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RESUMEN (SUMMARY)

Since its discovery in the early 1990s, post-transcriptional gene silencing or RNA
interference (RNAI1) has revolutionized the fields of genetics and molecular biology and
continues to inspire groundbreaking research across the scientific community. The
presence of double-stranded RNA molecules triggers the RNAi mechanism to recognize
and direct degradation of complementary messenger RNAs or prevent their translation
into protein. Originally a defense mechanism against invasive nucleic acids —exogenous
or endogenous— it has evolved into a complex regulatory phenomenon that not only
protects the genome but also controls gene expression. RNAi functionality relies on short
RNA molecules (sSRNAs) to guide catalytic complexes to their targets by RNA base
pairing. This mechanism is conserved in every major eukaryotic lineage, though there are
diverse biogenetic pathways that result in different types of sSRNAs. The fungal kingdom
is an excellent example of this diversity because it encompasses many RNAi pathways
involved in controlling the vegetative and sexual stages of their lifecycles. Here in this
work, we propose the early-diverging fungus Mucor circinelloides as a model to study
the role of RNAI in controlling essential biological processes involved in chromosome
function and pathogenesis. M. circinelloides harbors canonical and non-canonical RNAi
pathways that are intertwined to regulate genome expression, stability, and transmission,
having an impact on its singular ecology. A ubiquitous inhabitant of the soil,
M. circinelloides displays a saprophytic lifestyle, but can become an opportunistic animal

pathogen and cause an often-lethal infectious disease known as mucormycosis.

We identified M. circinelloides conserved homologs of the kinetochore complex,
a protein bridge that binds the centromeres to the microtubules during cell division.
Surprisingly, M. circinelloides and all of the Mucorales lack the essential centromeric
histone H3 variant CENP-A that binds directly to the centromeric chromatin but retain
most of the remaining kinetochore proteins. A functional analysis and ChIP-seq assay of
conserved kinetochore proteins discovered nine centromeres that anchor kinetochores
throughout the cell cycle in a monocentric arrangement. M. circinelloides mosaic
centromeres bear features of the genetically-defined point centromeres, like their short
length and a highly conserved DNA motif; while also exhibiting regional centromere
determining characteristics, mainly their large pericentric regions colonized by a
retrotransposable element. This retrotransposon is similar to the human LINE1 and

conserved in all species belonging to the subphylum Mucoromycotina that lack CENP-
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A. Thus, we named it genomic retroelement of Mucoromycotina LINE1-like, or Grem-
LINE1, and proposed its involvement in centromere identity in the absence of CENP-A.
Grem-LINEI1 sequences are being actively silenced by canonical sSRNAs, indicating that
RNAI is involved in maintaining genome stability and determining centromere identity
in M. circinelloides. Intriguingly, there is an increased number of canonical antisense
sRNAs targeting Grem-LINEI sequences in mutants lacking the non-canonical RNAi
pathway (NCRIP). Hence, our data support previous observations of an antagonistic

interaction of the non-canonical over the canonical RNAi pathway in M. circinelloides .

This coordinated RNAIi regulation plays a critical role in the interaction with the
host innate immune defenses. A comparison between two pathotypes with opposite
virulence potentials revealed the genetic response involved in survival and germination
during macrophage phagocytosis. The hostile phagosomal environment triggers this
response by inducing two basic leucine-zipper activating transcription factors (Atf), Atfl
and Atf2, and remodeling a vast gene network that includes genes encoding an aquaporin
agpl, and two putative membrane-bound or secreted effectors chil and ppsI. Most of the
principal components of this Atf-mediated germination pathway are also induced during
in vivo interaction with peritoneal mouse macrophages and are needed for a full virulence
in a murine infection model. NCRIP exerts a fine control of this response by repressing it
during non-stressful or saprophytic conditions and releasing it upon stressful challenges
like those encountered during phagocyte interaction. Our data suggest that NCRIP
activity is restrained during macrophage phagocytosis, correlating with an increased
expression of the canonical RNAi genes. This increased expression is also observed in
mutants lacking NCRIP activity. As a result, NCRIP mutants are unable to repress the
response to phagocytosis and develop a constitutive pre-exposure adaptation to stressful
conditions that protects them from oxidative damage. This is manifested and explained at
a transcriptional level because the transcriptomic profile of these NCRIP mutants cultured
under non-stressful conditions mimics most of the wild-type response to macrophage
phagocytosis. Surprisingly, the NCRIP mutants are significatively less virulent than a
wild-type strain, suggesting that the genetic deregulation provoked by the lack of NCRIP
activity affects other fungal processes required for virulence. Overall, our results offer a
detailed analysis of how two interacting RNAi pathways in M. circinelloides contribute
to essential biological functions and provide insights into its virulence traits, which could

lead to therapeutic breakthroughs against the difficult-to-treat mucormycosis.



[.INTRODUCCION






I.1. Biologia de hongos mucorales

I.1.1. Filogenia, descripcion morfoldgica, ecologia y beneficios biotecnoldgicos

Los Mucorales son un grupo monofilético que pertenece a los hongos basales,
unos hongos ancestrales que divergieron de manera temprana en la historia evolutiva del
reino Fungi. Los hongos basales se clasifican taxondémicamente en los filos
Cryptomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Zoopagomycota y Mucoromycota
(Figura 1.1)"2. El filo Mucoromycota se divide en los subfilos Glomeromycotina,
Mortierellomycotina y Mucoromycotina, englobando este ultimo a los ordenes
Endogonales, Umbelopsidales y Mucorales®. Tradicionalmente y, por tanto, en gran parte
de la bibliografia, los hongos pertenecientes a los filos Mucoromycota y Zoopagomycota
se englobaban en el filo Zygomycota atendiendo a criterios morfoldgicos como la
produccion de cigosporas durante la reproduccion sexual. Los recientes analisis de
filogenia molecular no se ajustan a esa clasificacion obsoleta y concluyen que el antiguo

clado de los cigomicetos no es monofilético™, desaconsejando su uso.

Cryptomycota }L {

Blastocladiomycota

Chytridiomycota

—— Zoopagomycotina m Zoopagomycota
Kickxellomycotina 2
L—— Entomophthoromycotina &
Glomeromycotina Mucoromycota
Mortierellomycotina \j

Endogonales
E Umbelopsidales:| Mucoromycotina
>
Mucorales Y
— Ascomycota '
Basidiomycota

Figura I.1. El arbol de la vida de los hongos. Cladograma que muestra la historia evolutiva de

los siete filos del reino Fungi (-mycota), sombreados con colores distintos. Las ramas cuya
filogenia no esta del todo resuelta se representan como una politomia en su correspondiente nodo.
Los filos Zoopagomycota y Mucoromycota, antiguamente englobados en el grupo polifilético de
los cigomicetos, se detallan al nivel de subfilo (-mycotina) con especial énfasis en el subfilo
Mucoromycotina, que se analiza a nivel de orden (-ales) para mostrar los Mucorales. Adaptado

de Spatafora et al., 2017', Ahrendt et al., 2018 y Naranjo-Ortiz et al., 2019°.

Aunque los cigomicetos no constituyan un grupo monofilético, la produccion de
cigosporas sigue siendo una de las principales caracteristicas morfologicas del filo
Mucoromycota. Las cigosporas son esporas sexuales o cigotos con una gruesa pared,

normalmente ornamentada y pigmentada, que se forman por fusion de gametangios
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(Figura 1.2). Tras producirse la fusion de citoplasma y nucleos, la cigospora queda
pendida entre dos hifas suspensorias que pueden exponer apéndices protectores. Las hifas
de los mucoromicetos son multinucleadas y normalmente cenociticas, salvo por la
presencia de septos adventicios dispuestos de manera irregular o delimitando estructuras
sexuales’. El subfilo Mucoromycotina se caracteriza por la producciéon enddgena de
esporas asexuales unicelulares e inmdviles, denominadas esporangiosporas (Figura 1.2).
Las esporangiosporas se producen dentro de estructuras especializadas de distinta forma
y tamafio conocidas como esporangios, que estan sostenidos por esporangioforos (Figura
1.2). Con menor frecuencia, pueden producir otras estructuras de reproduccion asexual
conocidas como clamidosporas y artrosporas a partir de hifas vegetativas. Los Mucorales
exhiben una pronunciada prolongacion del esporangioforo en forma de culpula,
denominada columela (Figura 1.2), que se introduce en el esporangio®. La presencia de
una columela bien diferenciada es una sinapomorfia que diferencia a los Mucorales del
resto del subfilo Mucoromycotina’ y, en algunas especies, posee un engrosamiento
terminal antes de introducirse en el esporangio conocido como apofisis (Figura 1.2). La
produccion de grandes cantidades de esporangios llenos de esporangiosporas es el
principal modo de reproduccion y dispersion de los Mucorales que, junto a su rapido
crecimiento como micelio filamentoso, proporciona una gran ventaja ecologica frente a

otros hongos y habitantes del suelo'’.

Figura 1.2. Estructuras reproductivas de hongos Mucorales. (A) Cigospora (zi) de Mucor

endophyticus (CBS385.95), sostenida por dos hifas suspensorias (hs) iguales. (B, C)
Esporangioforo (sf) de Rhizopus arrhizus (JMRC:NRZ:1217) que muestra un esporangio (sp)
completo (B); tras la dehiscencia del esporangio (C) se liberan las esporangiosporas (ep), dejando
a la vista la columela (co). (D) Esporangioforo de Lichtheimia ramosa (NRZ-2019-435) en el que,
tras liberar las esporas, se aprecia la ap6fisis (ap) justo debajo de la columela. (A, B, C, D) Se

muestra una escala de 50 um (barra negra). Fotografias tomadas de Walther et al., 2019'".

Los Mucorales se distribuyen geograficamente de manera cosmopolita'? y suelen

ser saprofitos, por lo que sus habitats mas frecuentes son el suelo, materia vegetal en
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descomposicion, alimentos y excrementos de animales'®. No obstante, las funciones
ecoldgicas de estos hongos son altamente diversas y, ademas de saprofitos, existen
especies de Mucorales que se comportan como endofitos!'?, parasitos de plantas, animales,
hongos e incluso de otros mucorales®. Algunas especies actian como patdgenos
oportunistas de humanos, causando una infeccion fungica emergente conocida como
mucormicosis'. Las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas que les permiten adaptarse
a tan diversos nichos ecologicos han sido explotadas tradicionalmente por la humanidad
para producir distintos fermentados de soja y arroz'’. Recientemente, los hongos

mucorales han despertado el interés de la industria biotecnoldgica para utilizarlos en

17,18 20,21

biotransformaciones'®, produccién de biocombustibles'”!8, carotenos'®, lipidos

y
quitosano®’>.  Ademds, poseen un considerable potencial como agentes
biorremediadores®®. A pesar de sus numerosas aplicaciones y el peligro que suponen
como patégenos emergentest, se conoce relativamente poco sobre la biologia de los
hongos mucorales, en especial de los mecanismos moleculares que regulan su fisiologia,

desarrollo y virulencia.
1.1.2. Mucor circinelloides como organismo modelo

Pese a su enorme interés econdomico y clinico, la investigacion en Mucorales se
ha visto frenada porque son dificiles de manipular genéticamente, en especial por la
ausencia de un método de transformacion genética eficaz?®. Aunque casi todas las
especies son refractarias a la transformacion genética, se ha conseguido transformar con
éxito tres especies mucorales: Rhizopus oryzae®®, Rhizopus delemar’’ 'y
M. circinelloides®. Desafortunadamente, la interrupcién génica mediante transformacion
genética y posterior recombinacion homologa en Rhizopus spp. no es estable ya que, tras
sucesivos cultivos en condiciones no selectivas, se recupera el alelo silvestre?’. Por el
contrario, en M. circinelloides se ha optimizado el método de transformacion genética por
electroporacion de manera que la interrupcion y reemplazo génicos son

considerablemente eficientes y, ademas, los mutantes resultantes son completamente

estables®’.

