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I. 1. Mucor circinelloides.

I. 1. 1. Caracteristicas generales.

Mucor circinelloides es un hongo filamentoso que presenta una amplia distribucién,
encontrindose en ¢l suelo, sobre estiércol v sobre otros sustratos orgénicos en
descomposicién. Pertenece a la clase Zygomiicetes, caracterizada por tener una
reproduceién sexual por fusién de gametangios, presentar un micelio generalmente
cenocitico (en algunas especies pueden aparecer algunos septos), vy producir esporas

aflageladas ¢ inméviles.

Se incluve en el orden Mucorales porque las esporas vegetativas que produce se
desarrollan de forma enddgena en estructuras que se conocen como esporangios, v en la
familia Mucoracene porque ¢l esporangio aparece separado del resto del esporangiéforo
por un septo llamado columela. El género Mucor, que da nombre a la familia v al orden,

presenta esporangiGforos ramificados en forma de racimos o cimas y esporangios globosos.

I. 1. 2. Ciclo de vida.

M. circinelloides es un hongo heterotalico, con dos tipos sexuales (+) v (-],

idénticos morfolégicamente. Presenta dos ciclos de vida (Figura 1):

1) Un ciclo asexual o vegetative, que permite una rapida dispersién del
organmismo. Se inicia con la germinacién de una espora vegetativa o
esporangiospora, que suele ser multinucleada. Las esporas germinan
hinchindose v produciendo uno o varios tubos germinativos. Las hifas crecen
por el dpice, ram ficindose abundantemente para formar el micelio v jamas se
anastomosan. Normalmente, las hifas carecen de tabiques transversales, por lo
que ¢l micelio es cenocitico. Las hifas que crecen ramificindose sobre el
sustrato se hacen aéreas en un momento dado, originando los esporangidforos,
en cuyo extremo se desarrolla el esporangio, donde maduran las

¢sporangiosporas, que pueden iniciar otro ciclo vegetativo (Gooday, 1973).

2) Un ciclo de vida sexual, que garantiza la recombinacién del material genético

de las estirpes que participan en él, asegurindose asi 1a variabilidad genética de
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Figura 1. Ciclo de vida de M. circinefloides.

Micelim (-}

la especie. Tiene lugar cuando dos micelios de diferente tipo sexual crecen el
uno junto al otro. La aproximacidén inlbe la formacién de esporangidforos,
induce la acumulacién de B-caroteno y la diferenciacion de unas hifas sexuales
denominadas zigéforos. Los zigéforos se fusionan por pares, normalmente por
sus Apices. La elongacién de los mismos cesa una vez fusionados v se produce
un hinchamento en la zona de la fusion, apareciendo los progametangios. Los
progametangios presentan un septo en posicién subapical que los separa del

resto de cada hifa sexual. Los dos gametangios presentan poros en la pared que
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los separa. Esta pared sigue degenerando v se produce una mezela de
citoplasma de ambos gametangios por un fenémeno conocide como
plasmogamia. Se¢ forma una estructura rodeada por una pared gruesa vy
ornamentada en la que se depositan compuestos como la esporolenina, un
polimero de carotenoides oxidados {Gooday er af., 1973) v melanina, que
actiian protegiendo a la zigospora. En la zigospora se produce la fusién de
nicleos de distinto tipo sexual (cariogamia). La mayor parte de los nieleos
englobados no se¢ fusionan y degeneran. Sélo algunos se¢ fusionan y de los
cuatro posibles productos meidticos, s6lo uno sobrevive. Tras un periodo de
latencia, variable segin la especie, la zigospora germina dando lugar a un
g ermosporangio. Este germosporangio contiene los productos de la meiosis, las
germosporas, que pueden iniciar un nuevo ciclo de erecimiento. En el caso de
M. circinelioides, nunca se ha observado la germinacion de la zigospora en

laboratorio.

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

M. circinelloides es un organismo ideal para el estudio de distintos procesos
biolégicos, como la sintesis de metabolitos secundarios, respuestas a la luz, silenciamiento
géni co, sintesis de lipidos v dimorfismo. Contiene un genoma pequefio de 36.6 megabases

(M. circinelloides CBS 277.49; http://genome.jei- psforg/Muceil/Muceil home.html) v

ofrece facil manejo v rapido crecimiento en el laboratorio. Sin embargo, su principal
ventaja es la existencia de un sistema eficaz de transformacién genética, que permite la
introducecién de DNA dentro del hongo (van Heeswijk, 1984; van Heeswijk v Foncero,
1984). En este sentido, se han desarrollado distintos vectores para la introducciéon de DNA
ex6geno que complementan mutaciones auxotréficas presentes en distintas estirpes de
M. circinelloides (Roncero et al., 1989; Anava v Roncero, 1991; Benito er al., 1995). Estos
vectores son autorreplicativos y requieren presién selectiva para su mantenimiento en el
hongo. La capacidad de M. circinelloides para ser transformado también ha permitido el
desarrollo de procedimientos para la integracién, por recombinacién homéloga, de
fragmentos lineales de DNA en sus ¢cromosomas, permitiendo la generacion de mutantes
nulos por reemplazamiento génico (Navarro er al., 2001). Ademas, recientemente, s¢ ha

desarrollado una nueva estrategia para la integracién de DNA exdgeno en el genoma de
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M. circinelloides basada en la transferencia de DNA mediada por la bacteria
Aprobacterium tumefaciens (Nyilast er al., 20035). Finalmente, el descubrimiento del
fendémeno de silenciamiento génico en M. circinelloides (Nicolas er al., 2003) ha supuesto
la incorporacién de una nueva herramienta molecular que permite el estudio de la funcién
gémeca sin necesidad de generar mutantes nulos por reemplazamiento gémeco

{Nicolas et al., 2007), como tradicionalmente se ha venido haciendo.

El conjunto de herramientas moleculares descritas ha convertido a M. circinelloides
en la especie, dentro de los Zygomycetes, con el mayor repertorio de recursos para analizar
la funcién génica, a pesar de no haberse establecido las condiciones de laboratorio
adecuadas para llevar a cabo cruzamientos genéticos. Esta caracteristica, v sobre todo su
posible utilizacién para la produccién de biocarburantes, motivé que el Joint Genome
Institute, dependiente del Departamento de Energia de Estados Unidos, aprobase en 2007
un provecto liderado por nuestro grupo de investigacién para secuenciar ¢l genoma de
M. circinelloides. La reciente disponibilidad de la secuencia del genoma ha acelerado las
investigaciones en M. circinelloides al simplificar procedimientos experimentales que
consumen mucho tiempo, como la clonacién de genes, v ha abierto la posibilidad de
nuevas aproximaciones experimentales basadas en téenicas de gendmica, transeriptémica v

protedmica.

I. 2. Silenciamiento génico mediado por RNA.

El silenciamiento gémco mediado por RNA es un complejo mecanismo de
regulacién génica conservado en ¢l mundo cucariota, con la notable excepeién de la
levadura Saccharomyees cerevisiae, que conduce a la supresidn especifica de la expresién
gémca mediada por pequefias moléculas de RNA que inducen la destruccion del mRNA,
impiden su traduccién o inhiben su transeripcién. Imcialmente descrito como un
mecanismo de defensa molecular contra virus v transposones, en los Gltimos afios se ha
demostrado que este mecamsmo también estd implicado en la regulacion de complejos
procesos como la formacién de heterocromatina, el desarrollo v la fisiologia de los
orgamsmos. Ademas de revelar un nivel de regulacién de la expresién génica hasta hace
poco desconocido, ¢l silenciamiento génico mediado por RNA se ha convertido en una
herramienta fundamental en el estudio de la funcién de los genes, permitiendo incluso el

desarroll o de nuevas disciplinas como la genémica funcional.
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I. 2. 1. Generalidades.

El silenciamiento gémco mediado por RNA se observé inicialmente en plantas,
donde se denomind cosupresién o silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS), v
en hongos, donde se denominé “quelling”. En ambos casos, la introduccién de copias
transgénicas de un gen con la inteneién de aumentar la expresién del mismo provocaba el
efecto contrario, bloqueindose 1a expresidn tanto de los transgenes como del gen enddégeno
homélogo (Napoli er @i, 1990; Romano v Macino, 1992; Cogomi er al, 1996). En
ammales, el silenciamiento génico mediado por RNA se deseribié por primera vez en
Caenorhabditis elepans (Guo v Kemphues, 1993), donde mas tarde se denominé
interferencia por RNA (RN Aif). En este caso, 1a supresién de 1a expresion génica venia
mediada por la introduccidén de moléeculas de RNA sintetizadas in vitrs, con sentido y
antisentido, correspondientes a la secuencia de un gen enddégeno. Posteriormente se
demostré que el verdadero inductor del silenciamiento eran moléculas de RNA de doble
cadena (dsRNA) generadas mediante la libridacién de las cadenas con sentido v
antisentido sintetizadas ir virro (Fire er al., 1998). La diseccidn genética de los fendmenos
de cosupresion, “quelling” e interferencia por RNA, particularmente en Arabidopsis
thaliana, Neurospora crassa v C. elepans, asi como el anélisis bioquimico llevado a cabo
fundamentalmente en Drosophila melonopaster, permitié establecer que todos estos
fenémenos son manifestaciones del mismo proceso, que se conoee globalmente como
silenciamiento génico mediado por RNA. Mas recientemente se demostrd que este
mecanismo no sélo responde a la introduccién de Acidos nucleicos exdgenos, sino que
también se induce en respuesta a la produceién de moléeulas de dsRNA de origen
enddgeno (Ketting er al., 1999; Wu-Scharf er af., 2000; Aravin er af., 2001; Hamlton er
al., 2002).

En el mecamsmo de silenciarmento gémco las moléculas de dsRNA son procesadas
por una enzima ¢on actividad ribonuecleasa IIT (RNasalll), denominada Dicer, en pequefias
moléculas de 21 a 27 nucledtidos que determinan la especificidad de la respuesta
{Hamilton v Baulcombe, 1999; Zamore er af., 2000; Bernstein er al, 2001; Elbashir e:
al.,2001). Estos pequenios RNAs (sRNAs) se¢ pueden clasificar atendiendo al tipo de
molécula precursora, estableciéndose dos categorias principales: los pequefios RNAs
interferentes (siRNAs), resultantes del procesamiento de largas moléculas de dsRNA
exégenas generadas tras una infeceidn viral o en respuesta a la presencia de transgenes v

transposones; y los microRNAs (miRNAs), que se originan mediante el procesarmento de
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RNAs endégenos que adoptan estructuras en horquilla bicatenaria ¥ que actiian regulando
la expresion génica al promover la degradacion de los mRNAs diana o la represién de su
traduccién (Figura 2). Ambas vias de silenciamiento génico comparten un conjunto de
proteinas comunes encargadas de producir y amplificar dichos sRNAs. Al conjunto de
proteinas implicadas en el silenciamiento mediado por RN A se le conoce como maquinaria

del RNAi (Tabla 1) (revisado en Matzke v Birchler, 2003).

