8,27 -31,92
80452|scaffold 3/3980953-3981152 9,50 -5,32
80452 |scaffold_3/3980645-3980889 8,67 -6,74
85302 |scaffold 9/356928-358271 7,47 -4,14
77442 |scaffold 1/5124037-5124438 8,54 -5,12
83462 |scaffold 6/1408981-1409119 8,82 -3,47
83987|scaffold 7/173394-173798 #N/A -2,09
86881 |scaffold 14/36463-36761 8,45 -6,26
77020|scaffold 1/3654843-3654911 #N/A -7,99
82926|scaffold 5/2791759-2792121 6,55 -7,95
84406 |scaffold 7/1557627-1557731 6,15 -4,83
80649|scaffold 3/4614063-4614312 5,15 -1,95
77050(scaffold 1/3768890-3769513 6,73 -7,14
86467 |scaffold 12/343883-344588 #N/A -3,86
86354 |scaffold 11/902332-902555 #N/A -7,30
83611|scaffold 6/1910377-1910660 7,46 -4,25
84460|scaffold 7/1737557-1738078 6,55 -2,76
86022|scaffold 10/1160379-1161128 #N/A -3,95
82518|scaffold 5/1533459-1534490 5,18 -5,97
83098|scaffold 6/117553-120449 7,51 -5,77
79776|scaffold 3/1783458-1784549 6,79 -4,68
76230|scaffold 1/1082263-1082508 7,04 -3,62
84929|scaffold 8/1056348-1056794 5,23 -3,67
77527 |scaffold 1/5438029-5438439 6,46 -3,95
84406 |scaffold 7/1557038-1557444 6,99 -2,84
81030|scaffold 4/983106-985686 7,71 -6,46
80938|scaffold 4/713508-714012 7,15 -4,10
79278|scaffold 3/124858-125136 7,46 -3,74
85623|scaffold 9/1396263-1396750 6,32 -3,30
85642 |scaffold 9/1466049-1466356 7,09 -7,26
84958|scaffold 8/1160742-1161010 6,22 -3,84
82471 |scaffold 5/1385520-1386187 6,51 -4,33
84406|scaffold 7/1556364-1556890 6,07 -3,05
79493 |scaffold 3/887762-888202 7,18 -3,96
83227|scaffold 6/597550-597630 #N/A -7,24
86627 |scaffold 13/5884-6047 5,85 -3,19
76229|scaffold 1/1081086-1081463 6,22 -3,04
76403 |scaffold 1/1640877-1641371 #N/A -4,51
78466 |scaffold 2/2517721-2517834 5,79 -4, 77
83695|scaffold 6/2169946-2170141 5,61 -2,10




81492|scaffold 4/2473055-2473493 7,30 -2,69
78304 |scaffold 2/1982995-1983659 #N/A -1,04
12058|scaffold 14/170597-170684 #N/A -5,88
78304 |scaffold 2/1982174-1982848 #N/A -2,62
78325|scaffold 2/2063997-2064857 7,34 -3,34
83973|scaffold 7/120965-121366 5,14 -3,08
83735|scaffold 6/2299412-2299851 #N/A -2,32
76941 |scaffold 1/3394456-3394653 #N/A -4,94
85423|scaffold 9/724950-726074 6,85 -4,32
79285|scaffold 3/155187-155833 6,32 -4,20
84944 |scaffold 8/1104658-1105011 6,28 -2,34
86787 |scaffold 13/523594-524166 6,53 -3,09
12058|scaffold 14/191369-191524 #N/A -4,99
84646|scaffold 8/153294-153408 5,72 -5,87
83826 |scaffold 6/2608182-2608596 5,42 -2,40
85223|scaffold 9/103157-103529 7,34 -2,10
85857|scaffold 10/603983-604549 6,99 -4,10
84944 |scaffold 8/1104133-1104555 6,42 -4,54
79511 |scaffold 3/942512-942677 6,27 -4,88
86335(scaffold 11/829803-830513 7,26 -4,58
82833|scaffold 5/2511750-2512073 6,99 -3,26
83411 |scaffold 6/1241223-1241662 6,61 -1,76
81899|scaffold 4/3843333-3844379 6,91 -4,22
78926 |scaffold 2/3986963-3987698 6,67 -3,45
84773|scaffold 8/559478-559878 #N/A -4,04
83986|scaffold 7/171315-171894 7,20 -3,87
80992|scaffold 4/871849-872545 5,92 -1,76
77205|scaffold 1/4306555-4307445 6,28 -3,24
94382|scaffold 3/877162-877947 5,97 -1,83
86261 |scaffold 11/594283-595659 6,95 -4,19
83353|scaffold 6/1031039-1031890 6,85 -1,60
84657|scaffold 8/197621-198326 5,50 -1,88
77020|scaffold 1/3653999-3654359 7,21 -4.64
78887|scaffold 2/3868791-3868871 #N/A -8,33
76982 |scaffold 1/3517472-3518170 5,83 -1,67
85309(scaffold 9/378459-378911 7,57 -3,72
84773|scaffold 8/560127-560715 6,08 -3,61
81795|scaffold 4/3482338-3483366 6,22 -3,36
81796|scaffold 4/3488671-3489699 6,22 -3,36
76077|scaffold 1/596743-597906 7,02 -3,69
81619|scaffold 4/2940973-2941407 7,49 -1,92
84461 |scaffold 7/1739400-1739807 5,90 -1,71
77036|scaffold 1/3714910-3715365 5,93 -2,39
83986|scaffold 7/170791-171256 6,93 -3,06
76488|scaffold 1/1902838-1904074 7,92 -4,87
83187|scaffold 6/431301-432410 5,94 -2,69
84912 |scaffold 8/997021-997518 5,38 -3,15
84406 |scaffold 7/1557907-1558038 6,03 -3,36
76230|scaffold 1/1082753-1083250 6,83 -5,10
83986 |scaffold 7/168910-169627 7,66 -4,12