Estas ventajas hicieron que la investigacion genética en Mucorales se decantara
principalmente por M. circinelloides, convirtiéndolo en el hongo mucoral con el mayor
repertorio de técnicas de biologia molecular disponibles. Estas técnicas incluyen el uso
de la transformacion genética para el reemplazo génico, que permite realizar la delecion,

sobreexpresion y adicion de epitopos en cualquier gen; y para silenciar genes diana
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introduciendo vectores plasmidicos que producen RNA de doble cadena (double-
stranded RNA o dsRNA). Todas estas técnicas han ayudado a desentrafiar los
mecanismos moleculares de las respuestas a la luz y fotocarotenogénesis en Mucorales®!
y a identificar los componentes principales que participan en el mecanismo de
silenciamiento génico en Mucorales®’. Ademas, el genoma de M. circinelloides esta
completamente secuenciado por la plataforma de Illumina para lecturas cortas®. Este
genoma no contiene huecos y consta de 19 supercontigos o scaffolds, aproximadamente
el doble que cromosomas completos identificados en distintas estirpes de
M. circinelloides®*. La anotacion génica disponible a partir de este genoma permite
obtener el maximo rendimiento de las herramientas de manipulacion genética, asi como
realizar estudios de gendmica comparada y funcional, incluyendo analisis

transcriptomicos utilizando técnicas de secuenciacion de nueva generacion® >’

, y rastreos
funcionales mediante genotecas que inducen silenciamiento génico®. Por ultimo, la
irrupcion de las revolucionarias técnicas CRISPR-Cas9 en el campo de la genética de
hongos filamentosos®® no tardd en conquistar también a los hongos mucorales,
empezando por M. circinelloides**. La aplicaciéon de CRISPR-Cas9 ha mejorado la
eficiencia de interrupcion génica en especies mucorales para las que no existia un método

41,42

de transformacion eficaz™*“, prometiendo un futuro esperanzador para el estudio

genético de este grupo de hongos.

Ademas de estos avances técnicos, M. circinelloides es facilmente cultivable y
tiene un ciclo de vida corto (Figura 1.3), lo que permite realizar multiples ensayos
fenotipicos en poco tiempo. En unos pocos dias, M. circinelloides desarrolla un micelio
haploide, normalmente cenocitico y multinucleado que adquiere un color anaranjado si
recibe luz del espectro azul****. Puede iniciar un proceso de reproduccion sexual ya que
es heterotdlico con dos tipos sexuales morfologicamente idénticos, (+) y (-),
determinados por los genes sexP y sexM, respectivamente, en el locus sex. Cuando dos
hifas compatibles se encuentran desarrollan una morfologia helicoidal y se conjugan para
formar la cigospora mediante un proceso de plasmogamia. Las cigosporas de
M. circinelloides poseen una pared gruesa, de color oscuro, y con ornamentaciones en
forma de asterisco®’. Desafortunadamente, no se ha conseguido que las cigosporas de
M. circinelloides germinen y completen la reproduccion sexual en condiciones de
laboratorio®®, aunque se ha observado la germinacion de la cigospora en otras especies

del género Mucor*®. Poco se conoce sobre lo que ocurre en el interior de la cigospora en
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estas especies. Todo indica que ocurre un proceso de cariogamia entre dos nucleos
haploides de sexo opuesto para formar un nuicleo diploide que sufre una meiosis y, de los
cuatro productos meidticos, solamente uno sobrevive y los otros tres se desintegran junto
al resto de nucleos haploides. Tras aproximadamente un mes de latencia, la germinacioén
de la cigospora culmina con la producciéon de un tunico esporangiéforo terminal, conocido
como germosporangioforo, que sostiene el germosporangio. En su interior se encuentran
las germosporangiosporas, cuyo material genético proviene del unico producto meidtico

superviviente, que germinaran produciendo un micelio nuevo®’.
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Figura 1.3. Ciclo de vida de Mucor spp. Esquema de las fases reproductivas asexual (arriba) y
sexual (abajo) del ciclo de vida de Mucor spp. heterotdlicas de sexo (+) o (-). Los circulos de
color azul representan nucleos haploides (n), mientras que los circulos de color rojo representan
nucleos diploides (2n). Los eventos de meiosis se indican con los caracteres “R!”. Se indican las
estructuras que se forman en cada ciclo. Figura tomada de Diaz Gonzalez et al., 2004* y adaptada

por coherencia interna en la terminologia.

Debido a las incognitas sobre su reproduccion sexual y la imposibilidad de
germinar sus cigosporas y, por tanto, realizar cruzamientos, se prefiere cultivar y propagar
a M. circinelloides mediante reproduccion asexual o vegetativa. De su micelio surgen
largos y erectos esporangidforos que se ramifican de manera simpodial, sosteniendo
esporangios globosos o esféricos que contienen un elevado nimero de esporangiosporas.
Sus esporangioforos no presentan apofisis, pero si una columela muy patente al
introducirse en el esporangio, normalmente obovada o globosa*. Las esporangiosporas
suelen ser multinucleadas, aunque el nimero de nucleos puede variar dependiendo de la
forma®. La mayoria de especies del género Mucor son dimérficas>®, por lo que las
esporangiosporas pueden desarrollar tanto una morfologia levaduriforme como un
micelio cenocitico siempre que se den las condiciones adecuadas. En condiciones
aerobias, las esporangiosporas germinan y desarrollan un micelio fértil capaz de volver a
propagarse en pocos dias. Sin embargo, en ambientes anaerobios en los que hay una
fuente de carbono fermentable disponible®!, las esporangiosporas desarrollan una
morfologia levaduriforme. La diferenciacion en levadura o micelio es reversible, y la

transicion de una a otra morfologia esta sujeta a las condiciones ambientales.

Los avances técnicos en biologia molecular y su facil manipulacién y cultivo
convierten a M. circinelloides en el mejor modelo de hongo mucoral disponible
actualmente para el estudio a nivel molecular de procesos bioldgicos. Ademas, su
posicion en el arbol de la vida lo convierte en un organismo mas cercano
filogenéticamente a animales que otros hongos del subreino Dikarya utilizados
habitualmente como modelos de estudio. La investigacion en Mucorales proporciona
informacion sobre los procesos fisioldgicos y bioquimicos con aplicacién a la industria
biotecnoldgica; las rutas de transduccion de sefiales conservadas evolutivamente que
tienen aplicaciones biomédicas; y los detalles moleculares del proceso de infeccion y de

los factores de virulencia que podrian ayudar a combatir la mucormicosis.
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1.2. Mucormicosis

1.2.1. Epidemiologia y factores de riesgo

Los hongos mucorales se desarrollan rapidamente como saprotrofos y producen una
enorme cantidad de esporas asexuales que se dispersan facilmente al medio aéreo'”.
Algunas especies patogenas oportunistas aprovechan estas ventajas ecoldgicas para
causar una infeccion potencialmente letal en individuos predispuestos, que pueden inhalar
las esporas, entrar en contacto con ellas a través de heridas traumaticas y quemaduras o
consumir alimentos contaminados. Entre estos patdgenos, las especies mucorales que
pertenecen a los géneros Rhizopus, Mucor y Lichtheimia son los agentes causales de
mucormicosis mas frecuentes>2. La manifestacion rino-cerebro-orbital es la mas habitual,
seguida de la mucormicosis pulmonar, lo que concuerda con el tracto respiratorio como
la principal via de entrada de estos patdgenos'®. Una vez que penetran en el hospedador,
las esporas de estos Mucorales pueden proliferar y desarrollar un micelio filamentoso que
provoca procesos de angioinvasion, trombosis y necrosis tisular en individuos

susceptibles®.

Entre los factores de riesgo que predisponen a padecer mucormicosis destacan las
deficiencias del sistema inmune, habituales en pacientes con neoplasias hematoldgicas y
trasplantados que suelen encontrarse bajo tratamiento inmunosupresor, y pacientes con
diabetes mellitus mal controlada®*. Los avances en medicina han mejorado el diagndstico
y tratamiento de estas patologias, lo que ha ocasionado un aumento en la poblacion de
riesgo susceptible a la mucormicosis. Aunque se consideraba una infeccion rara,
actualmente es la tercera infeccion mas frecuente en pacientes hematoldgicos después de
la aspergilosis y candidiasis®. El aumento en la incidencia de la mucormicosis es muy
preocupante debido a su alta tasa de mortalidad, que oscila entre 40 — 80 %, y a la
ausencia de un tratamiento antifingico eficaz. La resistencia intrinseca de los hongos
mucorales a la mayoria de antifiingicos empleados en clinica®® supone un problema doble.
Por un lado, los tratamientos profilacticos ante infecciones flngicas son
contraproducentes contra la mucormicosis®’. Y, por otro lado, dificulta el tratamiento de
esta enfermedad®®. La aproximacién mas eficaz contra esta infeccion es el diagndstico
precoz, que permite administrar a tiempo el Unico tratamiento antifingico efectivo:
formas lipidicas de anfotericina B en monoterapia o en terapia combinada con azoles de

amplio espectro y desbridamiento de los tejidos infectados®®. Todos estos factores
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convierten a la mucormicosis en una infeccion emergente, muy dificil de tratar y con altas
tasas de mortalidad y morbilidad para la que urge encontrar nuevas dianas terapéuticas y

tratamientos eficaces.
1.2.2. Interaccion con el sistema inmune innato y factores de virulencia

Los Mucorales son ubicuos y dispersan sus esporas asexuales por el aire facilmente, por
lo que inhalarlas es un evento rutinario'’. Los individuos sanos con las barreras primarias
— piel y mucosas — intactas no suelen desarrollar la infeccion. Sin embargo, las esporas
mucorales pueden adherirse y dafiar los epitelios y mucosas de individuos susceptibles,
iniciando la colonizacion del hospedador®%*. Una vez que han penetrado estas barreras,
las esporas se enfrentan a las células del sistema inmune innato que incluyen macrofagos,
neutrofilos y células dendriticas. En individuos inmunocompetentes, estas células son
capaces de detener la germinacion de las esporas, limitando la progresion de la infeccion.
No es el caso de individuos inmunocomprometidos, bien sea por un tratamiento
inmunosupresor o defectos del sistema inmune innato, que son mas propensos a
infecciones fungicas invasivas®. Por tanto, evitar el desarrollo de la mucormicosis
depende del éxito en la respuesta temprana del sistema inmune. Las células fagociticas —
macrofagos y neutréfilos — llevan a cabo un proceso rapido de fagocitosis y destruccion
intracelular, esencial para combatir la invasion. Al inicio de la infeccion con las esporas
mucorales, estos fagocitos son reclutados al sitio de la infeccion para proteger al
hospedador. Este reclutamiento ocurre en la gran mayoria de infecciones fingicas y es un
proceso mediado por el reconocimiento de ligandos de membrana especificos de la
espora, que funcionan como patrones moleculares asociados a patdogenos (pathogen-
associated molecular patterns o PAMPs), por parte de los receptores de reconocimiento
de patrones (pattern recognition receptors o PRRs) de los fagocitos®®. Las células
fagociticas disponen de un amplio repertorio de PRRs, que incluyen los receptores de tipo
Toll (Toll-like receptors o TLRs), receptores de lectinas de tipo C (C-type lectin receptors
0 CLRs) y receptores de tipo NOD (NOD-like receptors o NLRs), cada uno especializado
en reconocer un PAMP especifico®’. Tras reconocer los PAMPs, los fagocitos se activan
y producen una serie de citoquinas proinflamatorias que participan en la respuesta
proinflamatoria que media el reclutamiento de otras células inmunitarias®®. Al activarse,
los fagocitos internalizan las esporas en el fagosoma, iniciando un proceso de maduracién
que culmina en la formacion del fagolisosoma y la degradacion de las esporas®® (Figura

1.4). En la mucormicosis, se ha descrito la participacion de los receptores TLR2 y Dectin-
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1 en el reconocimiento de las hifas mucorales®’, posiblemente de los glucanos de su pared
celular®’. Tras el reconocimiento, los fagocitos que internalizan las esporas mucorales
forman agrupaciones conocidas como granulomas para detener el proceso de germinacion

y el desarrollo del micelio”® 7 .

PAMP Macréfago
EsporE

.Endo,s_oma
Enzimas liticas

Reconocimiento

Destruccion
de la espora

Expulsion / Maduracion
sin lisis del fagosoma

Escape con
muerte celular

Figura 1.4. Interaccién macroéfago-espora. Etapas de la interaccion entre un macréfago y una
espora fingica, que culmina con la destruccion del patogeno en el interior del fagolisosoma
maduro o la supervivencia de la espora mediante distintas estrategias. Figura modificada de Erwig

& Gow, 2016%.