Ruta de los miRNAs Ruta de los siRNAS

dsRNA dsRNA

(Crmm o (OO

Dicerl Dicer2
miRNAs siRNAs
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: 2 . Corte en el mMRNA
o induceion de la degradacion

Figura 2. Esquema simplificado de las rutas de silendamiento mediadas por miRMAs v siRMNAs hasado en
el tnecanisto de silendamiento de O melanogasrter.
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Proteina Descripcion

Las proteinas de la familia Dicer son nbonucleasas tipo I que procesan el
dsBMA para producir sEIAs de 21-27 nt, segiin los organismos. Existe una
proteina Dicer en Schimosaccharomyces pombe, dos en N, crassg, cuatro en
A. thaliagna, dos en D, melanogasrer v una en C. elegans v en marmiferos.

Dicer

Loz miembros de esta familia son componentes esenciales de los complejos
EIZC, donde se unen a los sEIMNAs generades por Dicer para guiar al

Arg(}]‘lall[a complejo hacia el mEIA . Existe una proteina Argonanta en 5. pombe, dos
en N. crassa, 10 en A, thaliana, 27 en C. elegans, 5 en D, melanogaster, 3
en ratén v B en humancs.

Las polimerasas de EITA dependientes de EXA (B JET) sintetizan dsEMA a
partir de moldes de RIA de cadena sencilla para miciar o amplificar e

RdRP proceso de silenciamiento. Existe una proteina EdRFP en & pombe, tres en
N, crassa, seis en A, thaliona ¥ cuatro en € elepars. Sin embargo, no
existe ninguna en O melanogaster ni en mamiferos.

Tahla 1. Maquinaria del RMNAL

Los sRNAs (siRNAs v miRNAs) generados por la proteina Dicer se unen a los
mRNAs diana en un proceso mediado por los complejos RISC (complejo de
silenciamiento inducido por RNA), que son los verdaderos efectores del silenciamiento
{(Hammond er af, 2000). En estos complejos proteicos el componente prineipal es una
proteina de la familia Argonauta, que utiliza la cadena antisentido de los pequeiios RNAs
como guia para identificar las sccuencias complementarias en ¢l mRNA diana.
Dependiendo de la naturaleza de la proteina Argonauta presente en el complejo RISC y del
srado de complementariedad entre los sSRNAs v la secuencia diana, ¢l resultado de esta
interaccidn puede ser la represidn de la traduccidn, 1a degradacién de los mRNAs o la
induccion de la formacién de heterocromatina (revisado en Chapman y Carnngton, 2007;
Hutvégner v Simard, 2008). Por otra parte, la polimerasa de RNA dependiente de RNA
(RJRP) es la enzima encargada de amplificar la sefial de silenciamiento (ver més
adelante), ademas de jugar un papel esencial en la inducei6n del silenciamiento génico por
transgenes en varios organismos (Cogoni y Macino, 1999a; Dalmay er af, 2000;
Mourrain er al., 2000; Smardon er al., 2000; Catalanotto ez ai., 2002; Martens er al., 2002).
En organismos en los que existen varias proteinas de las familias génicas Dicer, Argonauta
v RARP, miembros especificos de cada familia participan en las distintas rutas de

silenciamento, produciendo especificamente miRNAs o siRNAs {(Lee, Y.S. er al., 2004;
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Okamura et al, 2004; Xie er af, 2004) v determinando 1a forma en la que se suprime la

expresion génica.

Los recientes avances en las téenicas de secuenciacién masiva han permitido la
identificaciéon de nuevas clases de sSRNAs. Actualmente, existen tres sistemas comerciales
de secuenciacién masiva: ¢l Roche 454 GS FLX Genome Analyzer, ¢l Illumina Solexa
Genome Analyzer vy, mis recientemente, el sistema SOLiD de Applied Biosystem
irevisado en Rusk vy Kiermer, 2008; Shendure v Ji, 2008). Su empleo ha permtido el
descubrimiento de nuevas clases de sRNAs endégenos en plantas v apimales, asi como
establecer perfiles de expresion a lo largo de distintas etapas del desarrollo o en distintos
tejidos o condiciones de tratamiento. Entre los nuevos sRNAs identificados se encuentran
los siRNAs endogenos (endo-siRNAs), implicados, entre otros procesos, en el
silenciamento de transposones y regiones con repeticiones. Su biogénesis comparte
elementos de las rutas de los siRNAs y los miRNAs, hasta el punto de haber sido
propuestos como intermediarios evolutivos entre ambos tipos de sRNAs (revisado en
S1omi v S1omi, 2009). Los nuevos avances muestran lo difusos que son los linmtes entre las
clases de sSRINAs establecidas v podrian exigir una nueva clasifi cacién basada en la funcién

biolégica en lugar del origen.

I. 2. 2. Activacion del mecanismo de silenciamiento génico mediado por

RNA.

El dsRNA es la molécula central en la activacién del silenciamiento génico
mediado por RNA, va que es la molécula reconocida por la proteina Dicer para generar los
sRNAs que actian impidiendo la expresién de los genes diana. Asi pues, la simple
introduccidn de dsBNA es capaz de indueir el proceso de silenciamiento génico (Fire er al,,
1998). Sin embargo, existen otros activadores del mecanismo que actian provocando la
sintesis de dsRNA, quedando éste como un intermediario del proceso (Figura 3). Este es el
caso de moléeulas de DNA exdgeno como transgenes, transposones y virus que actian
como inductores en la ruta de los siRNAs. En estos casos, las moléculas de dsENA se
pueden generar como intermediarios en ¢l mecanismo de replicacién o como consecuencia
de la transeripeion de secuenecias integradas en el genoma como repeticiones invertidas.
Ademais, secuencias exdgenas integradas en copia inica también con capaces de indueir el

silenciamiento generando dsRNA gracias a la actividad de la RARP, que copia los

10
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transeritos con sentido generados por ¢l DNA exégeno en moléculas de dsRNA.
El mecanismo por el cual la RARP es capaz de distinguir entre los transeritos procedentes
de DNA exégeno vy los propios transcritos endégenos no se conoce en su totalidad.
En plantas, RN As con caracteristicas aberrantes, entre las que se incluiria la falta de la cola
de poli{A) o la caperuza de 7-metilguanosina, son convertidos a dsRNA por la RARP vy
pasan a ser sustratos para Dicer, que a partir de ellos genera los siRNAs (revisado en
Chapman y Carrington, 2007; Ghildival v Zamore, 2009). Evidencias recientes sugieren
que algunas exonuecleasas de mantenimiento compiten con las rutas de silenciamiento por
los RN As aberrantes. Los transgenes con altos nmiveles de expresién podrian sobrepasar el
control de calidad normal, escapando a la destruceién por exonucleasas y sirviendo como

sustrato a las RdRPs (Gazzam er al., 2004; Gy er af, 2007; revisado en Voinnet, 2008).
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Figura 3. Activacion del mecanismo de silenciamiento génico mediado por ENA {esquema basado en las
rutas de silenciamiento de &0 melanogaster).

En el silenciamiento génico mediado por miRNAs, las moléculas de dsRNA
activadoras de la ruta proceden de la transcripeidn regulada de secuencias endégenas. Estas
secuencias, que se corresponden con tramos cortos de secuencias del gen diana, se

expresan ¢omo transcritos primarios (pri-miRNA) que adoptan estructuras en horquilla en

11
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el nicleo. En D. melanopaster, liberar un miRNA de 20-24 nt desde el pri-muRNA
requiere la aceidn secuencial de dos endonueleasas con actividad RNasalll, asistidas cada
una de cllas por una proteina con dos dominios de union a dsRNA (dsRBP). El primer
paso consiste en el procesamiento en el nicleo del pri-miRNA por la RNasa IIT Drosha
(Figura 3) con la colaboracién de la proteina Pasha {dsRBP), eliminindose los extremos
de cadena sencilla de la horquilla (Lee, Y. er af, 2003; Denli er al., 2004; Landthaler er
al.,2004). Fl precursor de miRNA (pre-miRNA) resultante tiene un tamafio de 60-70 nt
v mantiene la estructura en horquilla. Estos precursores son exportados al ¢itoplasma porla
exportina-3, donde una enzima Dicer, con ayuda de la dsRBP Loquacious (LOQS), los
procesa para generar los miRNAs (Bernstein er al., 2001; Y1 er al, 2003; Hutvagner e
al, 2001; Férstemann et al., 2005; Saito er af., 2005). En 0. melanopaster, C. elepans y
mamiferos, unos pocos pre-miENAs son generados directamente por la maquinaria de
procesamiento del RNA, sin necesitar la intervencién de Drosha. Estos pre-miRNAs
reciben ¢l nombre de mirtrones, v son liberados en forma de lazo desde un mRNA
precursor, como si de un intrén se tratase (Figura 3). La estructura en lazo es resuelta
mediante acci6n enzimatica v el resultado es un pre-miRNA que puede entrar en la ruta
normal de los miRNAs (Berezikov et al., 2007; Okamura er af., 2007; Ruby et af., 2007;
Glazov er al., 2008). En plantas, los miRNAs son generados directamente en el nieleo por

la enzima nuclear Dicerl (Kurihara y Watanabe, 2004).

I.2. 3. Identificacion de las dianas.

La estructura de los sSRNAs generados por Dicer posee caracteristicas que reflejan
su produccién mediante una enzima RNasalll: dos cadenas complementarias de RNA de
~21 nt, cada una portando un grupo fosfato en su extremo 5 v un grupo hidroxiloe en su
extremo 3°, emparejadas de forma que dejan dos nucledtidos libres en los extremos 3°. La
enzima Dicer no se une eficientemente alos daplices de sSRNA que genera, por lo que éstos
son momentineamente liberados para ser recapturados a continuacién por el complejo de
carga de RISC (RLC). El RLC esta formado por la propia enzima Dicer v una proteina
dsRBP asociada a ella (Liu er af, 2006), indicando que la funcién de Dicer en el
mecanismo de silenciamiento se extiende méas alld de la produccién de los siRNAs.
Launién del RLC a los sRNAs sigue lo que se ha denominado “regla de asimetria™; el

extremo termodinimicamente mis estable se une a la dsRBP, mientras que la proteina

12
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Dicer se une al menos estable. Posteriormente, tiene lugar la separacidn de las cadenas del
diaplice de sRNA y la transferencia de una de ellas al complejo RISC, un proceso mediado
por la interaceidén entre las proteinas Dicer y Argonauta (revisado en Hutvigner vy
Simard, 2008). La cadena transferida al complejo RISC, denominada cadena guia, es
aquella que tiene unido su extremo 5° a la proteina Dicer del RLC. La cadena no

incorporada se denomina cadena pasajera v es posteriormente destruida (Khvorova er al,

2003; Schwarz er al., 2003).