77325|scaffold 1/4737163-4737339 7,18 -2,70
77038|scaffold 1/3725858-3726466 5,18 -3,73
76158|scaffold 1/860701-862188 6,25 -4,17
82415|scaffold 5/1225644-1227101 6,25 -4,17
84406 |scaffold 7/1556113-1556219 #N/A -7,86
83549|scaffold 6/1695393-1695862 6,75 -4,35
84826 |scaffold 8/723873-724404 5,66 -3,24
86260|scaffold 11/586459-587172 7,02 -3,70
86330|scaffold 11/808707-809099 6,80 2,77
78207 |scaffold 2/1654828-1655468 5,98 -1,80
85624 |scaffold 9/1397600-1398069 5,92 -1,87
80938|scaffold 4/714079-715358 7,03 -1,93
84919|scaffold 8/1023557-1024216 6,84 -2,93
77142|scaffold 1/4092560-4093255 5,12 -1,15
84945|scaffold 8/1106093-1106927 6,94 -3,87
95230|scaffold 5/2699985-2700489 5,68 -1,60
95350|scaffold 6/1124217-1124721 5,68 -1,60
94937|scaffold_4/3208386-3208890 5,66 -1,60
85309|scaffold 9/378995-379313 5,78 -1,70
76071 |scaffold 1/576695-577080 7,55 -1,60
83115|scaffold 6/177828-177954 #N/A -6,43
78520|scaffold 2/2681154-2681873 5,72 -2,59
80750|scaffold 4/46056-46615 7,03 -2,71
79511 |scaffold 3/942165-942452 5,64 -1,17
77620|scaffold 1/5748217-5748461 6,77 -2,05
78345|scaffold 2/2139284-2140603 6,70 -2,76
77620|scaffold 1/5748514-5748766 7,08 -3,14
82247|scaffold 5/671457-672308 6,24 -2,57
86417|scaffold 12/198534-198891 7,25 -2,04
84880|scaffold 8/891752-892285 6,69 -3,56
79798|scaffold 3/1838134-1839573 6,28 -3,94
77325|scaffold 1/4736719-4737143 5,78 -2,23
80110|scaffold 3/2832513-2833293 6,78 -1,74
82337|scaffold 5/974886-975284 4,37 -1,34
85526|scaffold 9/1064948-1065522 6,30 -3,26
77503 |scaffold 1/5325916-5326458 5,89 -1,60
79713|scaffold 3/1574919-1575739 7,57 -2,12
13790(scaffold 11/701013-701644 5,71 -3,08
82579|scaffold 5/1705057-1705938 5,48 -1,43
82472 |scaffold 5/1386278-1386946 6,92 -2,28
84478|scaffold 7/1792947-1793777 6,58 -3,01
78553 |scaffold 2/2800703-2801268 6,17 -4,87
85021 |scaffold 8/1366997-1367586 6,29 -2,96
93912|scaffold 1/4880123-4880627 5,96 -1,67
85822|scaffold 10/478662-479450 6,48 -2,20
80749|scaffold 4/44011-44666 5,79 -3,41
85421 |scaffold 9/713690-714001 7,60 -2,55
79753|scaffold 3/1704439-1705752 6,87 -3,20
81619|scaffold 4/2942169-2942519 5,83 -5,39
81974 |scaffold 4/4081808-4082279 6,35 -1,96