Los hongos han desarrollado distintas estrategias para evadir o interferir con la respuesta
de las células fagociticas. Las principales se basan en modificar su morfologia y la
composicion de su pared celular, interferir con el reclutamiento de los fagocitos y el
proceso de fagocitosis, sobrevivir al ambiente hostil del fagolisosoma, y escapar de las
células fagociticas tras la fagocitosis. Empleando esta tltima estrategia, el hongo puede

ser expulsado del fagosoma sin causar su lisis o, por el contrario, provocar la muerte
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celular del fagocito®® (Figura 1.4). Las esporas de las distintas especies mucorales se han
especializado en varias de estas estrategias para sobrevivir a la fagocitosis. Las esporas
de R. delemar permanecen latentes en el interior de los macrofagos, inhibiendo la
maduracién del fagosoma gracias a la melanina de su pared celular’®. La lucha por el
hierro es un mecanismo de inmunidad nutricional esencial en este proceso, ya que la falta
de este micronutriente mantiene a las esporas de R. delemar en estado latente durante la
fagocitosis, inhibiendo su crecimiento. El secuestro del hierro en el fagosoma regula la
respuesta transcripcional de R. delemar, que induce la expresion de genes que cifran

proteinas clave del mecanismo de captacion de hierro de alta afinidad, fet3 y firl™

.El gen
ftrl cifra una permeasa de hierro esencial para la virulencia en R. delemar®, mientras que
el papel de la familia génica de ferroxidasas fet3 se ha descrito en M. circinelloides™.
Este Mucoral dispone de tres genes que cifran ferroxidasas — fet3a, fet3b y fet3c — que se
inducen in vivo durante la infeccién de un modelo de ratéon’. El gen fet3c es
imprescindible para la virulencia en M. circinelloides, mientras que fet3a y fet3b podrian
ofrecer un efecto aditivo en el proceso infectivo. Sorprendentemente, los componentes de
la familia génica fet3 se expresan diferencialmente en cada estado dimorfico: fet3a se
transcribe en la morfologia de levadura, mientras que fet3b y fet3c lo hacen en la
morfologia de micelio” (Figura 1.5). Esta subespecializaciéon dimérfica en el mecanismo
de captacion de hierro de alta afinidad y su papel en la virulencia podria explicar por qué

las esporas de M. circinelloides son capaces de germinar en el interior de macrofagos de

raton in vitro, al contrario que las esporas de Rhizopus spp.
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Figura 1.5. La transicion levadura-micelio esta implicada en la interaccion con el sistema
inmune innato y la virulencia. M. circinelloides es un mucoral dimorfico que crece en
morfologia de levadura en condiciones de anaerobiosis con altos niveles de diéxido de carbono,
mediada por un aumento de AMPc que activa a la subunidad catalitica de la proteina quinasa A
(PKAC) al unirse y liberar su subunidad reguladora (PKAR). Las condiciones de aerobiosis y un
aumento intracelular de cation calcio provocan un crecimiento en morfologia de micelio mediado
por las proteinas calmodulina y calcineurina, formada esta ultima por las subunidades catalitica y
reguladora (Cna y CnbR, respectivamente). Estas morfologias son reversibles y las células del
hongo realizan una transicion bidireccional levadura-micelio segtin las condiciones ambientales.
Fotografias tomadas de Lee et al., 20137, a las que ademas se afiaden los resultados de Lee et al.,

20157 y Navarro-Mendoza et al., 20187,

El dimorfismo, entendido como la capacidad de alternar entre las morfologias de levadura
y micelio, es una estrategia frecuentemente utilizada por distintos hongos patégenos para
evadir la respuesta inmune del hospedador’®. Esta transicion levadura-micelio también
estd implicada en la capacidad de M. circinelloides para sobrevivir a la fagocitosis y la
virulencia®®7®, La transicién dimérfica est4 controlada principalmente por la calcineurina,
una fosfatasa que induce la morfogénesis del micelio. La calcineurina es un heterodimero
formado por una subunidad reguladora B y por una subunidad catalitica A, cifradas por
el gen cnbR y los genes cnad, cnaB y cnaC, respectivamente, en M. circinelloides’®. La
delecion del gen cnbR (cnbRA) produce mutantes bloqueados en la morfologia de
levadura’®, que son incapaces de desarrollar micelio en tejidos del hospedador y causar la
muerte de un modelo animal invertebrado. Por otro lado, los mutantes cnaAA presentan
unas esporas mas grandes, que germinan de manera acelerada dentro del macrofago, y
més virulentas’®. Un estudio posterior sobre estos mutantes para la calcineurina confirmé
que las esporas de M. circinelloides capaces de realizar la transicion levadura-micelio
germinan en el interior de los macréfagos e inhiben la maduracion del fagosoma, al
contrario que las esporas bloqueadas en la morfologia de levadura’’ (Figura 1.5). Esta
relacion entre anormalidades morfologicas en la espora y la capacidad de germinar en el
interior de los macrofagos y la virulencia se explord en detalle mediante una plataforma
de genoémica funcional basada en el mecanismo de interferencia de RNA (RNA
interference o RNA1). Gracias a esta herramienta se identificd, entre otros, el gen myoJ,
que cifra una miosina motora de clase V implicada en morfogénesis de hongos
dimorficos”. La delecion en heterocariosis de este gen genera individuos bloqueados en

morfologia de levadura, que sufren un retraso en la germinacion en el interior de
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macréfagos y una pérdida de virulencia®®. La transicion entre las morfologias de levadura
a micelio es un factor determinante en la virulencia de M. circinelloides, pero no es el
tinico ya que el tamafio de las esporas también esta relacionado con su virulencia®. Dos
estirpes de M. circinelloides muestran un potencial virulento completamente contrario y,
por tanto, se han clasificado como patotipos distintos. Las esporas de la estirpe
CBS277.49 —el patotipo virulento— son mas grandes y sufren un proceso de germinacion
rapido tras la fagocitosis, desarrollando hifas que las ayudan a escapar de las células
fagocitarias. Por otro lado, las esporas de la estirpe NRRL3631 —el patotipo avirulento—
son mas pequefias y deben superar una etapa de crecimiento isotropico lenta antes de
iniciar la germinacion, lo que se traduce en una incapacidad para germinar en el interior
del fagosoma y evadir la fagocitosis®. Las diferencias gendmicas entre ambas estirpes
estan implicadas en el potencial virulento de ambos patotipos>>, por lo que ahondar en
ellas y caracterizar la regulacion transcripcional detras del proceso de germinacion en el
fagosoma podria aportar las claves para entender como los Mucorales evaden el sistema

inmune.

Todas estas observaciones consideradas en conjunto subrayan la importancia del proceso
morfogenético que sufren las esporas de Mucorales al ser fagocitadas, y apuntan a una
relacion causal entre el éxito de la germinacion y el desarrollo de la mucormicosis. Por
tanto, es necesario caracterizar en detalle el programa genético que permite a la espora
sobrevivir al ambiente hostil del fagosoma. Identificar los reguladores maestros y
efectores principales en este proceso podria ser la clave para avanzar en el desarrollo de

nuevas dianas terapéuticas y tratamientos mas eficaces contra la mucormicosis.

I.3. Silenciamiento génico mediado por RNA en Mucorales

I.3.1. Generalidades del mecanismo de silenciamiento génico

El descubrimiento del silenciamiento génico mediado por RNA, silenciamiento
génico postranscripcional (post-transcriptional gene silencing o PTGS) o mecanismo de
interferencia de RNA (RNA interference o RNA1) supuso una revolucion cientifica en el
campo de la regulacion de la expresion génica. Las primeras observaciones del fendmeno
sucedieron simultaneamente en plantas®® y hongos®!, donde inicialmente recibi6 el
nombre de cosupresion y quelling, respectivamente. El proposito inicial de estos
investigadores fue sobreexpresar genes involucrados en la sintesis de pigmentos mediante

la introduccion de transgenes en sus organismos de estudio, petunia y Neurospora crassa.
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Sin embargo, observaron un fenotipo contrario al esperado en una alta proporcion de los
individuos transgénicos; en lugar de producir mds pigmentos, sintetizaban menor
cantidad. Ademads, este déficit en la sintesis de pigmentos correlacionaba con una
disminucion de la transcripeion del gen involucrado en su sintesis. Dicho de otra manera,
al intentar sobreexpresar un gen, este a veces se silenciaba de manera reversible®!. Un
trabajo posterior en N.crassa reveld que este silenciamiento o quelling era
postranscripcional y que ocurria mediante un efector citoplasmatico que actuaba en trans,

muy probablemente una molécula de RNA derivada del transgén introducido®.

El mecanismo de silenciamiento empezd a esclarecerse cuando se descubrio que
el silenciamiento en el nematodo Caenorhabditis elegans se inducia por una molécula de
dsRNA complementaria al transcrito diana®**. Los investigadores acufiaron el término
RNA interferente para diferenciarlo de la técnica de inhibicion antisentido, en la que se
impide la traduccion de transcritos al introducir en la célula moléculas de RNA de cadena
sencilla (single-stranded RNA o ssRNA) preferentemente con sentido opuesto a la
transcripcion (antisentido) de genes especificos®®8. Posteriormente, confirmaron que
esta interferencia ocurria de manera postranscripcional en el citoplasma y sugirieron un
modelo en el que las moléculas de dsRNA mediaban la actividad catalitica contra los

transcritos complementarios®.

Pronto se hizo evidente que tanto la cosupresion, el quelling, el PTGS y el RNA1
eran distintas descripciones del mismo fendémeno conservado evolutivamente en la
mayoria de los eucariotas. Numerosos trabajos en distintos organismos sentaron las bases
del modelo de silenciamiento génico mediado por RNA (Figura 1.6)°°, en el que las
moléculas de dsRNA que activan la maquinaria de silenciamiento son reconocidas
especificamente por endoribonucleasas (RNasas) III tipo Dicer’!, y cortadas en RNAs
pequeios de interferencia (short interfering RNAs o siRNAs) de 21-25 nucleotidos (nt)*2.
Los siRNAs son reclutados por un complejo proteico de silenciamiento inducido por
RNA (RNA-induced silencing complex o RISC) que, tras separar y descartar una de las
hebras del siRNA, utiliza la otra como guia para reconocer los transcritos
complementarios”™. Una vez que RISC reconoce al transcrito diana por
complementariedad de bases, una RNasa tipo Argonauta presente en RISC produce un
corte endonucleolitico en el transcrito, que posteriormente es degradado’. En algunos
organismos se produce un proceso secundario de amplificacién, en el que ciertas

polimerasas de RNA dependientes de RNA (RNA-dependent RNA polymerases o
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. INTRODUCCION 1.3. Silenciamiento génico mediado por RNA en Mucorales

RdRPs) utilizan las hebras antisentido de los siRNAs como cebadores y los transcritos o
sus productos de degradacion como molde para generar mas moléculas de dsRNA que
retroalimentan el proceso”> 7. No obstante, el proceso de amplificacion que llevan a cabo
las RARPs no es esencial en todos los organismos con rutas de RNAi activas para que
ocurra un silenciamiento eficaz’®. Las enzimas Dicer y Argonauta si son claves en el
fenomeno de RNAi y estan altamente conservadas en la mayoria de los organismos
eucariodticos, por lo que este mecanismo debe cumplir un papel importante para la célula.
La funcién primordial del mecanismo de RNAI es la defensa del organismo frente a la

99,100

invasion de virus , elementos genéticos moviles, secuencias repetidas y transgenes

que vulneran la integridad gendmica'®!

dsRNA
Corte endonucleolitico Amplificacion
genera siRNAs M J}ﬁﬁ( secundaria
T Dicer
RN s St b RARP
e SIRNAs jEand N

t

Generacion dsRNA a partir
de fragmentos de transcritos

I
S,
L

siRNA reclutado por RISC
Descarte hebra complementaria

RISC reconoce transcritos Corte de transcritos
complementarios a la hebra guia complementarios

Figura 1.6. Mecanismo general de silenciamiento génico. Las proteinas y complejos proteicos
clave que intervienen en el mecanismo se muestran con distintas formas y aparecen nombrados
en la figura. Las lineas de color rojo representan RNA con sentido respecto a la transcripcion, y

de color azul RNA antisentido.
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1.3.2. Diversidad de pequefios RNAs enddgenos y su papel en la regulacion génica

La defensa de la integridad gendmica frente a material genético exdgeno, aunque
crucial, no es la unica funcion del mecanismo de RNAI. El silenciamiento génico también
participa en regular la expresion de genes nativos del propio organismo usando como
efectores pequenios RNAs endogenos (endogenous_short RNAs o esRNAs), también
conocidos como pequefios RNAs no codificantes (small non-coding RNAs o sncRNAs)
o, simplemente, pequefios RNAs (short RNAs o sRNAs). Se han identificado distintas
clases de esRNAs que derivan de moléculas de dsRNA transcritas a partir de secuencias
genomicas del propio organismo: 1) los micro-RNAs (miRNAs), 2) los RNAs asociados
a proteinas PIWI (PIWI-interacting RNAs o piRNAs) y 3) los siRNAs endogenos
(endogenous siRNAs o endo-siRNAs).