La forma madura de RISC (holo-RISC), con la cadena guia unida a la proteina
Argonauta, se encuentra lista para localizar a los mRNAs diana, que presentan secuencias
complementarias a la cadena guia. La mayor parte de la e¢nergia de unién de RISC a su
diana procede de las bases 2-8 contadas desde el extremo 57 de la cadena guia (Haley v
Zamore, 2004; Ameres et al., 2007). Por tanto, esta region es el primer determinante de la
especificidad de los sRNAs, hasta ¢l punto de que muchos miRNAs de moscas v
mami feros sélo aparean con sus dianas en esa pequefia Zona v, por tanto, pueden controlar

la expresion de un gran nimero de genes (Lewis er af, 2003; Lm, 2004; Brennecke er

al.,2005; Lewis et af., 2005; Xie er al., 2003).

I. 2. 4. Silenciamiento génico post-transcripcional.

El modo ¢n el que ¢l complejo RISC lleva a cabo el silenciamiento de las dianas
viene en gran medida determinado por la proteina Argonauta presente v por las proteinas
asociadas a ella. Muchos organismos euecariotas expresan mas de una proteina Argonauta
(Tabla 1) pero todas ellas se unen al sRNA sin especificidad de secuencia. Al ser las
proteinas efectoras, deben existir mecanismos para que determinados sRNAs se unan a las
proteinas Argonauta adecuadas. Hasta donde se sabe, esto puede ocurrir por la presencia de
modificaciones en el nucleétido del extremo 57 de la cadena guia, por reconocimiento de la
identidad de ese nucledtido o porque la estructura del duplice de sRNA le confiera
especificidad por uno u otro RLC, que se asocie preferentemente con determinadas

proteinas Argonauta (revisado en Siomm v Siomi, 2009).

En el silenciamiento génico mediado por siRNAs, la cadena guia complementa en
toda su longitud con el mMRNA diana. Esto permite que la proteina Argonauta corte el
mRNA en ¢l enlace fosfodiéster entre los nucledtidos que estin aparcados con los

nucledtidos 10 v 11 de la cadena guia, contados desde el extremo 57 (Elbashir er al., 2001a;
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Elbashir et 2!, 2001b) (Figura 2). El corte del mRNA catalizado por Argonauta rinde un
producto 537 con un grupo hidroxilo en el extremo 3°, v un producto 3° con un grupo fosfato
en su extremo 5° (Liu er af, 2004; Martinez v Tuschl, 2004). El destino final de estos
productos, tras ser liberados del complejo RISC, es su destruceién por enzimas

endonucleoliticas v exonucleoliticas.

En la ruta de los miRNAs el silenciamiento de la expresién génica puede operar a
través de tres mecanismos distintos: corte del mRNA, represion de la traduceién yio
induccién de desadenilacidén con la consiguiente degradacién del mBRNA (revisado en
Jackson y Standart, 2007) (Figura 2). En moscas y mamiferos, unos pocos mRNAs son
casi completamente complementarios a sus mBRNAs diana, y dirigen ¢l corte
endonucleolitico por la proteina Argonauta (Yekta er al, 2004). Esta complementariedad
es la norma en plantas, v el corte de la diana se considera el principal mecamsmo de
regulacién por miRNAs en este grupo de organismos (Llave er al, 2002; Rhoades et
al,2002). En metazoos, sin embargo, la mayoria de los miRNAs hibridan perfectamente
con sus dianas sélo a través de los nuclestidos 2 a 8 contados desde el extremo 57 del
miRNA. Esto impide ¢l corte del mRNA por la proteina Argonauta (los nucledtidos 10-11
no estin apareados), por lo que muchas de estas proteinas carecen de funcién
endonucleolitica en los citados organismos (revisado en Filipowicz er al,, 2008; Siomi y
Siomi, 2009). En este caso, los mRNAs s¢ unen a la regién 3° no traducida (3'UTR) del
mRNA, repnimiendo la traducciéon yio dingiendo la degradacion de las dianas por

mecanismos que aun no s¢ conocen completamente (revisado en Filipowicz er af., 2008).

Los sRNAs también pueden dirigir alteraciones epigenéticas en secuencias de DNA
homélogas para inducir ¢l silenciamiento transcripcional. Las dos rutas que operan de este
modo son la metilacion del DNA dirigida por RNA (RADM) v la formacién de
heterocromatina mediada por RNAi, que tienen como resultado la modificacién covalente
de citosinas del DNA o de histonas, respectivamente (revisado en Matzke v
Birchler, 2003).

I.2. 5 Silenciamiento génico transcripcional.

Como se ha desento, la supresion de la expresion gémea mediada por RNA puede
ocurrir tanto por silenciamiento génico post-transcripeional (PTGS), dividido a su vez en

las rutas de los siRNAs v de los miRNAs, como por silenciamiento génico
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transcripcional (TGS), compartiendo ambos mecanismos e¢lementos comunes de la

magquinaria de silenciamiento mediado por RNA.

Uno de los mecanismos del TGS es la metilacién del DNA dirigida por RNA
{(RADM), ampliamente estudiada en plantas (revisado en Zaratiegmi er af., 2007) v con
algunas evidencias de su existencia en mamiferos (Morris er al, 2004; Hawkins er al,
2009). La secuencia minima de DNA diana es de ~30 pb (Pélissier v Wassenegger, 2000),
por lo que el grado de refinamiento de este mecanismo e¢s muy alto, en comparacién con la
formacién de heterocromatina. En plantas, ¢l RADM es activado por moléculas de dsRNA

que dirigen la metilacién de secuencias homdélogas v el TGS en ¢l caso de que la

Metilacion del DNA dependiente de RNA (RADM)

dsRNA

Transcripeion de
repeticiones invertidas

RN A aberrante
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HiIRS HIEKD HIED Py 1!31{:'." HIKD
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Figura 4. Rutas del silenciamiento génico transcripcional. Circulos verdes: citosinas metiladas. Circulos
rojos: Histona H3 dimetlada o tnmetilada en lalisina 8. MET: transferasas de metilo a citosinas del DNA,
CM: Complejo Metiltransferasa de la Histona H3.
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metilacién afecte a secuencias promotoras (Mette er al., 2000). El origen del dsRNA puede
estar en la transcripeidon de secuencias enddgenas o exdgenas repetidas en orentacion
invertida, o en la transformacién de RNAs aberrantes en moléculas de doble cadena
mediante 1a accidn de 1a RARP, entre otros procesos (Figura 4). Una vez sintetizado, el
dsRNA es procesado por una proteina Dicer nuclear que genera los sRNAs, los cuales,
mediante su interaceidn con una proteina Argonauta unida a transferasas de metilo, dirigen

la metilacidn de rove de citosinas del DNA con homologia (Pélissier er af., 1999).

El TGS también puede tener lugar mediante la regulacién por la maquinaria del
RNA1 de la formacion de heterocromatina, un estado asociado a la inactivacién géniea.
Los estudios del silenciamiento por heterocromatinizacién de las regiones centroméricas de
S. pombe v otros organismos sugieren que el acceso de los sSRNAs al DNA sigue los pasos
de lo que se ha denormnado modelo del “transcrito naciente” (Bithler er af., 2006). Segin
este modelo la transcripeidn de repeticiones centroméricas a partir de promotores
antiparal elos generaria transcritos con capacidad para formar moléculas de dsRNA, que
serian procesadas por una Dicer nuclear para generar los sSRNAs (Figura 4). El complejo
de silenciamiento transcripcional inducido por RNA (RITS), localizado en el micleo,
incorporaria las moléculas de sSRNAs de cadena sencilla, que sefialarian el DNA diana al
interaccionar con los transeritos nacientes da las repeticiones centroméricas. La interaccidon
del complejo RITS con proteinas implicadas en la remodelacién de la cromatina provocaria

la metilacion de 1a histona H3 y la heterocromatinizacion (revisado en Moazed, 2009).

I.2. 6. Amplificaciéon del silenciamiento.

En la ruta de los siRNAs de hongos, plantas v algunos animales, una pequefia
cantidad de la moléeula inductora (dsRNA o, directamente, siRNAs) es capaz de activar
eficazmente la maquinaria de silenciamiento debido a la existencia de un proceso de
amplificacién llevado a cabo por la enzima RAEP. Los siRNAs primarios, que son los
generados por Dicer directamente a partir de las moléeulas inductoras de dsRNA, son
dirigidos a sus mRNAs diana mediante ¢l complejo RISC. Utilizando como molde esos
mRNA, la enzima RJRP genera nuevas moléculas de dsRNA, a partir de las cuales se
originan, por distintos mecanismos, los llamados siRNAs secundarios (Sijen er al., 2001;

Sijen er al., 2007; Pak v Fire, 2007).
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En plantas, ¢l corte del mRNA diana dirigido por los siRNAs primarios parece ser
el evento que marea el reclutamiento de la enzima RdARP hacia los fragmentos 5" v 3 del
mRNA cortado (Figura 5). La actuacién de 1a polimerasa sobre estos fragmentos puede
generar largas moléculas de dsRNA que a continuacién son procesadas por la enzima
Dicer para liberar los siRNAs secundanios. Aunque en algunos casos la polimerasa
requiere utilizar los siRNAs primarios como ccbadores para la sintesis del dsRNA, es mas
comin que actie de forma independiente de cebador. Como resultado de la actividad de la
RdARP la produccién de siRWNAs secundarios s¢ puede extender a lo largo de todo el
mensajero  diana, aunque la molécula transgénica que dispara el silenciamiento
corresponda a una pequeiia parte del mismo. Este proceso de propagacion de la sefial de
silenciamiento a lo largo del mRWNA diana se denomina silenciamiento transitive (revisado

en Chapman v Carrington, 2007; Ghildival v Zamore, 2009).
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Figura 5. Mecanismos de amplificacion del silenciamiento génico (hasado en Ghildival ¥ Zamore, 2009).
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En C. elepans, los siRNAs primarios son amplificados en siRNAs secundarios por
un mecanismo diferente (Figura 5). Una proteina Argonauta se une especificamente a los
siRNAs primarios, guiandolos hasta sus dianas y atrayendo al mismo tiempo a la RARP.
Los siRNAs secundarios de C. elegans tienen todos un tamafio de ~22 nt, su orientacidén es
antisentido respecto al mRNA diana v poseen un grupo 57 trifosfato. Estas caracteristicas
indican que son producidos directamente mediante la transecripeién independiente de
cebador llevada a eabo por la RARP, sin que se requiera la participacion de enzimas Dicer.
Coémo se controla durante la sintesis la longitud de cada unidad de siRNAs es algo que ain
se desconoce. Los siENAs secundarios generados se unen especificamente a proteinas
Argonauta secundarias (SAGOs), que llevan a cabo ¢l corte del mRNA diana (revisado en
Ghildival v Zamore, 2009; Siomi v Siomi, 2009). En N. crassa no se ha descrito la
existencia de amplificacion del silenciami ento, aunque una de las RARPs puede transeribir
in virro pequefios RNAs de ~21 nt desde un molde de mRNA mucho mas largo (Makeyev

y Bamford, 2002), como ocurre en C. glegans.