92875|scaffold 8/527049-528043 7,33 -3,30
77039|scaffold 1/3726747-3728591 6,91 -1,69
75923|scaffold 1/89768-90466 6,74 -3,33
80762|scaffold 4/98233-98744 5,96 -2,64
84987 |scaffold 8/1244913-1245597 7,31 -4,44
94937 |scaffold 4/3207902-3208330 5,03 -4,78
93912|scaffold 1/4880683-4881111 5,00 -4,85
95230(scaffold 5/2699501-2699929 5,00 -4,85
95350(scaffold 6/1123733-1124161 4,99 -4,90
77620(scaffold 1/5748823-5748960 #N/A -6,95
78952|scaffold 2/4054027-4054572 5,62 -2,30
78302 |scaffold 2/1972074-1973272 5,80 -2,94
81974 |scaffold 4/4081436-4081756 5,40 -0,67
82337|scaffold 5/975873-976423 5,00 -1,81
85972 |scaffold 10/971414-971814 4,94 -1,40
82208 |scaffold 5/579078-579439 6,41 -2,25
76601 |scaffold 1/2273087-2273423 6,40 -4,56
85468 |scaffold 9/866120-866442 6,06 -3,88
78011 |scaffold 2/1011977-1012132 #N/A -5,05
77392|scaffold 1/4949308-4950310 6,88 -1,67
86665 |scaffold 13/113555-113838 5,63 -4,54
85823(scaffold 10/480769-482154 6,49 -2,82
82026 |scaffold 4/4254335-4254765 5,88 -2,34
85066 |scaffold 8/1517145-1517723 5,93 -1,65
86930(scaffold 19/3514-4305 6,55 -4,28
76838|scaffold 1/3062334-3062715 6,49 -3,30
78926 |scaffold 2/3987729-3988516 5,37 -2,13
86476|scaffold 12/381044-381493 5,78 -2,28
85556 |scaffold 9/1162881-1163279 6,57 -0,51
77282|scaffold 1/4571983-4572828 6,02 -2,10
78743|scaffold 2/3368696-3369199 7,01 -1,82
75939(scaffold 1/141945-142387 #N/A -3,46
86485|scaffold 12/412121-412755 6,43 -2,55
85742|scaffold 10/206845-207520 6,52 -1,62
84203|scaffold 7/868046-868696 7,30 -2,59
85731 |scaffold 10/171393-172046 7,28 -5,10
77203|scaffold 1/4299268-4300776 7,07 -3,00
83994 |scaffold 7/202031-203362 6,48 -1,98
80623|scaffold 3/4533270-4533629 6,88 -3,33
86022|scaffold 10/1159093-1160364 #N/A -2,45
76330(scaffold 1/1396153-1396563 #N/A -2,82
82275|scaffold 5/770918-771475 6,18 -2,97
77171|scaffold 1/4195276-4195774 6,09 -2,30
84957|scaffold 8/1158944-1159311 6,09 -3,80
85642 |scaffold 9/1465434-1466006 7,16 -2,73
77520]|scaffold 1/5401597-5402614 6,45 -2,40
85164 |scaffold 8/1842895-1843293 5,55 -1,45
86260|scaffold 11/587613-587843 #N/A -2,85
82417|scaffold 5/1232933-1233287 6,11 -2,65
78167 |scaffold 2/1505433-1506736 6,39 -1,71