1) Los miRNAs y moléculas similares son los esSRNAs mas conocidos y estan

104,105 106

presentes en animales'%?, plantas'®, hongos y protistas *°. Aunque su biogénesis
presenta caracteristicas especificas en cada uno de estos reinos eucarioticos, los miRNAs
poseen una serie de caracteristicas comunes que los diferencia del resto de esRNAs. Los
miRNAs estan cifrados en loci gendomicos distintos a los genes que regulan. Al tratarse
de /oci gendmicos, suelen estar conservados en organismos relacionados. Estos loci se
transcriben en moléculas de ssSRNA no codificantes que pueden formar estructuras en
horquilla de manera local, denominadas pri-miRNA. Por tanto, el diplex de RNA que se
forma a partir de un pri-miRNA concreto siempre es el mismo. El pri-miRNA es
procesado secuencialmente por una o varias RNasas tipo Dicer, primero en un pre-
miRNA y después en el miRNA propiamente dicho. Tras este procesamiento, que ocurre
total o parcialmente en el niicleo, el pre-miRNA o miRNA se transporta al citoplasma'?’.
A pesar de estas diferencias iniciales, el miRNA es una molécula de dsRNA de 21-25 nt
préacticamente idéntica a un siRNA y, por tanto, comparten un mismo destino en la ruta
de RNAI. Los miRNA son reclutados por RISC para, tras desechar una de las hebras del
daplex de RNA, reconocer los transcritos complementarios a la hebra guia. RISC ejerce
una regulacion postranscripcional negativa sobre estos transcritos mediante dos
mecanismos: degradacion por corte endonucleolitico, que ya se ha explicado
anteriormente, o represion de la traduccidon, dependiendo del grado de
complementariedad de bases entre la hebra guia y el transcrito reconocido y la region a

la que se une. Si la identidad es suficiente, se cortard el transcrito. De esta manera, los

miRNA regulan postranscripcionalmente la expresion de genes involucrados en procesos
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. INTRODUCCION 1.3. Silenciamiento génico mediado por RNA en Mucorales

bioldgicos esenciales como el desarrollo!®, la respuesta inmune!®, muerte celular y

cancer!'?, entre otros.

2) Los piRNAs son especificos de las células de la linea germinal en

1Al contrario que el resto de esSRNAs, no se originan a partir de dsSRNA ni son

animales
procesados por enzimas Dicer, sino que derivan de precursores de ssRNA transcritos de
loci gendmicos especificos conocidos como agrupaciones de piRNAs!''>!!3. Estos
transcritos precursores de piRNA sufren un proceso de maduracién conocido como el

13,114 " en el que una enzima Argonauta del clado PIWI guiada por un

ciclo ping-pong
piRNA iniciador corta un transcrito complementario para producir un pre-pre-piRNA
(Figura 1.7). El pre-pre-piRNA se une a una enzima PIWI que produce un corte
endonucleolitico para generar el pre-piRNA, que maés tarde se procesa por una
endonucleasa y se metila en el extremo 3’ para formar un piRNA de respuesta. Este
piRNA de respuesta puede actuar como un nuevo piRNA iniciador que participara en el
corte de otro transcrito diana complementario, retroalimentando el proceso en un ciclo de
amplificacion!!!. Por otro lado, los restos del pre-pre-piRNA que no participan en el ciclo
ping-pong siguen siendo procesados por enzimas PIWI y endonucleasas que actiian
secuencialmente para generar nuevos piRNA rezagados (trailing piRNA) en la ruta de
biogénesis desfasada. Esta peculiar maduracion hace que los piRNAs presenten
caracteristicas bioquimicas particulares, en especial la 2’-O-metilacion de la Gltima base

311516 y yn tamafio de 21-35 nt'!!. La mayoria de los animales depende

de su extremo
de los piRNA para proteger el genoma de su linea germinal contra elementos genéticos
moviles, y su funcidon ancestral es silenciarlos. Pero, ademas, cumplen funciones mas
especificas en unas pocas especies como la defensa contra virus de RNA en algunos
insectos; la distincion de los transcritos propios en C. elegans, silenciando los exdgenos;

y la regulacion de genes endégenos en algunos mamiferos'!!.
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Figura 1.7. Biogénesis y mecanismo de accion de los piRNAs en animales. Esquema del
procesamiento de los piRNA guiado por PIWI (elipses grises) para generar un piRNA de

respuesta (ciclo ping-pong) que inicia la produccion de piRNAs desfasados y rezagados (ruta de
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biogénesis desfasada). Los rectangulos rojos y azules representan moléculas de RNA antisentido
y con sentido, respectivamente. Las enzimas encargadas del procesamiento de los piRNAs se
representan mediante distintos objetos cortantes indicados en la leyenda. Figura traducida de

Ozata et al., 20191,

3) La ultima clase de esRNAs —los endo-siRNAs— estan presentes en la
mayoria de los organismos eucariéticos!!”?2, El mecanismo de accion de los endo-
siRNAs comparte la mayoria de las etapas con el RNAI, salvo una diferencia primordial:
el origen de las moléculas de dsSRNA. En el fenomeno de RNAI clasico, las moléculas de
dsRNA son de origen exogeno, como por ejemplo el material genético de virus de RNA
o transgenes con la capacidad de formar estructuras de RNA bicatenarias®. Sin embargo,
los endo-siRNAs provienen de secuencias gendémicas que se transcriben en RNAs con la
capacidad de formar estructuras bicatenarias de manera total o parcial. Las fuentes de
secuencias gendmicas que generan dsSRNA son muy diversas (Figura I.8): /oci gendomicos
estructurados que se transcriben en moléculas de RNA con capacidad de formar
estructuras bicatenarias por complementariedad interna de bases; transcripcion
convergente de dos secuencias de DNA, generalmente genes, que transcriben una misma
region del genoma; transcripcion bidireccional, en la que dos promotores con
orientaciones opuestas transcriben la misma secuencia de DNA; transcripcion de
repeticiones o duplicaciones invertidas, en la que se transcribe un RNA con secuencias
complementarias capaces de formar horquillas bicatenarias; e interaccion en trans, en la
que las moléculas de RNA transcritas a partir de duplicaciones invertidas en /oci
gendmicos alejados interaccionan para formar estructuras bicatenarias por
complementariedad de bases'?*. Ademas, principalmente en plantas y hongos, algunas
RdRPs pueden generar dsSRNA en ausencia de moléculas que funcionen como cebador en
respuesta a elevados niveles de un determinado transcrito o RNAs aberrantes (aberrant
RNAs o aRNAs)'?4126_ o incluso participar directamente en la sintesis de aRNAs!?"1%8,
De forma analoga al procesamiento de los siRNAs, estas moléculas de dsSRNA de origen
endogeno disparan la maquinaria de silenciamiento al ser reconocidas por enzimas Dicer,
que las procesa en los endo-siRNAs. Una vez procesados, el RISC recluta estos endo-
siRNAs para dirigir la degradacion de los transcritos complementarios que, debido al
origen endogeno de estos siRNA, provienen de secuencias genomicas. El papel principal
de los endo-siRNAs es regular la expresion de transposones, aunque también regulan la

expresion génica involucrada en las respuestas al dafio en el DNA en animales!'’, y a

estreses bidticos y abidticos en plantas!!®12%,
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Figura 1.8. Fuentes gendmicas de RNA de doble cadena. Esquema de las secuencias de DNA
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gendmico (bloques purpura) que pueden originar moléculas de dsRNA (derecha) capaces de
disparar la maquinaria de RNAi en eucariotas. La complementariedad de bases se indica con un
tramo en escalera en la molécula de dsRNA, de color rojo para las secuencias con sentido y azul
antisentido al sentido de la transcripcion. Las duplicaciones o repeticiones se muestran con un
color ptrpura mas claro que la copia original. Las flechas negras en angulo recto indican el sentido
de la transcripcion. Los bloques muestran una punta de flecha que marca la orientacion de la

secuencia de DNA cuando es relevante. Figura adaptada de de Ghildiyal & Zamore, 2009'%.

Las funciones de los endo-siRNAs se han descrito con mayor profundidad en
hongos, quiza porque la identificacion de moléculas similares a miRNAs (miRNA-/ike o
milRNAs) capaces de regular la expresion génica fue relativamente tardia en estos
organismos'®. Los endo-siRNAs de hongos participan en defender la integridad
gendmica de elementos genéticos moviles durante el crecimiento vegetativo o
mitotico3* 134,y también durante los procesos de meiosis, mediante un fenémeno
denominado silenciamiento meidtico inducido por DNA desapareado (meiotic silencing
by unpaired DNA o MSUD) en N. crassa'®®, y silenciamiento inducido por sexo (sex-
induced silencing o SIS) en Cryptococcus neoformans'>®. Pero, ademas, en algunas
especies también regulan procesos fisioldgicos y del desarrollo fundamentales como el
crecimiento vegetativo y la esporulacion'?”13%; la reproduccion sexual®®!¥; las respuestas

al dafio en el DNA'?"12% y a estrés oxidativo y nutricional'*’; la expresion de factores de

virulencia''; y la resistencia a antifingicos'**"'*. El papel de los endo-siRNAs no se
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limita a regular los genes propios del organismo que los produce, sino que en algunas
especies de hongos fitopatdogenas funcionan para silenciar genes especificos del
hospedador y asi evadir la respuesta inmune de la planta!**~!4’_ Esta enorme cantidad de
funciones destaca la importancia del mecanismo de silenciamiento génico en hongos, y
convierte a estos organismos en excelentes modelos de estudio para profundizar en el

papel regulador de los esRNAs.
1.3.3. Rutas de silenciamiento génico en M. circinelloides

El estudio del silenciamiento génico en hongos ha conseguido la mayor parte de
sus hitos gracias a la investigacion en hongos filamentosos, empezando por su
descubrimiento en el ascomiceto N. crassa®'. La ausencia de un mecanismo de RNAi
candnico en Saccharomyces cerevisiae y otras levaduras filogenéticamente proximas!'#
ha fomentado la biisqueda de modelos alternativos para estudiar este fendmeno en grupos
filogenéticos de hongos distintos a los ascomicetos. M. circinelloides dispone de, al
menos, tres rutas de silenciamiento génico implicadas en la regulacion de procesos
biologicos esenciales como son el crecimiento vegetativo, la reproduccion sexual, y la
respuesta a distintos estreses abidticos®2. Esto, junto a sus ventajas como modelo de
estudio (ver 1.1.2), lo convierte en un excelente candidato para estudiar la regulacion de

procesos bioldgicos mediante RNA1 en hongos.

La maquinaria canonica de RNAI, es decir, dependiente de Dicer y Argonauta,
estd completamente conservada en M. circinelloides, habiéndose identificado al menos
un ortélogo para cada componente de esta maquinaria (Figura 1.9). Entre ellos, destacan
dos ribonucleasas III tipo Dicer denominadas Dcll y Dcl2 (Dicer-like 1 y 2), siendo esta
ultima la que ejerce un papel principal en el procesamiento de las moléculas de
dsRNA 4138199, tres proteinas Argonauta, Agol (drgonaute 1) que participa en la
degradacion de los transcritos diana, y Ago2 y Ago3 cuya funcion se desconoce'*’; tres
RdRPs denominadas Rdrpl, Rdrp2 y Rdrp3, que actiian de manera especializada en las
distintas rutas y etapas de silenciamiento génico’®!**14150, Qipl, una exonucleasa
homologa a la proteina inducida por quelling (quelling-induced protein, QDE-2-
interacting protein o QIP)!>! y RnhA, un homologo a la helicasa SAD-3!2, ambas
implicadas en el silenciamiento génico aunque se desconoce su funcidén exacta'®.
Ademas, se ha identificado una nueva proteina con actividad ribonucleasa denominada

R3B2 que participa en una ruta de RNAi no candnica (non-canonical RNA1 pathway o

NCRIP), asi llamada ya que es independiente de Dicer y Argonauta®’.
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Dcll —{ DEXDc |H HELIc (Seer. —(Paz ){RNasalllaH{RNasalllb HDSRM} 1529 aa

Dcl2 — DEXbc H HELIc DD'%eé'F @ RNasallla|H RNasalllb —— 1608 aa

Agol Mo M PWI__ | s4daa
Ago2 MD H__ PWI___ | s84laa
Ago3 Mo H Pwl__ | 834aa

Rdrpl | Rd. 2% ..RP |—— 1266aa

Rdrp2 RRM { RdRP —— 1255aa
Rdrp3 { RdRP ——  1147aa

Qip1.