En C. elegans y en hongos como N. crassa y S. pombe, algunos de los genes que
codifican las RdRPs son esenciales para el silenciamiento (Cogoni v Macino 1999a;
Smardon er al., 2000; Sijen er al,, 2001; Volpe er al, 2002). En plantas, 1a enzima RIRP es
necesaria para el silenciamiento activado por RNA de cadena sencilla pero no para inieiar
¢l silenciamiento por dsRNA (Dalmay et af., 2000). En Drosophila v mamiferos no se han
encontrado homélogos a la enzima RARP, m se ha podido detectar in vivo el proceso de
extensién y amplificacién del silenciamiento (Celotto v Graveley, 2002; Chiu v Rana,
2002; Roignant er af, 2003). La falta de un proceso de amplificacién mediado por
proteinas RARPs puede ser la razon por la que en estos organismos el silenciamiento
génico ¢s transitorio. En Drosophila v mamiferos el silenciamiento génico mediado por
siRNAs se asemeja a la via de los mRNAs de plantas, donde no es necesaria la presencia

de proteinas RdRPs m existe extension del silenciamiento {Parizotto er af., 2004; Xie et

al., 2004).

I. 2. 7. Nuevas clases de sRNAs enddgenos identificadas mediante

secuenciacion masiva.

El analisis de la biogénesis de los sSRNAs, asi como laidentificacién de sus dianas,

s¢ ha beneficiado de la aparicién de las tecnologias de secuenciacién masiva v de

18



fnrroduce idn

sofisticados programas bicinformiticos (revisado en Mardis, 2008). Varias nuevas clases
de sSRNAs han sido 1dentificadas utilizando esta aproximaci on, destacando entre ellas la de
los RNAs que interaccionan con PIWI (piRNAs) v la de los siRNAs endogenos
{endo-siRN As).

Los piRNAs se han encontrado exclusivamente en la linea germinal de €. elepans,
D. melanopaster, peces v mami feros, participando en el silenciamiento de transposones y
elementos repetitivos (Aravin er af., 2006; Girard er af,, 2006; Ruby er al, 2006; Saito et
al., 2006; Vagin er al, 2006; Watanabe er al., 2006; Houwing er al., 2007; Batista er al.,
2008; Wang y Reinke, 2008). Su caracteristica prineipal es que no tienen como precursores
mol éculas de dsRNA, por lo que las enzimas Dicer no estin implicadas en su biogénesis.
El nombre piRNA deriva de la habilidad de estas moléculas para unirse a una subfamilia
de proteinas Argonauta filogenéticamente relacionadas, denominada PTWIL Entre las
caracteristicas estructurales de los piENAs cabe mencionar su tamafio (~24-31 nt),

ligeramente superior al de los miRNAs, la
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antisentido generada a partir de la transcripeidn antisentido del transposén (revisado en
Ghildival v Zamore, 2009). Asi, en este ciclo de amplificacién, los transposones serian al
mismo tiempo el iniciador v la diana del mecanismo. Entre los aspectos no resueltos del
modelo se encuentran la generacidn de los extremos 3° de los piRNAs v ¢l reconocimiento

de su onentacién por parte de distintas proteinas de la familia Prwa.

Loci estructurados

Transcripcion convergente

™ . e [
Pransposones em orienlacion — Trnsposon

invertida

Transeripeion bidircecional — — e oo

Pseudopgenes transcritos
en orientacion contraria

A\

Figura 7. Mecanismos de generacidn de moléculas de dsENA inductoras de la ruta de los endo-siRMAS
(basado en Ghildival v Zamore, 2009). Los rectdngulos marrones en el pseudogen indican regiones que
presentan varaciones respecto ala secuencia del gen fundador,

Los endo-siRNAs han sido detectados en algas, plantas y animales (Ambros er al.,
2003; Xie er al., 2004; Yang v Kazazian, 2006; Czech er al., 2008; Ghildiyal er af., 2008;
Okamura er al., 2008; Watanabe er al., 2008; Zhao er af., 2007). Derivan de moléeulas de
dsRNA precursoras que resultan de la transceripeidn de transposones adyacentes situados en
origntaciones opuestas, regiones con transeripeidén convergente, zonas ¢on transeripeion
bidireccional, pseudogenes que se transeriben en orientacién contraria al gen codificante o
lori que tienen estructuras cuya transcripeidn genera directamente una horquilla de dsRNA
(Figura 7). En plantas se¢ han identificado varias subfamilias de endo-siRNAs (revisado en
Ghildival v Zamore, 2009): los siRNAs de actuacion en cis (casiRNAs), que dirigen la
metilacion del DNA y la heteroeromatimizacion de loci con transposones y elementos

repetidos; los siRNAs de actuacion en trans (tasi-RNAs), que se originan a partir de
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transeritos no codificantes cuyo corte inducido por miRNAs atrae a la RARP, que genera
un dsRNA que es procesado por Dicer; v los siRNAs derivados de transcritos
antisentido naturales (natsiRNAs), producidos en situaciones de estrés mediante el
procesamiento por Dicer de una regién de dsRNA originada en la zona de solapamiento de
dos transcritos convergentes. La biogénesis de estos endo-siRNAs requiere todos los
componentes principales de la maquinaria de silenciamiento (Dicer, Argonauta v RdRP).
En D. melanogaster se han detectado endo-siRNAs en células de 1a linea somatica v de la
linea germinal {Czech er al., 2008; Ghildival er af., 2008), que pueden distinguirse de los
miRNAs v los piIRNAs por presentar casi siempre una longitud de 21 nt, encontrarse en
orientacién con sentido y antisentido, tener un extremo 3° modificado, no presentar
tendencia a contener uracilo en el extremo 5° v requerir la enzima Dicer para su biogénesis.
Los endo-siRNAs también se han identificado en oocitos de ratén v, al igual que en
D melanopaster, se han relacionado con el silenciamiento de transposones (Watanabe et
al., 2006; Czech er af, 2008; Ghildival er @i, 2008). No obstante, quedan por conocer
algunas de sus funciones biolégicas, especialmente las de aquellos endo-siRNAs que

corresponden con mRNAs que codifican proteinas.

I. 2. 8. Silenciamiento génico mediado por RNA en hongos filamentosos.

En hongos filamentosos, el silenciamiento génico inducido por transgenes se
describid inieialmente en ¢l ascomiceto V. crassa, donde se denominé “quelling”™ (Romano
v Macino, 1992). La contribucién méis relevante derivada del anilisis del mecanismo de
silenciamento en este hongo fue la identificacién de los primeros elementos genéticos
implicados en este fenémeno, los genes gde (“quelling defective™ (Cogom v
Macino, 1997). El anélisis genético de mutantes afectados en el silenciamiento permitié la
identificacién v posterior clonacion de los genes gdel {Cogom y Macino, 1999a), que
codifica una RdARP, gdeZ (Catalanotto er af., 2000), que cifra una proteina con los dominios
Piwi-PAZ perteneciente a la familia de proteinas Argonauta, v gde3 (Cogomi v
Macino, 1999b), que codifica una DNA helicasa RecQ), implicada en algin paso de 1a ruta
de silenciamiento alin por determinar (revisado en Fulei v Macino, 2007). Laidentificacién
de genes homdélogos en otros organismos, fundamentalmente C. elegans y A. rhaliana,
apovd la idea de que la base molecular del silenciamiento génico mediado por RNA es

similar en diferentes organismos. Posteriormente, se¢ ha identificado una larga lista de
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genes v proteinas implicadas en el mecanismo de silenciamiento en distintos organismos

eucariotas.

Los siRNAs asociados a la actividad de la nibonucleasa Dicer estin también
presentes en los transformantes silenciados de N crassa (Catalanoto er al, 2002),
ponendo de mamifiesto que la actividad Dicer participa en la maquinaria de silenciamiento
de este hongo. Se han identificado dos proteinas homélogas a Dicer en la secuencia
genémica de N crassa. El estudio funcional de estas dos proteinas mostré que tienen
funeciones redundantes en el mecanismo de silenciamiento, siendo necesaria la disrupeidén
simultinea de los dos genes dicer para que se vea afectado dicho mecanismo {Catal anotto
et al, 2004). Asi mismo, ¢l estudio in virre de la actividad Dicer en este organismo,
medida por la capacidad de los extractos celulares para generar siRNAs de 23 nt a partir de
dsRNA, demostré que sélo el doble mutante para los genes dicer carece de esta actividad
{Catalanotto er af., 2004). En otro ascomiceto, Magraporthe oryzae, se han identificado
también dos genes homdlogos a Dicer en la secuencia gendmica. Su inactivacidn demostrd
que, a diferencia de lo que ocurre en N. crassa, sélo el gen dicer? es esencial para el

mecanismo de silenciami ento (Kadotam er al., 2004).