78424 |scaffold 2/2389587-2390063 7,40 -2,82
85892 (scaffold 10/698033-698745 6,37 -2,18
85565 |scaffold 9/1194439-1195285 6,90 -2,16
79577 |scaffold 3/1142121-1142864 6,04 -4,15
82385(scaffold 5/1120412-1121026 5,06 -1,88
86685 |scaffold 13/169909-170206 5,80 -3,31
83142|scaffold 6/262675-263007 6,32 -2,68
80443|scaffold 3/3941319-3941570 6,27 -3,38
78011 |scaffold 2/1012203-1012388 5,82 -2,09
77331|scaffold 1/4760885-4761330 5,18 -1,62
80061 |scaffold 3/2703221-2706571 6,72 -2,67
79134 |scaffold 2/4622978-4623681 7,02 -2,13
85793|scaffold 10/380803-381465 6,06 -1,23
76105|scaffold 1/689628-690463 5,90 -2,21
79714 |scaffold 3/1576827-1577282 5,32 -1,92
78120|scaffold 2/1345771-1347165 6,09 -2,33
79907 |scaffold 3/2179529-2179845 4,86 -2,09
79959|scaffold 3/2368958-2370289 7,37 -3,15
85846 |scaffold 10/568235-568855 5,82 -0,14
83695|scaffold 6/2170419-2171438 7,17 -3,58
83652|scaffold 6/2033515-2034074 6,99 -3,02
86294 |scaffold 11/701954-702426 5,20 -3,50
79183|scaffold 2/4804199-4804775 7,31 -1,60
76941 |scaffold 1/3395233-3395554 7,62 -3,08
94870|scaffold 4/2430874-2431477 7,07 -4,89
86048|scaffold 10/1244037-1244474 #N/A -3,64
80244 |scaffold 3/3257954-3258378 5,81 -4,20
80211|scaffold 3/3150334-3150771 5,67 -1,82
85168|scaffold 8/1862310-1862470 #N/A -3,99
82578|scaffold 5/1703889-1704440 6,22 -0,79
79061 |scaffold 2/4401629-4402084 5,95 -0,93
16281 |scaffold 3/2835438-2836250 6,28 -2,44
85794 |scaffold 10/382317-383973 7,18 -2,19
85973|scaffold 10/971898-972629 7,19 -1,34
85565|scaffold 9/1193514-1194184 4,94 -1,27
86602 |scaffold 12/857249-857737 7,61 -1,10
92716|scaffold 7/1275720-1276037 #N/A -7,25
51581 |scaffold 11/91274-92019 #N/A -5,83
51423|scaffold 10/410047-410184 #N/A -32,45
74643|scaffold 6/2729235-2729275 #N/A -7,71
48689 |scaffold 4/1252257-1253194 #N/A -6,84
92980|scaffold 8/1564394-1564475 #N/A -29,72
72854 |scaffold 3/1273720-1274159 #N/A -9,70
95577 |scaffold 7/1416581-1416786 #N/A -6,65
85223|scaffold 9/102724-103103 6,96 -1,35
89225|scaffold 8/130841-131393 #N/A -4,90
22967 |scaffold 3/3643147-3643280 #N/A -6,77
51876|scaffold 13/120191-121221 #N/A -6,25
85168|scaffold 8/1863231-1863332 #N/A -13,36
88244 |scaffold 4/476836-477179 #N/A -8,11