RnhA PEXD] UvrD 1231 aa

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

Figura 1.9. Proteinas involucradas en la maquinaria de RNAi de Mucor circinelloides.
Arquitectura de dominios proteicos en las proteinas Dicer (Dcl), Argonauta (Ago), polimerasas
de RNA dependientes de RNA (RdRP), Qipl, RnhA y R3B2. Las distintas formas geométricas
representan dominios proteicos predichos bioinformaticamente por similitud de secuencia. Las
proteinas Dcl disponen de un dominio helicasa similar a DEAD (DEXDc) y helicasa C (HELIc),
un dominio de plegamiento similar a dominios de union a dsRNA tipicos de proteinas Dicer
(Dicer-DSRBF), un dominio PIWI-Argonauta-Zwille (PAZ), dos dominios Ribonucleasa III
dispuestos en tdndem (RNasalll a y b) y un motivo de unién a dsSRNA (DSRM). Las proteinas
Ago poseen un dominio PAZ, un dominio central (MID) y un dominio PIWTI carboxilo terminal
con actividad ribonucleasa H (PIWI). Las proteinas RARP tienen un dominio Polimerasa de RNA
dependiente de RNA (RdRP) y un motivo de reconocimiento de RNA (RRM) en RdRP2; el
dominio RARP de RdARP1 estd interrumpido por una serie de residuos acidos (representado como
una discontinuidad en el dominio). Qipl presenta un dominio con actividad ribonucleasa tipo H
(RNasaH). La proteina RnhA dispone de un dominio DEXDc, un dominio Helicasa UvrD/REP
(UvrD) y un dominio de dedo de zinc tipo NF-X1 (NF-X1). La proteina R3B2 posee dos dominios
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de union a dsRNA (dsRBD) y un dominio Ribonucleasa III (RNasalll). Figura adaptada de Ruiz-

Vézquez et al., 2015'%%, afiadiendo las proteinas identificadas por Calo et al., 20174,

Estas proteinas participan de manera no exclusiva en las distintas rutas de RNAi
de M. circinelloides (Figura 1.10): una ruta candnica involucrada en 1) la defensa contra
material genético invasivo mediante siRNAs, y en 2) la regulacion endégena, controlando
la expresion génica mediante esRNAs derivados de exones (exonic siRNAs o ex-siRNAs)
que pueden generar epimutantes durante situaciones de estrés; y 3) la ruta degradativa

NCRIP.

1) La ruta mejor estudiada, por ser la primera que se caracterizo, es la
canodnica de siRNA. Se activa ante la presencia de moléculas de dsRNA invasivas o
exdgenas que derivan de transgenes, repeticiones, transposones y probablemente virus; o
endogenas derivadas de secuencias génicas, principalmente de exones. Rdrp1 genera las
moléculas de dsRNA a partir de transcritos de ssSRNA, que seran procesadas en siRNAs
de 21 0 25 nt!>*, Dcl2 es la RNasa III tipo Dicer encargada de este procesamiento, aunque

14994 en situaciones sin

Dcll podria participar de manera residual en su ausencia
caractertizar. La proteina Argonauta Agol es el componente principal de RISC en
M. circinelloides'*, que utiliza los siRNAs como guia para dirigir la degradacion de los
transcritos complementarios. Ademas de activar a RISC, Agol y Qipl participan en la
biogénesis de los siRNA, o en estabilizarlos, ya que no se generan siRNAs en ausencia
de cualquiera de estas proteinas'4%!4>, Esta ruta se beneficia de una etapa de amplificacion
en la que participa Rdrp2, una RdRP que genera nuevas moléculas de dsRNA utilizando
los productos de degradacion de los transcritos diana como molde. Estas moléculas de
dsRNA secundarias son procesadas de nuevo por Dcl2 para generar siRNAs de 25 nt,
tanto en el mismo sentido (con sentido) como antisentido a los transcritos diana, y de 21
nt antisentido'>%!>3, Esta ruta es la encargada de silenciar la expresion de transgenes que

Al49,150

generan aRN y un considerable nimero de secuencias repetidas y transposones

contenidos en el genoma de M. circinelloides'>*'>>.
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Figura 1.10. Rutas de RNAI identificadas en Mucor circinelloides. Las moléculas de dsSRNA

de origen exdgeno, o bien de la propia transcripcion enddgena (arriba) activan la ruta de RNAi

canonica que genera (ex-)siRNAs (izquierda), mientras que la ruta de RNAi no canodnica

(derecha) solo participa en la degradacion de transcritos endogenos generando RNAs degradados

dependientes de RARP (RdRP-dependent degraded RNAs o rdRNAs). Las proteinas que

participan en las distintas etapas de ambas rutas estan representadas como formas geométricas

etiquetadas. Las moléculas de RNA con sentido y antisentido se diferencian por colores, rojo y

azul respectivamente; la posicion conservada de nucledtidos de uracilo se marca con una (U).
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Dependiendo del origen de las moléculas de dsRNA, la ruta de RNAi activada participa en
distintas funciones biologicas (abajo). Figura adaptada de Calo et al., 2017.

2) Ademas, esta maquinaria de RNA1 dependiente de Dicer y Argonauta
participa en la regulacion enddgena generando esRNAs principalmente a partir exones,
denominados ex-siRNA. El primer modelo que clasificaba los ex-siRNA de
M. circinelloides atendia a las proteinas que participan en su biogénesis y a las
caracteristicas estructurales de los ex-siRNAs'**. Los ex-siRNA de las clases I y II, que
se diferencian unicamente en la RARP que los genera, son siRNAs con un tamafio
predominante de 23-24 nt, tanto con sentido como antisentido, y presentan un nucleotido
de uracilo en su extremo 5’°. Estos ex-siRNA se unen a Agol para dirigir la degradacion
de los transcritos que los originan, controlando asi procesos biologicos tan diversos como
el crecimiento vegetativo, la esporulacion, la respuesta a ayuno y la reproduccion
sexual’®140:1% " Esta ruta participa en la generaciéon de epimutantes ante distintas
situaciones estresantes, utilizando gran parte de la maquinaria de RNAi candnica y otras
proteinas que funcionan de manera especifica en la ruta epimutacional. Este mecanismo
se descubrid por primera vez en M. circinelloides, al observar la aparicion de individuos
resistentes a un agente antifiingico, pero que no mostraban cambios a nivel de secuencia
de DNA en su genoma que explicaran la resistencia. En lugar de cambios en el DNA, los
individuos resistentes generaban ex-siRNAs complementarios a los transcritos diana del
antiflingico, silenciandolos y adquiriendo asi una resistencia transitoria por mediada por
cambios epigenéticos que desaparecia al eliminar la presion selectiva del antifungico. A
estos individuos resistentes se los denominé epimutantes, y a la ruta de RNAi involucrada
en este fendmeno ruta epimutacional'*. Posteriormente, se demostrd que esta ruta opera
para generar epimutantes ante distintos estreses'*!, y que los epimutantes mantienen esta
resistencia en 6rganos del hospedador que son blanco de la mucormicosis'>®. En cuanto
al mecanismo molecular de la ruta, la diferencia principal con la ruta canonica de siRNAs
radica en el papel predominante de Rdrp2 en lugar de Rdrp1'*. Por el momento se
desconoce en qué etapas de la ruta participa Rdrp2, ya que podria actuar tanto en la
produccion de aRNA ante un estrés especifico, disparando la maquinaria de RNAi, como
en la etapa de amplificacion. En cualquier caso, Rdrp2 junto a Dcll, Dcl2, Agol, RnhA
y Qipl, son esenciales para generar los siRNAs y degradar los transcritos

complementarios a estos'*’. De esta manera, la ruta epimutacional confiere una enorme
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plasticidad fenotipica que permite una adaptacion rapida y reversible ante condiciones

ambientales adversas y estresantes.

3) Por tltimo, la identificacion de los ex-siRNAs clasificados como clase III
y IV, que no se unen a Ago-1 ni requieren especificamente a Dcl2, sugiri6 la existencia
de una ruta de RNAi dependiente de RdRPs o no canénica®”!**. El funcionamiento de
esta ruta, conocida como NCRIP, comenz¢ a perfilarse tras el descubrimiento de R3B2,
una nueva ribonucleasa involucrada en la degradacion de RNAs mensajeros (messenger
RNAs o mRNAs)*’. Rdrpl, Rdrp2 y Rdrp3 participan en esta ruta junto a RnhA3"!43,
posiblemente generando moléculas de dsRNA a partir de transcritos altamente
expresados. La produccién de dsRNA marcaria la degradacion de estos transcritos
mediada por la actividad ribonucleasa de R3B2, que genera los denominados RNAs
degradados dependientes de RARP (RdRP-dependent degraded RNAs o rdRNAs)*’.
Estos rdRNAs que genera la NCRIP presentan un tamafo variable, comprendido en un
rango de 18-24 nt, son mayoritariamente con sentido, y en su secuencia predomina un
nucleodtido de uracilo en la penultima posicion del rdRNA en lugar de en su extremo 5’
como ocurre en los siRNAs. La produccion de rdRNAs correlaciona con un descenso en
los niveles de mRNA complementario, por lo que NCRIP regula la expresion génica a
nivel postranscripcional. Los primeros resultados acerca de qué transcritos son las dianas
preferentes de NCRIP indican un enriquecimiento en aquellos involucrados en el
metabolismo y transporte de coenzimas e iones inorgédnicos, principalmente genes que
participan en la sintesis de grupos hemo y en la respuesta a estrés oxidativo®’. El fenotipo
de los mutantes en proteinas clave de esta ruta confirma estos resultados, ya que muestran
una sensibilidad alterada al estrés oxidativo. Ademads, estos mutantes no producen
cigosporas cuando se cruzan con estirpes del sexo contrario, lo que sugiere que la NCRIP

participa en regular los procesos de reproduccion sexual.

Estas rutas de RNA1 interaccionan entre si para regular la expresion génica en
M. circinelloides, afiadiendo mas complejidad al sistema. Por una parte, y a pesar de su
papel principal en la NCRIP, la ribonucleasa R3B2 también participa en la ruta canoénica
generando siRNAs y ex-siRNAs*’. Este doble papel de R3B2 explicaria la similitud
estructural entre los ex-siRNA de las clases IIl y IV y los rdRNAs. Por otra parte, la ruta
epimutacional se induce considerablemente en ausencia de las proteinas clave que
participan en la NCRIP!#*!**| ]o que indica una interaccion entre ambas rutas. Esta

interaccion podria explicarse como una relacion de competencia por el mismo sustrato,
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los aRNAs; ante un estrés o estimulo ambiental especifico, la balanza se inclina del lado
de la ruta epimutacional ya que conferiria una ventaja adaptativa. El descubrimiento de
estas dos rutas es relativamente reciente, por lo que ain no se conoce todo su potencial
regulador. Un analisis exhaustivo de los genes regulados por NCRIP podria ayudar a
entender su papel en la respuesta a estrés y la reproduccion sexual, asi como su

interrelacion con la ruta epimutacional.