Un fenémeno relacionado con el silenciamiento génico mediado por RNA
identificado en N. crassa es el llamado silenciamiento meidtico inducido por DNA
desapareado (MSUD) (Shiu er @, 2001). Durante ¢l apareamiento de cromosomas
homélogos que tiene lugar en la meiosis, el mecanismo de MSUD reprime la expresidn de
aquellos genes que sélo estin presentes en uno de los eromosomas de la pareja v que por lo
tanto generan una zona de DNA desapareado. El silenciamiento afecta no sélo a la copia
del gen desapareado, sino a cualquier copia adicional presente en ¢l genoma, aunque ésta
s¢ encuentre apareada {Aramayo y Metzenberg, 1996). Los fenémenos de “quelling” v
MSUD utilizan diferentes grupos de componentes de la maquinaria de silenciamiento
(Shiu er al, 2001; Lee, DW. e al, 2003), manteniendo dos rutas relacionadas pero
separadas, de una forma similar a lo que ocurre en D. melanogaster con las rutas de los
miRNAs v los siRNAs (revisado en Siomi v Siomi, 2009) (Figura 8). Un requerimiento
del fenémeno de MSUD es que la secuencia desapareada sea transcrita durante la meiosis
por una polimerasa de RNA dependiente de DNA ain sin identificar (Lee, D.W. er al,
2004). El transerito seria convertido en dsRNA por la RARP Sad-1, el cual seria procesado
por la proteina Dicerl. La incorporacién de los siRNAs generados a un complejo RISC con

la proteina Argonauta Sms-2, guiaria la degradacién de los mRNAs homdélogos (revisado
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en Matzke v Birchler, 2005; Zaratiegui er al., 2007). Recientemente, s¢ ha identificado una
nueva clase de sSRNAs endégenos en N. crassa, los sSRNAs que interaccionan con QDE-2
{qiRNAs) (Lee et al., 2009), generados en respuesta a dafios en el locus de DNA ribosomal
repetitivo (rDNA), v que podrian actuar manteniendo la integridad de esa regién gendmica,

evitando de alguna forma la recombinacién entre las repeticiones {Cecere y Cogom, 2009).

Quelling MSUD
(lase vegelaliva) (Meiosis)
DNA repetido
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Figura 8. Mecanismos de gelling v de silenciamientn meiético inducido por DA desapareadn (MSUD) en
N, crossa (basado en MNakayvashila, 2005 Qde-1 v Sad-1 son RdRPs. Qde-2 ¥ 3ms-2 son proteinas

Argonavta.

Ademas de N. crassa, el silenciamento génico post-transeripeional inducido por
transgenes ha sido desecrito en otros hongos filamentosos, como Cladosporium fulvum
{(Hamada v Spanu, 1998), M. circinellsides (Nicolas er al, 2003; Nicolds er af., 2007;
Nicolas er al., 2009; de Haro er al, 2009), M. oryzae (Kadotam er af., 2003), Aspergillus
pidulars (Hammond y Keller, 2005) o Cryphoneciria parasitica, un organismo ¢n ¢l que el

silenciamiento génico tiene una funcidn de defensa frente a la infeceidn por virus (Segers
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et al., 2007). La basqueda en las bases de datos gendmicos permite identificar proteinas
Dicer, RARP y Argonauta en varios hongos pertenecientes a los grupos Ascomycota,
Basidiomycota v Zypomicota (Nakayashila er afl, 2006). Sin embargo, algunos hongos
filamentosos parecen carecer de la maquinaria de silenciamiento, como es el caso del
basidiomi ceto {siilapo maydis, aunque, curiosamente, dicha maquinana si esta presente en

Ustilaps hordei (Laurie er af., 2008), muy proximeo evolutivamente al primero.

I.2. 8. 1. Silenciamiento génico mediado por RNA en M. circinelloides.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado la existencia de un mecanmismo de
silenciamiento génico mediado por RNA en el cigomiceto M. circinelloides (Nicolés er al,
2003). La facilidad de manipulacién de este organismo, la dispombilidad de herramientas
moleculares v ¢l hecho de que esté evolutivamente alejado de los ascomicetos N. crassa v

M. oryzae, enlos que se ha estudiado con méas detalle el mecanismo de silenciamiento, han
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Figura 9. Futa de biosintesis de carotenoides en M. circinelloides. El gen bifuncional carfF es responsable
de la actividad sintetasa de fitoeno, que genera el primer caroteno de laruta a partir de la condensacion de
doz moléculas de geraml geranilpirofosfato (GGPP). Las cuatro deshidrogenaciones que convierten el
fitveno en licopeno son llevadas a cabo por el producto del gen car8. La sintesis de P-caroteno se completa
con el concurso de la actividad ciclasa de licopeno, presente en la enzima bifuncional CarRP. 4 la derecha
se muestra el fenotipo de color de mutantes afectados en las distintas actividades de la ruta de sintesis de
[-caroteno.
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convertido a M. circinelloides en un referente dentro del grupo de los hongos filamentosos
para estudios de silenciamiento génico. Para analizar el silenciamiento indueido por
transgenes en M. circinelloides se ha utilizado como chivato un gen cuya falta de funcién
da lugar a un fenotipo ficilmente identificable. En conecreto, se ha empleado ¢l gen carB,
que cifra la enzima deshidrogenasa de fitoeno, 1mplicada en la sintesis de carotenos
coloreados (Figura 9). La sintesis de carotenos en M. circinelloides es inducida por la luz.
Las estirpes silvestres muestran color amarillo intenso en condiciones de ilummnacién
debido a la acumulacién de p-caroteno, mientras que la falta de funcidén del gen carB da
lugar a un fenotipo albino tanto en oscuridad como en luz, acumulindose en estas estirpes
el precursor no coloreado fitoeno. Asi, la utilizacién del gen carB como gen chivato
permite detectar el silenciamiento génico en M. circinelloides (Nicolas er al., 2003), ya que
la degradacién del mensajero inducida por la introduccién de copias transgénicas del gen
carB conduce a la apariciéon del fenotipo albino, facilmente distinguible del fenotipo

silvestre.

A B Tiempo de crecmento wegelabvo (horas)

Albine 6 12 24 4f T2
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Figura 10. Silenciamiento génico mediado por RNA en M circinetloides (A) Silenciamiento de la
expresion del gen car8 (fenotipo alhino) inducido por la introduccidn de transgenes con sentido
(B Acumulacion diferencial durante el crecuniento vegetativo de los stRMNAs antisentido v con sentido en
estirpes stlenciadas (Micolds eral, 2003).

Una de las caracteristicas singulares del silenciamiento gémeco en M. circinelloides
es su induccidn por transgenes presentes en plasmidos autorreplicativos que, al no
integrarse en el genoma, no ven afectada su expresidn por efectos de posicién o secuencias
reguladoras del huésped. Asi, la introduccién en la estirpe silvestre de plasmidos

autorreplicativos portadores de copias silvestres o truncadas del gen carB causa el

silenciamento de dicho gen en el 3-10 % de los transformantes (Nicolas er al., 2003)
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(Figura 104). La frecuencia de silenciamiento puede aumentar hasta el 85 % cuando se
introducen transgenes con repeticiones invertidas, que al transenbirse generan
directamente estructuras de ENA en horquilla (de Haro er af., 2009). El fenotipo albino de
los transformantes es resultado de la degradacién especifica del mRNA maduro del gen
carB, indicando que el silenciamiento observado tiene lugar a mvel post-transeripeional

{Nicolas er af., 2003).

En M. circinelloides, los transformantes silenciados por la introduccién de
transgenes acumulan moléculas de siRNAs, con sentido v antisentido, correspondientes a
secuencias del gen carB. El silenciamiento gémeo en M. circinelloides estd asociado a dos
clases distintas de siRNA antisentido, de 21 -nt v 25-nt, 51 bien sélo se detectan siRNAs con
sentido de 25-nt (Figura 10B), algo que contrasta con otros sistemas en los que los RNAs
con sentido y antisentido presentan el mismo tamafio. De forma sorprendente, las dos
clases de siRNAs antisentido se acumulan diferencialmente durante el crecimiento
vegetativo de los transformantes silenciados, lo que constituye la caracteristica mas

sobresaliente del silenciamiento génico en M. circinelioides.

En los altimos afios, nuestro grupo de investigacién ha realizado un esfuerzo
notable para discccionar la ruta de los siRNAs en M. circinelloides (Figura 11),
identificando los genes implicados v generando mutantes afectados en cada uno de ellos.
Asi, hemos identificado un gen dicer! que parcce estar implicado en la regulacién de
funciones celulares endégenas, ya que los mutantes afectados en este gen presentan
alteraciones en el crecimiento v la morfologia de las hifas (Nicolas er al, 2007). Sin
embargo, los mutantes dicer! son capaces de silenciar la expresién génica en respuesta a
la introduccién de transgenes v producir las dos clases de siRNAs, de 21 v 25 nt, con el
patrén de acumulacién caracteristico observado en la estirpe silvestre (Nicolas er al.,
2007), lo que demuestra que el gen dicerf no es esencial en ¢l mecanismo de
silenciamiento gémeo inducido por transgenes. No obstante, no podemos descartar que
dicer] participe en la ruta de los siRNAs, teniendo en este caso una funcién redundante
con otros genes dicer que pudieran estar presentes en el genoma del hongo. También
hemos identificado tres genes arponaua, ago-1I, ago-2 v ago-3. S6lo los mutantes en el
cen ago-1 estan afectados en ¢l silenciamiento inducido por transgenes, mientras que los
mutantes nulos en el gen aggo-2 presentan deficiencias en la esporulacién. No se ha
demostrado ain ninguna funcién para el gen ago-3 en el ciclo vegetativo (resultados no

publicados de nuestro laboratorio).
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Figura 11. Modelo del mecanistmo de silenciamientn génico inducido por transgenes en M circinellioldes

Nuestro grupo también ha identificado v caracterizado tres genes que cifran RdRPs,
rdrpl, rdrp2 v rdrp3. La enzima RARP1 se localiza en el nacleo v es esencial para la
produccién de moléculas de dsRNA a partir de transgenes con sentido, pero no parece
tener un papel relevante en ¢l proceso de amplificacidn del silenciamiento. La existencia de
un proceso de amplificacién de silenciamiento en M. circinelloides se demostré tras la
identificacion de siRNAs secundarios correspondientes a secuencias localizadas aguas
abajo de la moléeula inductora (Nicolas er al., 2003). Las caracteristicas de estas moléculas
de siENAs secundarios sugieren que las RARPs implicadas en la amplificacién del
silenciamiento reconocen como aberrantes los fragmentos de los mRNAs que carecen de la
caperuza de 7-metilguanosina, convirtiéndolos en dsRNAs que serin procesados por una
enzima Dicer. La enzima citoplasmitica RARP2 parece ser la principal responsable de
llevar a cabo el proceso de amplificacidn, si bien debe existir cierta redundancia funcional
entre las RARPs, pues los mutantes rdrp2’, aunque severamente afectados en su capacidad
para silenciar, mantienen un cierto mvel de respuesta a la introduceién de transgenes. En
cuanto a la enzima RdRP3, atn se desconoce cudl es su posible funeidn en ¢l mecanismo
de silenciamiento (resultados no publicados de nuestro laboratorio). Estos v otros datos

sugicren la existencia de una especializacion de los distintos miembros de las tres familias
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oénicas citadas, que podrian participar en distintas rutas de silenciamiento. Algunas
proteinas estarian implicadas en la produceién de los siRNAs a partir de transgenes y otras
participarian en rutas de silenciamiento ain no identificadas que podrian controlar

funciones endégenas.