91077 |scaffold 3/1288206-1288596 #N/A -8,95
95922 |scaffold 10/633425-634769 #N/A -10,09
94043|scaffold 2/976328-976736 #N/A -9,52
90193|scaffold 1/3838489-3839674 #N/A -8,78
93857|scaffold_1/3992924-3992966 #N/A -9,61
93203|scaffold 10/195731-195897 #N/A -7,47
24857|scaffold 1/702120-702316 #N/A -9,52
46499|scaffold 1/4749123-4750048 #N/A -7,34
93645|scaffold_1/1053113-1054103 #N/A -10,64
29038|scaffold 6/605338-605904 #N/A -8,69
92041 |scaffold 5/729937-730268 #N/A -9,50
33552|scaffold 2/422848-422919 #N/A -11,76
48455|scaffold_3/4670515-4670911 #N/A -6,53
91402|scaffold 3/4117638-4117778 #N/A -8,07
92570|scaffold_6/2760005-2760624 #N/A -7,03
36390|scaffold 3/4296474-4296740 #N/A -8,80
94536|scaffold 3/2643999-2644281 #N/A -8,38
77956|scaffold 2/833114-833305 #N/A -10,86
80654 |scaffold 3/4629093-4629267 #N/A -9,10
86368|scaffold 11/938859-939465 #N/A -2,00
47807 |scaffold 3/1419586-1420132 #N/A -9,27
86166|scaffold 11/257376-257712 #N/A -8,11
93062 |scaffold 9/424451-424559 #N/A -7,25
37397|scaffold 3/136174-136288 #N/A -5,66
96051 |scaffold 12/369713-370797 #N/A -6,72
31141|scaffold 1/752396-752498 #N/A -9,87
85828|scaffold 10/502786-502979 #N/A -10,06
90818|scaffold 2/3893535-3893918 #N/A -10,43
32849|scaffold 1/3239157-3239235 #N/A -29,54
94604 |scaffold 3/3519451-3520227 #N/A -7,31
68938|scaffold 1/4746767-4749128 #N/A -6,50
73988|scaffold 5/815750-816240 #N/A -7,39
84706|scaffold 8/344075-345596 #N/A -6,58
30166|scaffold 8/1879318-1879423 #N/A -30,46
95149|scaffold 5/1784359-1784758 #N/A -6,35
82648 |scaffold 5/1952247-1953638 #N/A -29,39
81516|scaffold_4/2558370-2558802 #N/A -9,15
77956 |scaffold 2/833364-833655 #N/A -11,95
38503|scaffold 4/574133-574320 #N/A -11,04
27316|scaffold_3/3108420-3108834 #N/A -10,90
77956 |scaffold 2/832264-832379 #N/A -29,51
71324 |scaffold 1/454420-455337 #N/A -9,36
47486 |scaffold 2/4479725-4480705 #N/A -7,55
87857|scaffold 3/668768-668985 #N/A -11,24
81072|scaffold 4/1112288-1112426 #N/A -9,69
87086 |scaffold 1/1875448-1875577 #N/A -10,07
46499|scaffold_1/4750110-4750958 8,57 -8,39
27973|scaffold 4/2067164-2067348 #N/A -8,48
78571 |scaffold 2/2853958-2854357 #N/A -9,10
88271 |scaffold 4/776350-776959 #N/A -8,25




83918|scaffold 6/2858471-2859364 #N/A -7,29
93062 |scaffold 9/423721-424269 #N/A -4,59
93062 |scaffold 9/423194-423655 #N/A -4,76
94953 |scaffold_4/3404947-3405505 #N/A -4,41
88145|scaffold 3/4069661-4070267 #N/A -10,38
94043|scaffold 2/975955-976278 #N/A -6,02
46975|scaffold 2/1686635-1686748 #N/A -8,85
68860|scaffold 1/3433294-3433702 #N/A -29,94
95149|scaffold 5/1783237-1783640 #N/A -5,65
94247 |scaffold 2/3976958-3977505 #N/A -8,55
95149|scaffold 5/1784832-1785233 #N/A -6,14
79017 |scaffold 2/4259822-4260259 #N/A -9,26
83860|scaffold 6/2713097-2713201 #N/A -9,04
94525|scaffold 3/2502239-2502569 #N/A -8,62
95149|scaffold 5/1783703-1784287 #N/A -6,33
90885 |scaffold 2/4478570-4478892 #N/A -10,07
45670(scaffold 1/543290-543626 #N/A -6,57
73657 |scaffold 4/2592958-2594773 #N/A -9,93
91508|scaffold 4/315603-316078 #N/A -8,98
45935(scaffold 1/1755176-1755426 #N/A -8,86
93776|scaffold 1/2712159-2712637 #N/A -7,18
13065|scaffold 5/2626372-2627244 #N/A -8,16
77853|scaffold 2/520771-522126 #N/A -4,93
73807|scaffold 4/3682880-3683403 #N/A -10,83
45585|scaffold 38/2409-3386 1,25

27711 |scaffold 4/652566-652815 #N/A -7,38
76922 |scaffold 1/3325236-3325340 #N/A -8,94
90826|scaffold 2/3973228-3973298 #N/A -8,02
29653 |scaffold 7/1176028-1176141 #N/A -8,74

Tabla S4. Distribucién de siRNAs unidos a Ago-1 entre las diferentes clases de ex-siRNAs.
Se indica el log, de la tasa de cambio de los siRNAs unidos a Ago-1 en la estirpe silvestre

respecto al mutante ago-1", para las clases |, Il, lll y IV de ex-siRNAs. Se muestra también
el log, de la tasa de cambio de los ex-siRNAs en el mutante ago-1" respecto al silvestre,

para comparacion. Las clases |, I, lll y IV se sefialan con fondo amarillo, blanco, azul y
gris, respectivamente. N/A: no detectado.
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