[.4. Identidad de la cromatina centromérica

1.4.1. Funcion y estructura del complejo cinetocoro-centromero

La separacion de los cromosomas durante la division celular en eucariotas es un
proceso que requiere una regulacion extremadamente compleja. En este proceso
interviene el cinetocoro, un complejo proteico macromolecular que actia como puente de
unidn entre los centrémeros de los cromosomas y los microtibulos. La funcion del
cinetocoro es asegurar la biorientacion de los cromosomas o las cromatidas hermanas,
garantizando que cada célula hija recibe la dotacion genética adecuada. Durante la mitosis
y meiosis II, el cinetocoro favorece la biorientacion anfitélica de las cromatidas hermanas
controlando la estabilidad del anclaje a los microtubulos, de manera que si la orientacion
es correcta se produce una tension que mantiene el anclaje, o se rompe en caso de
orientaciones incorrectas como aquellas monotélicas, sintélicas o merotélicas (Figura
I.11). Por otro lado, durante la meiosis I, las cromatidas hermanas se fusionan de manera
yuxtapuesta por lo que el cinetocoro se ancla a los microtibulos propiciando una

biorientacion sintélica'>® (Figura I.11).

Mitosis Biorientacion anfitélica Meiosis | Biorientacion sintélica
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Figura 1.11. Funcion del cinetocoro en la biorientacion de los cromosomas. Se muestra la

disposicion adecuada de los cromosomas y las cromatidas hermanas durante la division celular,

30



1.4.1. Funcidn y estructura del complejo cinetocoro-centromero

especificamente durante la mitosis y la meiosis [; la disposicion durante la meiosis I se considera
analoga a la mostrada en la mitosis. Durante la mitosis (izquierda), los husos cromaticos emiten
microtibulos que se anclan a los cinetocoros de las cromatidas hermanas, produciendo una
tension que arrastra cada cinetocoro hermano hacia un polo opuesto de la célula en un fenémeno
de biorientacion anfitélica (sombreado verde). También se muestran las disposiciones incorrectas
que no generan la tension necesaria para separar las cromdtidas hermanas (sombreado rojo).
Durante la meiosis I (derecha), los cromosomas de una tétrada deben separarse y ser arrastrados
hacia los polos opuestos de la célula. Para ello, los microtibulos de un huso acromatico se unen
a los cinetocoros hermanos, que en meiosis I se disponen yuxtapuestos o fusionados, produciendo
la tension que causa la biorientacion sintélica (sombreado verde). Las orientaciones incorrectas
(sombreado rojo) no producen la adecuada separacion de los cromosomas. Figura traducida de

Watanabe et al., 2012'3°.

El cinetocoro estd altamente conservado en eucariotas’”’ y se divide

estructuralmente en dos capas: 1) el cinetocoro externo e 2) interno (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Estructura general del cinetocoro en eucariotas. El cinetocoro es un
macrocomplejo proteico que une los centrémeros con los microtibulos. Esta dividido en el
cinetocoro interno, mas cercano a los centromeros, que se compone por los complejos TWSX,
HIKM, LN, OPQU, CENP-C y CENP-A, que se une directamente al DNA centromérico; y el
cinetocoro externo, proximo a los microtibulos, y formado por los complejos MIS12, NDC80 y
KNL1. Los distintos complejos estan representados por formas geométricas, y el DNA

centromérico como una hebra de color negro.
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1) El cinetocoro externo estd compuesto por los complejos proteicos Knll,
Mis12 y Ndc80, por lo que también se lo conoce como la red KMN. Los microtibulos
forman uniones estables con el cinetocoro externo a través del complejo Ndc80, un
requisito esencial para superar el punto de control de la formacion del huso acromatico
(spindle-attachment checkpoint o SAC)'®. Para inhibir los componentes del SAC y
progresar en la separacion de las cromatidas hermanas, es necesario que Knll reclute una
serie de proteinas reguladoras'>®. Por ultimo, el complejo Mis12 ocupa el lugar central en
las interacciones proteicas del cinetocoro externo, uniendo el resto de los componentes y,
por tanto, los microtiibulos al cinetocoro interno!¢%16!,

2) El cinetocoro interno se ancla a unas regiones de la cromatina bien
definidas denominadas centrémeros, especificamente a los nucleosomas que contienen la
variante de histona H3 conocida como proteina centromérica (centromeric protein o
CENP) CENP-A. CENP-A recluta a CENP-C'%%!6 que también se une a la cromatina
centromérica y al complejo CENP-LN!%, sobre los que se ensambla el complejo CENP-
HIKM!%3, Este ultimo sirve de unién al resto de los complejos CENP, CENP-TWSX 64163
y CENP-OPQU'®® formando la red constitutiva asociada al centromero (constitutive
centromere-associated network o CCAN). Las proteinas CENP del complejo CENP-
TWSX presentan dominios de plegamiento de las histonas (histone-fold domain o HFD)
que le permiten unirse al DNA de la cromatina centromérica, formando estructuras
similares a nucleosomas que flanquean los nucleosomas con CENP-A'®’. La unién del
cinetocoro interno con el externo se completa con las interacciones entre CENP-C y

CENP-T con el complejo Mis12!61:168,

CENP-A es, por tanto, el cimiento sobre el que se construye el cinetocoro. La
union de CENP-A a los centromeros suele ser independiente de la secuencia de DNA,
muy estable y autopropagable a través de muchas generaciones'®. Debido a estas
caracteristicas se considera a CENP-A como una marca epigenética que determina la
identidad del centrémero. La estructura de CENP-A es ligeramente distinta en cada
organismo, lo que contrasta con el alto grado de conservacion que se observa en el resto
de las histonas eucaridticas y demas proteinas del cinetocoro!'’’. Estas diferencias se
deben a episodios de evolucion adaptativa para ajustar la estructura de CENP-A a las

distintas regiones centroméricas de cada organismo!’!.

Aunque la funcion del centromero estd conservada en todos los eucariotas, su

secuencia evoluciona extremadamente rapido y difiere hasta en organismos
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filogenéticamente proximos. La variabilidad en su secuencia se extiende también a la
organizacion de la cromatina centrémerica, por lo que existen varios tipos de centromeros
con caracteristicas que los hacen tnicos (Figura 1.13). La mayoria de los organismos
eucaridticos poseen cromosomas monocéntricos en los que el centromero ocupa una
posicion concreta. Entre estos, S. cerevisiae y otras levaduras relacionadas presentan
centromeros puntuales, considerados unicos porque solo necesitan una secuencia
especifica de DNA para reclutar a CENP-A vy al resto del cinetocoro!’?. El resto de los
organismos con cromosomas monocéntricos disponen de centromeros regionales, que
estan determinados de manera epigenética!’?. Los centromeros regionales son de mayor
tamafio que los puntuales con una longitud es muy variable, desde los pequefios
centromeros de Candida albicans hasta las enormes regiones centroméricas de
mamiferos, ya que suelen estar compuestos por repeticiones de DNA. Estas repeticiones
estan constituidas por retrotransposones o por una serie de repeticiones en tandem, que
suelen contribuir a la funcion del centromero. Excepcionalmente, algunos eucariotas
reclutan cinetocoros a lo largo de toda la longitud de sus cromosomas y no presentan una
region centromérica definida; un fenémeno conocido como holocentrismo que ha surgido
de manera independiente hasta en dieciséis linajes evolutivos distintos'’*. Esta
variabilidad define la paradoja del centromero: a pesar de llevar a cabo una funcion tan
vital y conservada como es la correcta separacion de los cromosomas durante la division
celular, los centromeros son sorprendentemente variables en secuencia, estructura y
organizacion entre los distintos organismos eucarioticos!”®. Cémo se forma el complejo
centrémero-cinetocoro en eucariotas sigue siendo un interrogante bioldgico fundamental.
Aunque el descubrimiento de los primeros centromeros puntuales indicaba que una
secuencia concreta de DNA determina la identidad del centrémero, esta idea ha sido
reemplazada por la de un mecanismo epigenético en el que un complejo proteico marca
la localizacion y funcion de la cromatina centromérica. El estudio comparativo del
complejo centromero-cinetecoro en grupos filogenéticos muy diversos podria ofrecer una

vision mas completa de este mecanismo en eucariotas.
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Figura 1.13. Tipos de centromeros. Se muestran tres tipos de organizacion centromérica:
centromeros puntuales y centrémeros regionales, cuyos cinetocoros se depositan en regiones
especificas de los cromosomas, generando cromosomas monocéntricos y holocentromeros, estos
ultimos denominados asi porque los cinetocoros se disponen de manera difusa a lo largo de todo

el cromosoma, lo que genera cromosomas holocéntricos.

[.4.2. Cromatina centromérica en hongos

La caracteristica que mejor define a los centromeros es su variabilidad, y queda
patente al examinar la organizacion de la cromatina centromérica en hongos. En este
reino, los centromeros oscilan desde los pequefios centromeros puntuales de
S. cerevisiae'’?, de unas 100 pares de bases (base pairs o bp), hasta los enormes
centrémeros regionales de algunos hongos filamentosos como N. crassa, que contienen
hasta 300 kilobases (kb)!’®. La mayor parte de los centromeros de hongos muestran
algunas caracteristicas comunes a todos los centrdmeros de eucariotas, como la presencia
de regiones muy ricas en pares de adenina y timina (AT) y agrupaciones de secuencias
repetidas tipicas de centromeros regionales; pero también poseen caracteristicas unicas
que convierten a este diverso grupo filogenético en un modelo excelente para estudiar la

dindmica del complejo centrémero-cinetocoro.

Los organismos del filo Ascomycota poseen los centroémeros mas diversos de
todos los hongos, algo que podria estar relacionado con la pérdida de ciertos mecanismos
de regulacioén epigenética en algunos linajes (Figura 1.14). El ancestro comun de las

levaduras del subfilo Saccharomycotina perdi6 la maquinaria implicada en la formacion



1.4.2. Cromatina centromérica en hongos

de heterocromatina mediante di- o trimetilacion de histonas H3 en la lisina 9
(H3K9me2/me3, respectivamente)'”’. Los centromeros de los descendientes de este linaje
son muy distintos a los del resto de eucariotas; son mas pequefios, muy diversos y carecen
de regiones de heterocromatina en sus extremos'’. Ademas de esta perdida, la mayor
parte de linajes de la familia Saccharomycetaceae carecen de la maquinaria de RNAi 43178
y todas las especies estudiadas hasta la fecha poseen centromeros puntuales, descritos por
primera vez en S. cerevisiae'’'”. Los centromeros puntuales de esta levadura estdn
determinados genéticamente por una secuencia consenso compuesta por dos elementos
de DNA bien conservados (centromere-determining element o CDE): CDEI, un
palindromo de 8 bp, y CDEIII, un motivo de DNA de 26 bp. Las proteinas del cinetocoro
se unen a CDEI y CDEIII, que estan separados por una regién rica en AT de ~ 80 bp
denominada CDEII'’>!8, Esta secuencia consenso de ~ 125 bp formada por las tres
regiones CDE es necesaria y suficiente para la funcion del centromero!’?, y se localiza en
un tnico nucleosoma formado por CENP-A'#!, Los CDE estan conservados en la mayoria
de centromeros puntuales de sacaromiceticeas'®’, con la excepcion de
Naumovozyma spp. que muestran centromeros puntuales atipicos con un origen evolutivo
independiente!3. Curiosamente, las levaduras del género Naumovozyma si poseen un

mecanismo de RNAi funcional!’®

, aunque no parece estar implicado en la funcion
centromérica'®®. Estas observaciones sugieren que la aparicion de los centrémeros
puntuales, determinados genéticamente, representa un cambio evolutivo reciente que
substituyd a los centrémeros ancestrales que se regularian mediante mecanismos
epigenéticos. Este reemplazamiento debi6 posibilitar la relajacion de la presion selectiva
para mantener la maquinaria de formacion de heterocromatina y RNAI, explicando la
pérdida de estos mecanismos en la mayoria de los linajes de levaduras sacaromicetaceas
con centromeros puntuales!”. Es sorprendente que esta organizacién en centromeros

puntuales haya surgido en dos eventos evolutivos independientes, un hecho que subraya

la diversidad de secuencias centroméricas que cumplen la misma funcion.
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Figura 1.14. Cromatina centromérica en el subreino Dikarya. Caracteristicas principales de
los centrémeros identificados en distintas especies del subreino Dikarya, representadas conforme
alaleyenda (abajo) y resumidas a la derecha. El cladograma muestra la relacion filogenética entre
las especies estudiadas, donde las flechas rojas indican eventos de pérdida evolutiva de la
maquinaria necesaria para procesos bioldgicos importantes en la regulacion génica. Las especies
se muestran con un sombreado de color que indica su pertenencia a los grupos filogenéticos
indicados en la leyenda. Figura adaptada de Coughlan et al. 2016'%, afiadiendo los centrémeros

de basidiomicetos descritos por Yadav et al. 2018'%3.