I. 3. Las enzimas Dicer.

La proteina Dicer, cifrada por el gen dicer, es un componente central del
mecanismo de silenciamiento mediado por RNA sobre el que convergen diferentes vias de
silenciamiento. La proteina Dicer ¢s una enzima del tipo RNasalll, una familia de
endorribonucleasas que cortan especificamente dsRNA generando daplices cuyas cadenas
presentan un grupo fosfato en el extremo 5 y un extremo 3° con dos nucledtidos
protuberantes. Una clasificacién reciente propuesta por Jaskiewicz y Filipowicz (2008)
divide los ortélogos de 1a familia RNasalll en dos clases: la clase I, que comprenderia
enzimas de bacterias y algunos hongos que contienen un imeo domimo RNasalll v un
dominio de union a dsRNA (dsRBD), y la clase II, que incluiria las proteinas Dicer v
Drosha, las cuales presentan dos domimos cataliticos RNasalll (Figura 12). Las proteinas
Drosha generalmente contienen, ademas de los dommmnios propios de la clase II, una region
variable N-terminal con motivos ricos en prolina v/o arginina/serina. La composicién de
dominios adicionales en las proteinas Dicer es muy variable, pudiendo aparecer dominios
dsRBD, ATPasa/Helicasa, PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) y DUF283 {dominio con posible

funeién de unidén a dsRNA, especifico de las proteinas Dicer).
CLASE 1

RNasalll bacteriana

Cislil:ﬁl)

CLASE 11

Fro-rich Arg+Ser-rich )
| | _I:{_ Masal :l:::l.: BMNasalllb dsR1D

RNasalilb dsRED

RMasalllb

Drosha Humana

ATPasa/Helicasa  DUFZES PAL

Dicer Humana

; \ .. . ) DUFZ83 PAZ
Dicer Giardia intestinalis h ]

Figura 12. Eepresentacion esquematica de la estructura de domimios de distintas enzmmas de la familia
Rtlazalll
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En hongos, plantas v metazoos, la proteina Dicer contiene generalmente seis
dommos estructurales diferentes: dos domimos RNasalll {(RTIIa y RIIIb), un dominio
C-terminal dsRBD, un dominio amino terminal ATPasa’helicasa, un dominio DUF283 v
un dominio PAZ (Figura 12). Otros grupos de cucariotas presentan con frecuencia
proteinas Dicer con una organizacién de domimos menos compleja. Aunque la secuencia
de las proteinas Dicer estd muy conservada a lo largo de la escala evolutiva, el nimero de
proteinas Dicer presentes en distintos organismos, asi como su implicacién en una u otra
ruta de silenciamiento, varia considerablemente (Tabla 2). En C. elegans v mamiferos
aparece un Gnico gen dicer, que procesa tanto precursores de los miRNA como las largas
moléculas de dsRNA denvadas de transgenes y otras fuentes (revisado en Meister v
Tusehl, 2005). En D melanogaster hay dos proteinas Dicer; Dicerl estd implicada
preferentemente en la ruta de los miRNAs, mientras que Dicer? procesa precursores de
dsRNA en moléculas de siRNAs {(Lee, Y.S. er al., 2004). Por otro lado, en A. thaliana se
han identificado cuatro proteinas Dicer, las cuales estan implicadas en procesar dsRNA de
distintos origenes. Dicerl procesa precursores de miRNAs (Park er af., 2002; Kurihara v
Watanabe, 2004}, Dicer2 se requiere para producir siRNAs asociados a la defensa antiviral

{Xie er al, 2004) y participa en la generacidén de los natsiRNAs junto con Dicerl (Borsam

Organismo Proteina Ruta silenciamiento
Mdamifercs DICEE1 B As, stE Az endo-siBE Az
Drosophila melanogaster  DCR-1 miRNAs
DCE-2 sENAs, endo-stEMAsS
Caenorhabdins elegans  DCR1 miFNAssRNAs
Arabidopsis thatiana DCL1  natsiRMAs miENAs
DLz natsiEMNAs, iR MAs defensa antiviral
LCL3 casiBITAs
LCL4 tasiEIAs
Newosporacrassa DCL1  sRNAs MSUD, gRNAs
DCL2 siEMNAs, gRMAS
Cryphonccmaparasica DCL1 gERNAS
DCL-2 siEMAz defensa antiwiral, jotras rutas?

Tahla 2. Rutas de silenciamiento asociadas a las proteinas Dicer de distintos organismos.
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et af., 2005), Dicer3 estid implicada en la producecién de siRNAs que actian en cis- para
dirigir la modificaci6n de la cromatina, los casiRNAs (Xie er al, 2004), v Dicerd genera, a
partir de RNAs no codificantes, siRNAs enddégenos de actuacién en trans- (tasiRNAs) que
regulan la expresién de los mRNAs diana (Gasciolli er af., 2005). La especificidad de cada
una de estas proteinas Dicer por los distintos substratos viene determinada, probablemente,

por su interaceién con distintos tipos de proteinas con dominios de unidn a dsRNA.

En hongos, ¢l nimero de genes dicer ¢s muy variable {revisado en Nakavashiki v
Nguyen, 2008), pudiéndose encontrar casos como ¢l de Pucrina graminis, con cinco genes
dicer, o el de la levadura 5. cerevisiae que, aunque carece de los elementos tipicos de la
magquinaria de silenciamiento, éste se puede reconstituir mediante la introduccidén de los
genes dicer v arponaura de una especie filogenéticamente préxima, 5. casellii
{Dnnnenberg er al., 2009). En los ascomicetos N. crassa v M. orvzae, en los que se ha
estudiado con detalle el mecanismo de silenciamiento, hay dos genes dicer. Como s¢ ha
comentado, en V. crassa los dos genes dicer tienen funciones redundantes en la produceién
de siRNAs, aunque dci-2 es el principal implicado en su generacién {Catalanotto er al.,
2004) mientras que dci-7 se ha relacionado con ¢l mecanismo de silenciamiento meidtico
inducido por DNA desapareado (MSUD) (Shiu er al, 2001; Lee, D.W. er al, 2003;
Alexander er al, 2008). En M. orvrae sélo uno de los genes dicer, MDL-2 (Magnaporthe
Dicer-like-2), estd implicado en la formacién de los siRNA, desconociéndose el papel que

cumple el gen MDL- | (Magnaporthe Dicer-like-1).

I. 3. 1. Mecanismo de procesamiento del dsRINA por Dicer.

Se ha propuesto para la ribonucleasa Dicer un modelo similar al de las RNasas tipo
OI de bacterias, que forman homodimeros con dos centros cataliticos independientes que
cortarian cada una de las dos cadenas del dsRNA (Blaszezyk er 2f, 2001). En el caso de
Dicer se produciria una dimerizacién intramolecular de los dos dominios RNasalll de la
misma moléeula Dicer, generando un complejo de procesamiento con dos sitios cataliticos
independientes que cortarian las cadenas del dsRNA (Zhang er af, 2004), (Figura 13 A).
El mecanismo de actuacién ha sido estudiado principalmente en la enzima Dicer humana
recombinante purificada de c¢élulas de insectos. La actividad ribonucleasa de esta enzima
requiere la presencia de iones Mg” en los centros cataliticos, pudiendo ser reemplazados

en parte por iones Mn® o Co’" (Zhang er af, 2002; Provost er al, 2002a). El
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procesamiento del dsRNA se inicia preferentemente a partir de los extremos del sustrato,
aunque ¢l corte interno también es posible, s1 bien con una eficacia mucho menor (Zhang
et al., 2002). La actividad de la enzima Dicer humana e¢s independiente de la presencia de
ATP, no habiéndose demostrado hasta ¢l momento que esta proteina posea actividad
ATPasa in vitro (Zhang er al., 2002; Provost er al., 2002a), aunque si se ha detectado la
capacidad de hidrolizar ATP de un fragmento recombinante ATPasa/Helicasa (Obi, 2009).
La funcién del domimo ATPasa‘helicasa es desconocida, pero resulta esencial para la

actividad in vive de la proteina Dicer-2 de D melanogaster (Lee, Y.5. eral., 2004).
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Figura 13. Disposicidn de los domimos de la proteina Dicer. (A) Mecanismo de accidn de la proteina Dicer
(Zhang er al, 2004). (B) Estructura cistalografica de la proteina Dicer de & intestinalis (MacRae er
al, 2006).

A partir de 1a obtencién de la estructura cristalografica de la proteina Dicer del
eucariota unicelular Giardia intestinalis se ha propuesto que la capacidad de las enzimas
Dicer para producir fragmentos de dsRNA de un tamaiio determinado s¢ debe a una
orgamzacién concreta del dominio PAZ v los dominios ENasalll (MacRae et af., 2006).
El dimero intramolecular formado por los dominios RNasalll queda conectado al domimo
PAZ por una estructura en hélice, reforzada por el fragmento N-terminal con el dominio
DUF283 de la proteina. Sobre esa regién conectora descansaria ¢l dsRNA, estableciendo
umones electrostaticas con residuos cargados positivamente (MacRae er al, 2007)
(Figura 13B). El dominioc PAZ se¢ une al extremo 3° protuberante de la molécula de
dsRNA, siendo la distancia que separa esta regién del dominio catalitico de 65 A, lo que

corresponde a la longitud de 235 nt de los diaplices de RNA generados en . imtestinalis.
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Asi, la arquitectura de Dicer sugiere que esta enzima funciona como una “regla
molecular”, cortando el dsRNA a una distancia fija a partir del extremo unido al domimo
PAZ. El principal determinante del tamafio de los siRNA seria por tanto la longitud de la
hélice conectora, cuya escasa conservacion explicaria las diferencias de tamafio observadas
para los siRNAs en distintos orgamsmos. La proteina Dicer de G. fmrestinalis sélo contiene
los dominios DUF283, PAZ v RNasalll (Figura 12), por lo que serd necesario comprobar
c¢6mo el resto de dominios presentes en otras proteinas Dicer influyen en el mecamsmo de

corte.