Las levaduras del subfilo Saccharomycotina que carecen de centromeros
puntuales tienen centromeros regionales pequefios, identificados por primera vez en
C. albicans y Candida dubliniensis'®*'®". Los centromeros de estas Candida spp. tienen

sitios de union a CENP-A de 3-5 kb, que se localizan en regiones no codificantes de hasta
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18 kb carentes de secuencias consenso o caracteristicas estructurales en comtn'®®. La
secuencia de DNA de estos centromeros no es suficiente ni necesaria para la funcion
centromérica'®®!° lo que apunta a que estin determinados epigenéticamente por la
presencia de CENP-A en generaciones anteriores. Los centromeros de Candida lusitaniae
son muy parecidos, dispuestos en regiones Unicas, sin genes, y con un alto contenido en
AT donde CENP-A ocupa una region de 4-5 kb'!. No obstante, los centromeros
regionales pequefios no siempre presentan secuencias de DNA ftnicas, y en algunas
especies se observa una repeticion invertida (left/right repeat, LR/RR) que flanquea los

extremos de una pequeia region central (mid) a la que se une CENP-A. Este es el caso de

192 -184

los centromeros de Candida tropicalis y Komagataella phaffii’**, la antigua
Pichia pastoris. Estas repeticiones recuerdan a la estructura de los centromeros regionales
grandes del resto de los eucariotas, aunque no se forman las grandes agrupaciones de
secuencias repetidas compactadas en heterocromatina caracteristicas de estos. Una vez
mas, estas observaciones apuntan a que el ancestro comun de hongos, animales y plantas
poseia centromeros regionales grandes; y refuerzan la correlacion entre la pérdida de la

maquinaria de formacion de heterocromatina H3K9me2/me3 y de RNAi y la presencia

de centromeros con una estructura mas sencilla.

El resto de los organismos de los filos Ascomycota y Basidiomycota estudiados
reclutan cinetocoros en centromeros regionales grandes, los mas habituales entre los
eucariotas. En general, sus secuencias centroméricas estan formados por un gran nimero
de repeticiones y transposones activos o truncados. Los centromeros regionales mas
extensos pertenecen al ascomiceto N.crassa, que presenta enormes regiones
heterocromatinicas de hasta 300 kb, ricas en AT y compuestas por repeticiones

176.193.194 “sobre las que se deposita CENP-A de

heterogéneas y transposones inactivos
manera no uniforme. Esta estructura es similar a la de otros hongos alejados
filogenéticamente, como el basidiomiceto C. neoformans. En este hongo, CENP-A se une
de manera no uniforme a lo largo de regiones de 20-40 kb, que estan compuestas por

185195196~ Una especie

distintos retrotransposones centroméricos denominados Tcn
filogenéticamente cercana, Cryptococcus deuterogattii, muestra una estructura y
composicion muy similar, pero con regiones centroméricas significativamente mas
pequeias. Esta y otras especies de basidiomicetos perdieron la maquinaria de RNAi y de
metilacion de citosinas (SmC), por lo que no podrian silenciar la transcripcion, ni prevenir

la transposicion de los retroelementos centroméricos. Como consecuencia evolutiva,
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estos elementos han perdido los dominios esenciales para su transposicion y estan
truncados, lo que explica la pérdida de tamafio y la correlacion entre la ausencia de la
maquinaria para RNAi y 5SmC y la presencia de centrémeros mas pequefios'®*. Como
ultimo ejemplo de diversidad, la levadura ascomiceta S. pombe muestra unos centromeros
muy caracteristicos definidos como un caso especial de centromeros regionales grandes.
Su cromatina centromérica estd organizada en largas secuencias pericéntricas de 35-110
kb que encierran una region central de ~ 15 kb a la que se une CENP-A (central core, cc
o cnt). Esta region central esta flanqueada a ambos extremos por una repeticion invertida
especifica de cada centrémero (innermost repeat o imr), encerradas a su vez por varias
copias en tandem de secuencias repetidas (outer repeats u otr) dispuestas también con
orientacion invertida (Figura 1.14)"71%8 Las otr, compuestas por elementos dh y dg, se
transcriben en aRNAs que disparan la maquinaria de RNAi. De esta manera se generan
siRNAs complementarios a los /oci centroméricos, dirigiendo la metilacion de H3K9 y la
formacién de heterocromatina necesaria para reclutar a CENP-A'"’. Al contrario que en
el resto de organismos con centromeros regionales grandes, parte de la secuencia de los
centrémeros de S. pombe —un fragmento que incluye las regiones cc, imr y una otr— es
suficiente para determinar la identidad del centromero®”’; pero no necesaria, ya que la
formacion de heterocromatina dirigida de manera artificial en ausencia de secuencias otr

consigue reclutar al cinetocoro®®!.

La enorme diversidad en cuanto a la secuencia, estructura y regulacion de la
cromatina centromérica en hongos es un reflejo de la paradoja del centrémero. La
variabilidad en estos /oci entre las distintas especies estd relacionada con la pérdida
evolutiva de mecanismos de regulacion epigenética considerados imprescindibles para la
mayoria de los eucariotas. Como consecuencia, la identidad del centromero se determina
mediante distintos mecanismos en hongos: dependientes de secuencias de DNA
especificas y conservadas, que definen genéticamente los centromeros puntuales;
dependientes de repeticiones y transposones, que determinan los centromeros regionales
grandes mediante secuencia y marcas epigenéticas; y que solo dependen de la presencia
de CENP-A en regiones especificas durante generaciones anteriores, como algunos
centromeros regionales pequefios que estan regulados exclusivamente por epigenética.
Sin embargo, toda esta diversidad se ha caracterizado en los Dikarya, mientras que el
complejo cinetocoro-centrémero de los linajes de hongos basales permanece inexplorado.

Un estudio reciente sugiere la pérdida evolutiva de CENP-A en algunas especies de
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hongos basales del filo Mucoromycota, entre ellas M. circinelloides'>’. CENP-A es una
proteina clave en definir la identidad de los centromeros, cuya pérdida se ha descrito
unicamente en algunos linajes de protistas y animales. Entre los protistas, los
kinetoplastidos poseen un cinetocoro alternativo compuesto por proteinas completamente

distintas al resto de eucariotas®??

. Y entre los animales, CENP-A se ha perdido de manera
independiente en distintos érdenes de insectos cuyos cromosomas, como consecuencia,
han sufrido una transicion desde monocéntricos a holocéntricos??>. Por tanto, la ausencia
de CENP-A parece ser tolerada en algunos organismos, aunque ocasiona una drastica
reorganizacion del complejo cinetocoro-centromero. Esto significa que la diversidad
observada en la centrocromatina de ascomicetos y basidiomicetos podria ser solo la punta
del iceberg, y que el estudio del complejo cinetocoro-centromero en los linajes de hongos

basales puede descubrir organizaciones y mecanismos de regulacion de la cromatina

centromérica completamente nuevos.
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La aparicion de los organismos eucariotas vino acompanada y, posiblemente,
facilitada por un aumento dréstico en la complejidad espaciotemporal de mecanismos
reguladores de la expresion génica. Entre todos estos mecanismos destacan las distintas
rutas de RNAI que utilizan RNAs pequefios para reconocer transcritos diana, e inhibir su
expresion a nivel postranscripcional mediante complejos efectores. Durante las tltimas
décadas, la lista de SRNAs con funciones reguladoras no cesa de crecer, aunque se podrian
resumir en tres grandes grupos: microRNAs, piRNAs y siRNAs. Estas rutas de
silenciamiento génico postranscripcional juegan un papel crucial en coordinar la
expresion, estabilidad, proteccion y herencia de los genomas eucarioticos. Probablemente
aparecieron como un mecanismo de defensa ante acidos nucleicos pardsitos o invasores,
pero los procesos de coevolucion junto a sus antagonistas han conseguido que
transciendan su funcion original'®'. Estos procesos han acelerado la evoluciéon de la
maquinaria proteica que interviene en el fendmeno de RNAI, algo especialmente patente

204 'y hongos®®, pero también han modelado el paisaje gendmico

en invertebrados
controlando la actividad y presencia de elementos genéticos moviles'®! y la estructura de
las secuencias centroméricas'®. Esta rapida evolucion se manifiesta de manera ejemplar
en hongos, cuya cromatina centromérica muestra organizaciones Unicas Yy
extremadamente diversas. Hasta el momento, todas las investigaciones al respecto se han
centrado en el subreino Dikarya, ignorando los linajes de hongos basales por ser modelos
de estudio dificiles de manipular®. Sin embargo, la cromatina centromérica de hongos
basales promete encerrar una enorme diversidad que ayudaria a entender la evolucion de
los centromeros en eucariotas. M. circinelloides es un hongo basal del orden Mucorales
que carece de la proteina centromérica CENP-A'’  la piedra angular del cinetocoro que
media la uniéon entre los centromeros y el cinetocoro durante la division celular.
M. circinelloides es un ejemplo de diversidad en la maquinaria de RNA1, ya que dispone
de una ruta de RNAi canonica, o dependiente de Dicer, y otra no candnica que controlan
la expresion génica y la integridad gendmica. Ademas, su genoma ha sufrido un evento
extenso de duplicacion con consecuencias drésticas para la percepcion de sefiales
ambientales®®. Esto, junto a la amplia gama de herramientas moleculares disponibles para
manipularlo genéticamente, lo convierte en un candidato excelente para estudiar la
dinamica entre distintas rutas de RNAi, cromatina centromérica, elementos genéticos

moviles y estabilidad gendmica.



I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Esta dindmica, y en particular la interaccion entre dos rutas de RNAi que compiten
por la regulacion génica, debe tener consecuencias sobre la fisiologia, desarrollo y
ecologia de los hongos mucorales. Frecuentemente saprofitos, algunas especies se
comportan como patdégenos oportunistas causantes de una infecciéon poco comun pero
letal conocida como mucormicosis. La infeccion es rara en individuos
inmunocompetentes pero en personas susceptibles, normalmente inmunocomprometidos,
las esporas inhaladas germinan y evaden a las células fagociticas del sistema inmune,
provocando angioinvasion y diseminacion sistémica. Debido a la ausencia de terapias
clinicas eficaces contra estos patogenos, resistentes a gran parte de los antiflingicos
empleados como tratamiento de primera linea, la consecuencia de una infeccion sistémica
es la muerte del enfermo en el 90 % de los casos. Por tanto, la interaccidon entre el
patdgeno y el sistema inmune del hospedador es determinante para el prondstico de la
infeccion. Entender los mecanismos reguladores que gobiernan este proceso supondria
un enorme avance para combatir la mucormicosis y atajar el proceso de colonizacion del
hospedador. Los estudios a nivel transcriptomico de esta interaccion se han centrado
principalmente en la respuesta del hospedador®’, revelando la importancia de la
inmunidad nutricional y, en especial, de la captacion de hierro para iniciar la
germinacioén’®. A pesar de estos esfuerzos, no se conocen los mecanismos de regulacion
que dirigen el proceso de germinacion dentro de los fagocitos, ni si estd regulado a nivel
postranscripcional mediante RNAi. Recientemente, se ha implicado el mecanismo de
RNAIi canonico de M. circinelloides en la aparicion de epimutaciones que confieren
resistencia transitoria a distintos antifiingicos'**!*. Esta ruta de RNAi epimutacional
podria estar regulada por la ruta de RNAi no canonica, o alguno de sus componentes
principales'**. El interés en explorar el papel del mecanismo de RNAI en la patogénesis
de los hongos Mucorales es doble. Por un lado, desentrafiar como contribuye a los
mecanismos morfogenéticos que ocurren en la espora durante la infeccion. Y, por otro
lado, sentar las bases para futuras aplicaciones en el tratamiento y prevencion de la
mucormicosis, y de otras infecciones de patdgenos eucariotas que poseen rutas de RNAi

activas.