I. 3. 2. Proteinas que interaccionan con Dicer.

Aunque las proteinas Dicer recombinantes son capaces de actuar como
endorribonucleasas especificas de dsRNA ir virro, en las células generalmente funcionan
en asociacién con otras proteinas formando complejos multiproteicos. El corte de los
pre-miENAs v de los dsRNAs parece estar catalizado en todos los casos por una proteina
Dicer asociada a una proteina dsRBP que actia como cofactor. En D. melanspaster, las
enzimas Dicer-1 v Dicer-2 se asocian con las dsRBP LOQS y R2D2, respectivamente
{Liu er al., 2003; Forstemann er af., 2005; Saito er al., 2003). El complejo Dicer-2/R2D2
dirige la incorporacidén especifica de la cadena guia en el complejo RISC en la ruta de los
siRNAs (Tomari er al, 2004). Por otro lado, la eliminacién de LOQS provoca la
acumulacién de pre-miRNAs (Forstermann et af., 2005; Saito er al., 2005), demostrando su
papel esencial para el procesamiento adecuado de estos sustratos ir vive por Dicer-1. En
células humanas, la eliminacién de la dsRBP PACT provoca una reduccién en los mveles
de miRNAs maduros, probablemente porque esta proteina participe en la transferencia de
la cadena guia al complejo RISC v en su ausencia se produzea la degradacién de estas
cadenas (Lee er al., 2006). En plantas, los membros de la fammlia de proteinas HYL/DRB
han sido identificados como dsRBP que asisten a las enzimas Dicer (Hiragun er @l , 2005).
Se ha propuesto que las proteinas HYL/DRB se asocian a Dicer para dirigir los sRNAs

generados a los complejos efectores apropiados (Margis er af., 2006).

El otro gran grupo de proteinas que se¢ asocian a Dicer ¢s el de las proteinas
Argonauta. La interaceidn entre ambas proteinas parece darse entre ¢l dominio RNasalll de
la enzima Dicer y una subregién del dominio C-terminal Piwi de la proteina Argonauta

{Tahbaz er @f, 2004). También se¢ ha demostrado la interaccién de Dicer con proteinas
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relacionadas con helicasas de RNA (Tabara er af., 2002), fosfatasas de RNA (Duchaine e
al., 2006), proteinas de umén a mRNA (Jin er al, 2004) o proteinas asociadas a los
cuerpos-P (Kotaja er af, 2006), implicados en la degradacién de mRNAs. Todas estas
interacciones parecen indicar que las enzimas Dicer deben participar en numerosos

complejos multiproteicos implicados en distintos procesos celulares.

I. 4. Objetivos de este trabajo.

Como se ha comentado, el silenciamiento en M. circinefloides estd asociado a la
presencia de moléculas de siRNAs antisentido v con sentido, de 21 y 25 nt, que se
acumulan diferencialmente durante el crecimiento vegetativo del hongo (Nicolas er al,
2003). El aislamiento del gen dicer! de M. circinelloides, el primer gen de esta familia
identificado en la clase Zyvgomiceres, v ¢l anélisis fenotipico de los mutantes afectados en
el mismo, permitieron determinar que su papel no es esencial para la biogénesis de las dos
clases de siIRNAs derivados de la introduceién de transgenes {(Nicolas er al., 2007). Estos
resultados implican que debe existir al menos un gen dicer adicional en M. circinelloides,
responsable de la produccién de los siRNAs asociados al silenciamiento génico. Este
nuevo gen podria ser el Gnico implicado en el mecanismo de silenciamiento, como ocurre
en M. oryzae (Kadotami er al, 2004) o tener funciones redundantes con diceri, como

sucede en V. crassa (Catalanotto er af., 2004).

Con estos antecedentes, nos planteamos como objetivo global de este trabajo
identificar nuevos genes dicer y averiguar ¢l papel que desempefian en el silenciamiento
génico mediado por RNA en M. circinelloides. Este objetivo global se concreta en los

siguientes objetivos particulares:
1. Clonacién v caracterizacién del segundo gen dicer de M. circinelisides.

2. Obtencién de estirpes mutantes en el gen dicer? vy andlisis de su fenotipo,

estudiando su capacidad para generar las distintas clases de siRNAs.
3. Estudio de la actividad in virre de las enzimas Dicer de M. circinelloides.

4. Anilisis del papel que juegan los genes dicer en la produceién de sRNAs

enddgenos.
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II. MATERIALES Y METODOS
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II. 1. Estirpes v plasmidos utilizados.

Las estirpes de M. circinelloides utlizadas en este trabajo se muestran en la
Tabla 3. Todas las estirpes con el prefijo MU han sido obtenidas en la Universidad de
Murcia v derivan de 1a estirpe R7B, silvestre para la carotenogénesis v auxétrofa para la
leucina, obteni da mediante mutagénesis quimica a partir de la estirpe silvesire CBS 277.49
(Miecor racemosus ATCC 1216b; Schipper, 1976).

La estirpe MU241 se generd mediante sustitucién del gen [e:ed mutado de la estirpe
R7B por una copia silvestre de dicho gen. La estirpe MU402 se generd por mutagénesis
quimica a partir de la estirpe E7B. La estirpe MU406 se generd por sustitucién del gen
dicer! de la estirpe MU402 por una copia silvestre del gen pyrG de M. circinelloides. La
estirpe MU410 se generd por sustitucidn del gen dicer? de la estirpe MU402 por una copia
silvestre del gen pyr(G. La estirpe MU411 se generd por sustitucidn del gen dicer/ de la
estirpe MU410 por una copia silvestre del gen [end de M. circinelloides.

Estirpes Genotipo Fenotipo Origen o referencia
R7B lend Lew, Ura* Dm'&‘_ddi é}& ?gg:em’

MU241 fenAt Leu*, Ura* Silva ef af., 2008
LIU402 letd perF Leu, Ura Micolas ef af., 2007
MU406 lerA- dicer pyr’ Leu, Ura" Micolés ef al., 2007
MU410 levd dicer2 pyr Leu, Ura" Este trabajo
MU411 dicerl:dend, dicerZipyn3 Leu*, Ura® Este trabajo
MU421 led pyrF dicerZ Leuw, Ura Este trabajo
MU422 lerd pyrs dicerd Leu, Ura- Este trabajo

Tabla 3. Estirpes de M circirelloides utilizadas en este trabajo. Se indica el fenotipo para los
marcadores auxotrdficos utilizados en los experimentos de transformac én.
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En la Tabla 4 se muestran las estirpes de Escherichia coli utilizadas, su genotipo v

el origen o referencia.

Estirpes Genotipo Origen o referencia

DHSuw, F, recAl, endAl, gyrAQ0, hedR17(r,, m "), Hanahan, 1983
supE44, thi-i, relAl, lacZ, 4.

LE392 F, hsdR514(r,, m "), spB44, supF38, Promega
lae ¥l gal K2, galT22, metBl frpR55 A

BL21 (DE3) F, ompT, sd3 (g, '), gal, dom, ADE3 Studier ¥ Moffat, 1986
({acl, lacUV 5-T7 gene 1, indl, sam7, nins)

Tahla 4. Estirpes de £ cofi uhilizadas en este trabajo.

La estirpe DH3a se utilizé en los experimentos de clonacién de plasmidos

bacterianos. Sus caracteristicas mis signmficativas son:

1) No permite la recombinacién debido a la mutacién recA’, lo que favorece la

estabilidad de los plasmidos.

2) Porta una mutaeidn [acZ que puede ser complementada por una amplia variedad

de plasmidos utilizados habitualmente.

3) Puede mantenerse congelada en estado competente durante largos periodos de

tiempo.

La estirpe LE392 se¢ utilizé para la propagacién de la genoteca genémica de
M. circinelloides en el fago Lambda. Esta estirpe carece del sistema K de restriccion de
E.coli, es rec’ y permisiva a la infeccién, posibilitando el crecimiento de los fagos
parentales vy recombinantes. Estd especialmente recomendada para la amplificacién de

fagos recombinantes v para el rastreo de genotecas con sondas de dcidos nucleicos.

La estirpe BL21 {DE3) se utilizé para la expresién de la proteina de fusion GST-
Dicer2. BL21 (DE3) permite la expresidn de genes, mediante ¢l uso de los promotores tre,
tec, APL v araD, con mayor cficacia que otras estirpes de E. coli utilizadas en el
laboratorio. Ademas, presenta deficiencias en dos proteasas c¢lave, Lon v OmpT, lo que

permite ¢l aislamiento en grandes cantidades de proteinas recombinantes intactas.
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Plasmidos Caracteristicas ?ﬁ:ﬁ:ﬂ
pGEM-T Hazy Ap? (Clonad n productos SCHE) Aromega
pGEM-T Atnp® (Clonac 60 productos PCR) Promega
pBRluescript [[ BE +i- Anpk Stratagene
pGEX-KG Amp? (vector de expresion en £ cod. Apartado [I04.1.1) Aunersham
pYWLL393-6xHiz AanpR (ector de expresion en sistemas de baculowims. Apartado [[.5.2.1) ABGEWT

pLET4

PEEML

pALAT ST

pMATES?

plIATHAL

pMATATR

pMATEEE

plIATLZ53

pMATLIZEL

plIATL203

pMATLZ0E

plIATLZLS

pMATLZLE

pMATLIZLE

pMATLZZ0

pUMIATLZZ23

pMATLZZS

plIATLZZ0

plIATLIZZE

pMATLZ30

Amnp® lewd

AtnpPR g

BinpP cord lewd (Fen cord completo. Apartado [1L.2.2.1)

2mpP corB (sondaparadetectar siRi0As decarB. Apartado [11.2.2.2)

ArnpR ghcerd . g (disrupcitn gen dicerd . Apartado [[[.2.2.4.1)

Anp® corB (preparaci on dsB A marcado radiactivaments. Apartado [1.14.1)

AnpR card (preparacion dsB A marcado radiactivamente. Apartado [L.14.1)

AmpP corB, lewd (repeticiones invertidas del gen cor®. Apartado [[[.1.4.2)

Amp® cDMA completn deer? (amplificacion de cDWA para clonarlo en
pWVL1393. Apartado [[1.3.2)

AmpP ocer? (Fragmento de 0,88 kb ampliBeado con cebadores degenerados.
Apartado [I0L.1)

AanpR gheerZ (Fragmento EeceRI de 5.5 kb con la mayor parte del gen sicerz
clonado en pBluescript. Apartado [I1.1.2.1)

AmpR dicer? (Fragmento de 480 pb que contiene el extremo 3 del gen dicerz.
Apartado [I0.1.3.1)

bnph sheer? (Fragmentn KeoRT de 5.5 kb con 1a mayor parte del gen dieer2
clonado en pGEM-T Eazy. Apartado [[L2.1)

Atnp® dicers. g (digrupcion del gen sicer2. Apartado (1210

AanpR dicer? (contiene el gen dicer? cormpleto Apartado [(0.L.2.2)

AmpR g dhcer? (complementacién de la mtacién cheer? . Apartado
[[[.2.23.4)

AnpP cDWA geer? (donado en pGEX-KG) (nchive dominios Riasallla.
Riazall[by DSRM. Apartado [I1.4.1.1)

AmpR dicerd (construccion phATL22E. Apartado [[1.2.2.4.1)

AmnpR dicerd . lewd (disrupcitn del gen dheerd. Apartado [[[.2.2.4.1)

Amp® cDWA completo eficer? (expresidn de la proteina en células de insecto.
Apartado [10.3.2.1)

Poncero ef ol 989

Benito ef @l 1792

Micol &2 ef ol 2003

Micolds ef al, 2003

Wicolds ef ol 2007

Eate laboratorio

Este trabajo

Tabla 5. Flasmidos utilizados en este trabajo.
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En la Tabla S se presentan los plasmidos empleados en este trabajo, indicando su

procedencia y sus caracteristicas mas sobresalientes.