En base a estos antecedentes, el objetivo principal de esta tesis doctoral es estudiar
la funcion del mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional en la funcion de la
cromatina centromérica y la virulencia en hongos mucorales. Este objetivo principal

engloba los siguientes objetivos especificos:



1. Caracterizar la cromatina centromérica e identificar las proteinas del
cinetocoro interno y externo de M. circinelloides. Los resultados obtenidos a
partir de este objetivo se recogen en la siguiente publicacion:
Navarro-Mendoza, M.1., Pérez-Arques, C., et al. (2019). Early diverging fungus

Mucor circinelloides lacks centromeric histone CENP-A and displays a
mosaic of point and regional centromeres. Current Biology 29, 1-12.
doi:10.1016/j.cub.2019.09.024

2. Analizar la funcién de las distintas rutas de RNAI en la regulacion de la
cromatina centromérica de M. circinelloides. La consecucion de este objetivo
queda reflejada en los resultados de estas publicaciones:

Navarro-Mendoza, M.1., Pérez-Arques, C., et al. (2019). Early diverging fungus
Mucor circinelloides lacks centromeric histone CENP-A and displays a
mosaic of point and regional centromeres. Current Biology 29, 1-12.
doi:10.1016/j.cub.2019.09.024

Pérez-Arques, C., et al (2020). A non-canonical RNAi pathway controls
virulence and genome stability in Mucorales. PLoS Genetics

3. ldentificar posibles reguladores maestros y efectores principales de la
respuesta de M. circinelloides a la fagocitosis mediada por macrofagos, y su
implicacion en la virulencia empleando modelos de infeccién patogeno-
hospedador. La siguiente publicacion detalla los resultados obtenidos al cumplir
este objetivo:

Pérez-Arques, C., et al. (2019). Mucor circinelloides thrives inside the
phagosome through an Atf-mediated germination pathway. mBio 10, 1-
15. doi:10.1128/mBi0.02765-18

4. Determinar la implicacién de las distintas rutas de RNAI en la regulacion
de la respuesta a la interaccion patdégeno-hospedador y en la virulencia. Los
resultados derivados tras finalizar este objetivo forman parte de esta publicacion:
Pérez-Arques, C., et al (2020). A non-canonical RNAi pathway controls

virulence and genome stability in Mucorales. PLoS Genetics
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[I.1. Early diverging fungus Mucor circinelloides lacks centromeric histone

CENP-A and displays a mosaic of point and regional centromeres

Navarro-Mendoza, M.1., Pérez-Arques, C., Panchal, S., Nicolas, F.E., Mondo, S.J.,
Ganguly, P., Pangilinan, J., Grigoriev, I. V., Heitman, J., Sanyal, K., Garre, V.

Publication date: November 28, 2019
Journal: Current Biology 29, 1-12. doi: 10.1016/j.cub.2019.09.024

Summary: Centromeres are rapidly evolving across eukaryotes, despite performing a
conserved function to ensure high-fidelity chromosome segregation. CENP-A chromatin
is a hallmark of a functional centromere in most organisms. Due to its critical role in
kinetochore architecture, the loss of CENP-A is tolerated in only a few organisms, many
of which possess holocentric chromosomes. Here, we characterize the consequence of the
loss of CENP-A in the fungal kingdom. Mucor circinelloides, an opportunistic human
pathogen, lacks CENP-A along with the evolutionarily conserved CENP-C but assembles
a monocentric chromosome with a localized kinetochore complex throughout the cell
cycle. Mis12 and Dsn1, two conserved kinetochore proteins, were found to co-localize to
a short region, one in each of nine large scaffolds, composed of an ~200-bp AT-rich
sequence followed by a centromere-specific conserved motif that echoes the structure of
budding yeast point centromeres. Resembling fungal regional centromeres, these core
centromere regions are embedded in large genomic expanses devoid of genes yet marked
by Grem-LINEls, a novel retrotransposable element silenced by the Dicer-dependent
RNAIi pathway. Our results suggest that these hybrid features of point and regional
centromeres arose from the absence of CENP-A, thus defining novel mosaic centromeres

in this early-diverging fungus.

Available at https://www.cell.com/current-biology/fulltext/S0960-9822(19)31186-8
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[1.2. Mucor circinelloides thrives inside the phagosome through an Atf-mediated

germination pathway

Pérez-Argues, C., Navarro-Mendoza, M.1., Murcia, L., Lax, C., Martinez-Garcia, P.,
Heitman, J., Nicolas, F.E., Garre, V.

Publication date: February 5, 2019
Journal: mBio 10, €02765-18. doi: 10.1128/mBi0.02765-18

Summary: Mucormycosis is an emerging fungal infection that is often lethal due to the
ineffectiveness of current therapies. Here, we have studied the first stage of this infection
—the germination of Mucor circinelloides spores inside phagocytic cells— from an
integrated transcriptomic and functional perspective. A relevant fungal gene network is
remodeled in response to phagocytosis, being enriched in crucial functions to survive and
germinate inside the phagosome, such as nutritional adaptation and response to oxidative
stress. Correspondingly, the phagocytic cells induced a specific proinflammatory and
apoptotic response to the pathogenic strain. Deletion of fungal genes encoding putative
transcription factors (atf1, atf2, and gcn4), extracellular proteins (chil and ppsl), and an
aquaporin (agpl) revealed that these genes perform important roles in survival following
phagocytosis, germination inside the phagosome, and virulence in mice. atf/ and atf2?
play a major role in these pathogenic processes, since their mutants showed the strongest
phenotypes and both genes control a complex gene network of secondarily regulated
genes, including chil and agp 1. These new insights into the initial phase of mucormycosis
define genetic regulators and molecular processes that could serve as pharmacological

targets.

Auvailable at https://mbio.asm.org/content/10/1/e02765-18
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[I1.3. A non-canonical RNAi pathway controls virulence and genome stability in

Mucorales

Pérez-Argues, C., Navarro-Mendoza, M.1., Murcia, L., Navarro, E., Garre, V., Nicolas,
F.E.

Publication date: July 13, 2020
Journal: PLoS Genetics 16, e1008611. doi: 10.1371/journal.pgen.1008611

Summary: Epimutations in fungal pathogens are emerging as novel phenomena that could
explain the fast-developing resistance to antifungal drugs and other stresses. These
epimutations are generated by RNA interference (RNAi) mechanisms that transiently
silence specific genes to overcome stressful stimuli. The early-diverging fungus Mucor
circinelloides exercises a fine control over two interacting RNAi pathways to produce
epimutants: the canonical RNAi pathway and a new RNAi degradative pathway. The
latter is considered a non-canonical RNAi pathway (NCRIP) because it relies on RNA-
dependent RNA polymerases (RdRPs) and a novel ribonuclease I1I-like named R3B2 to
degrade target transcripts. Here in this work, we uncovered the role of NCRIP in
regulating virulence processes and transposon movements through key components of the
pathway, RdRP1, and R3B2. Mutants in these genes are unable to launch a proper
virulence response to macrophage phagocytosis, resulting in a decreased virulence
potential. The transcriptomic profile of rdrpIA and r3b2A mutants revealed a pre-
exposure adaptation to the stressful phagosomal environment even when the strains are
not confronted by macrophages. These results suggest that NCRIP represses key targets
during regular growth and releases its control when a stressful environment challenges
the fungus. NCRIP interacts with the RN Ai canonical core to protect genome stability by
controlling the expression of centromeric retrotransposable elements. In the absence of
NCRIP, these retrotransposons are robustly repressed by the canonical RNAi machinery;
thus, supporting the antagonistic role of NCRIP in containing the epimutational pathway.
Both interacting RNAi1 pathways might be essential to govern host-pathogen interactions
through transient adaptations, contributing to the unique traits of the emerging infection

mucormycosis.

Available at

https://journals.plos.org/plosgenetics/article?id=10.1371/journal.pgen.100861 1
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The research articles that comprise this thesis and the results contained therein led

to the following conclusions:

1.

The centromeric histone H3 variant CENP-A was evolutionary lost in the last
common ancestor of Mucorales and Umbelopsidales, followed by CENP-C in the
last mucoralean common ancestor. Most of the remaining kinetochore proteins are
conserved across the subphylum Mucoromycota.

Four histone H3- and three histone H4-coding genes were identified in the
M. circinelloides genome, including one histone H3 and H4 variants. All canonical
and variant histone proteins analyzed bind the whole chromatin instead of organizing
in discrete kinetochore-like clusters, indicating that M. circinelloides lacks either
histone H3 or H4 centromeric variants on monocentric chromosomes.

Fluorescent fusion proteins of Misl2 and Dsnl —outer kinetochore—, as well as
CENP-T —inner kinetochore— homologs were colocalized within the nucleus,
forming one discrete kinetochore-like cluster for each nucleus. These kinetochore-
like clusters maintain their arrangement throughout the whole nuclear division,
which is asynchronous. These observations indicate that M. circinelloides possess
monocentric chromosomes despite the absence of centromeric histone H3 or H4
variants.

Chromatin immunoprecipitation of Misl2 and Dsnl and subsequent DNA
sequencing revealed nine kinetochore-bound regions defined as core centromeres
(CC), ranging from 400 to 1000 bp. The kinetochore binds asymmetrically to each
CC, shown as two kinetochore-bound sequences —one minor and one major—
separated by a highly AT-rich stretch. All nine CCs exhibit a highly conserved 41-
bp motif that is exclusively located at their major kinetochore-bound sequences,
resembling the centromere-determining elements (CDE) that define genetically-
determined point centromeres.

CC-surrounding sequences show large regions varying in length from 15 to 75 kb,
devoid of genes and almost transcriptionally silent. Numerous copies of a LINEI-
like retrotransposon specific of Mucoromycotina species lacking CENP-A (Grem-
LINE1) have colonized these pericentric regions of M. circinelloides, evoking

features of regional centromeres.
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10.

11.

12.

13.

M. circinelloides generates Dicer- and Ago-dependent sRNAs targeting Grem-
LINE1 sequences. The accumulation of these SRNAs correlates inversely with their
target mRNA levels, indicating that Grem-LINE1 transposition is controlled by the
canonical RNA1 pathway in M. circinelloides.

There is an increased number of canonical antisense SRNAs targeting Grem-LINE1
sequences in the absence of a functional non-canonical RNAi pathway suggesting
that NCRIP represses the canonical RNAi pathway controlling Grem-LINE1
expression.

Transcriptomic profiling of two M. circinelloides opposite pathotypes undergoing
mouse macrophage phagocytosis revealed a general response to phagocytosis present
in both pathotypes, involved in functions related to macronutrient and ion
assimilation and metabolism, as well as the production of secondary metabolites and
extracellular structures; and a virulence-specific response observed only in the
virulent pathotype that controls processes of cell wall and membrane biogenesis,
cytoskeleton, cell motility, extracellular structures, and defense mechanisms.

The mouse macrophages launched a proinflammatory and proapoptotic response
after phagocyting spores from the virulent pathotype, but not from the avirulent
pathotype.

Fungal genes encoding a putative aquaporin Aqpl, putative membrane-bound or
secretion proteins Chil and Pps1, and basic leucine-zipper transcription Atfl, Atf2
are essential to survive macrophage phagocytosis and to develop a fully virulent
phenotype in a murine infection model.

Atf1 and Atf2 regulate a vast gene network involved in the response to phagocytosis,
including the agpl and chil genes. These four genes are important for the
germination process at acidic pH, suggesting that the harsh environmental conditions
within the phagosome result in the activation of an Atf-mediated germination
pathway.

M. circinelloides NCRIP regulates a vast gene network by degrading its primary
targets, especially during saprophytic conditions. When the fungus is challenged by
stressful conditions, specifically those found in the phagosome, the control exerted
by this regulatory mechanism is restrained.

The stressful phagosomal environment, as well as the lack of NCRIP activity,
prompts the induction of genes encoding canonical RNAi essential enzymes,

specifically Dcll and Dcl2, Qipl, and Agol. These data support that both canonical
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and non-canonical pathways play an antagonizing role in regulating gene expression,
and that this interaction among pathways is important for pathogenesis.

14. A major portion of the virulence-specific response to macrophage phagocytosis is
driven by the NCRIP, including genes essential to survive macrophage phagocytosis
and host colonization atf1, atf2, agpl and pps1.

15. Mutants lacking NCRIP activity mimicked most of the NCRIP-dependent virulence
response during saprophytic growth in the absence of stressful conditions. This pre-
exposure adaptive response is involved in macronutrient metabolic changes,
production of secondary metabolites and extracellular structures, and could explain
the higher tolerance to oxidative stress exhibited by the NCRIP-deficient mutants.

16. M. circinelloides mutants lacking NCRIP activity are significantly less virulent than
a wild-type strain in a murine infection model, highlighting that NCRIP regulation is

important for virulence.
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