I1. 2. Medios ¥ condiciones de crecimiento.

I1. 2. 1. Escherichii coli.

E. coli se cultivé a 37°C con agitacién en medio nutriivo Luria (LB) (Miller,
1972). Antes de esterilizar ¢l medio en ¢l autoclave, ¢l pH fue ajustado a 7,2-7.4. Para
medios sélidos se afiadié 15 g/l de agar. Cuando fue necesario, tras autoclavar, se afiadié el

antibiético ampieilina a una concentraci 6n final de 100 pg/ml.

I1. 2. 2. Mucor circinelivides.

M. circinelioides se cultivé a 26°C en medio minimo YNB (Lasker v Borgia, 1980)
o MMC (Nicolas et al., 2007) o en medio nuiritiveo YPG (Bartnicki-Garcia y Nickerson,
1962). Cuando fue necesario, después de autoclavar, ¢l medio minimo YNB se suplementé
con leucina (20 pe/ml) y los medios YNB, MMC ¢ YPG con uridina (0,2 mg/ml). Para la
seleccion de mutantes resistentes al acido 3-fluoroorético (5-FOA), después de autoclavar
s¢ afiadieron 2-3 mg/ml de 5-FOA al medio YNB suplementado con uridina. En
experimentos de transformacién se afiadié sorbitol a una concentracién de 0,5 M para
evitar que la diferencia de presién osmética hiciese estallar los protoplastos. En todos los
casos, al preparar medios sélidos el agar se autoclavé por separado para evitar que ¢l pH
acido de los medios impidiese la correcta polimerizaciéon. El pH fue 4,5 cuando se requiriéd
un crecimiento micelial normal v 3,0-3,2 para obtener un crecimiento colomal, que permita

analizar un gran nimero de individuos por caja.

Para la obtencién de esporas se obtuvieron micelios en cajas de Petr1 con el medio
de cultivo adecuado, bien a partir de suspensiones de esporas, bien a partir de trocitos de
micelio transplantados con pinzas estériles. Los micelios se incubaron durante 2-3 dias
bajo luz continua antes de recoger las esporas extendiendo unos 5 ml de agua destilada

estéril con ayuda de un asa de siembra también esténl.
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Las esporas de las distintas estirpes se conservaron en agua destilada estéril a 4°C

cuando su uso fue continuado v a —20°C de forma permanente.

II. 3. Tampones ¥y reactivos.

a) Manipulacién del DNA:
TAE 50x
+ Tris 2M
« Acido acético 5,71 %
«EDTA 0,05 M

Tampon de carga 10x (dectr ofor esis)
« Azul de bromofenol 0.235%

+ Sacarosa 40 %o

b) Manipulacion del RNA:

Tampon MOPS
* MOPS pH 7,0 20 mM
+ Acetato sddico 3 mM
+EDTA 1 mM

Tampon de ribonucleasas

+ Tris-HCl pH 7.5 20 mM

+ NaCl 60 mM

*FDTA pHE 5 mM
Tampon alcalino

+ Bicarbonato sédico 80 mM

+« Carbonato sédico 120 mM
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Los tampones utilizados en los experimentos con RNA se trataron con
dietilpirocarbonato {DEPC) al 0,1 % durante al menos 1 hora a temperatura ambiente para
eliminar las ribonucleasas. El DEPC se eliminé posteriormente mediante autoclavado durante

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

¢) Manipulacién de proteinas:

42

Tampon de lisis

» Tns-HCl pH 7.5 50 mM
« NaCl 50 mM
« Nonidet P-40 0.1 %4
+ Glicerol 3%
+ p-mercaptoctanol 5 mM
+ PMSF 1 mM
+ Céctel de inhibidores de proteasas Sigma® 1:100
Geles de poliacrilamida
-Gel separador (10 %o)
+ Tris-HC] pH8,85 0,75 M
+ 8DS 0.1 %
+« Acrilamida/bisacnlamida (37,5:1) 10%
+ APS 0.2 %
+ TEMED 0.1 %
-@el concentrador (6 %o)
+ Tris-HCl pH6,8 0,125 M
. $DS 0,1 %
« Acrilamida/bisaerilamida (37,5:1) 6%
+ APS 0.2 %
+ TEMED 0.2 %
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Tampon de carga Sx
+ Tris-HCl pH 6.8
+ Glicerol
+ DS
« Azul de bromofenol
+ p-mercaptoetanol
Tampon de dectroforesis
+ Tris
+ Glicina
+ DS
» Ajustar pH a 8,3

Arml de Coomassie

+ Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva)

+ Metanol

+ Acido acético

+ Agua bidestilada
Tampon PBS

+ NaCl

+ KCl

* Na;:HPOyq

+ KH;POq

Tampon PBST

03 M
50 %
10 %
0,01 %

25 %

50 mM
0,192 mM

0,1 %

0,05 %
50 %
10 %

40 %

140 mM
3.3 mM
10 mM

1,8 mM

+ Se¢ obtiene adicionando 0,05 % de Tween-20 al tampén PBS.

STE
+ Tris-HCI pH 8,0

+ NaCl

10 mM

150 mM
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+ EDTA 1 mM

d) Transformacién de AL circinellowes:
Tampon fosfato-sorbitol
+ Sorbitol 03 M
+ Fosfato sédico pH 6.5 10 mM

Tampon MOPS-sorbitol

* Sorbitol 05 M

+ MOPS pH 6,3 10 mM

+ CaCl, 50 mM
Solucion de PEG 4000

+ PEG 4000 40 %

+ Disuelto en tampén MOPS-sorbitol.

¢) Mutagénesis de AL, circinelloides:

Tampon citrato-fosfato
+ Fosfato disédico 0,05 M

Afiadir dcido citrico 0,05 M al fosfato disédico hasta alcanzar pH
75,

f) Transferencia de dcidos nucleicos a membranas:

SSC20x pH 7,0
+ NaCl 3M
+ Citrato sddico 300 mM
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o) Hibridaciones:
Solucion de prehibridacion NaCl
+ NaCl 09 M
+ DS 1%
* 50 ug/ml de DNA de esperma de salmén someado y desnaturalizado.
Solucion de hibridacion NaCl

Se obtiene adicionando 0,1 g/ml de sulfato de dextrano ala solucidén

de prehibridacion.

Solucion de prehibridacion / hibridacion con formamida

+ Formamida 40 %

* Denhardt’s 1x

+ SDS 7%

+ Tampén fosfato pH 7 0,05 M
+ NaCl 03 M

« 100 pg/ml de DNA de esperma de salmén someado ¥
desnaturalizado.

Denhardt’'s Six

- BSA 1% (P/V)
» Ficoll 400 1% (P/V)
+ Polivinilpirrolidona (PVF) 1 % (P/V)

h) Electroforesis en geles de poliacrilamida:

Tamp on de carga-formamida 2x

+ Formamida desionizada 95 %

+ Azl de bromofenol 0,025 %
+ Cianol de xileno 0,025 9%
+ SDS 0,025 %
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+EDTApHS 18 mM
TBE 10x

+ Tris base 09 M

+ Acido bérico 0.9 M

+ EDTA 20 mM

1) Extraccion de DNA de M. circinelloides:

Solucion de extraccion de DNA de M. circinelioides

+ Tris-HCI pH 8 200 mM
+EDTApHS 100 mM
+ SDS 1%

1) Extraceion de RNA de M. circinelioides:

Solucion de extraccion de RNA

+ Isotiocianato de guanidina 4M
+ Tris-HCl pH 7.5 50 mM
+EDTApHS 10 mM
+ Sarcosil 2%

Solucion de CsCl1
+ Cloruro de Cesio 57 M

+EDTApHS 10 mM

k) Genoteca en lambda:
Tampon de fagos
+ Tris-HCl pH 74 20 mM

» NaCl 100 mM
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+ MgSO, 10 mM
Tampon SHM

+ Tris-HCl pH 7,5 50 mM

+ NaCl 100 mM

- MgSO4 8 mM

Tampon de resuspension
« Tris-HCl pH 74 10 mM

*+ MgS0, 10 mM

I1. 4. Transformacion de E. coli.

Para introducir DNA desnudo en E. coli es preciso que las células se encuentren en
un estado especial denominado de competencia. La obtencidn de eélulas competentes de la
estirpe DH35x se realizé por el procedimiento del cloruro céleico (Sambrook v Russell,
2001). Para la transformaci6n se utilizé el procedimento de choque térmico {Sambrook v

Russell, 2001).

II. 5. Transformacion de M. circinelioides.

La transformacién se realizd siguiendo basicamente el protocolo desento por van
Heeswijck v Roncero (1984), basado en la generacién de protoplastos que, al carecer de

pared celular, permiten la incorporacién de DNA exdégeno.

Para obtener protoplastos transformables se inocularon 107 esporas/ml en 25 ml de
medio liquido YPG pH 4.5 suplementado, cuando se requeria, con 0,2 mg/ml de uridina.
Los cultivos se mantuvieron durante 1 6 2 horas a temperatura ambiente antes de incubarse
toda la noche a 4°C. A la mafiana siguiente se incubaron a 26°C con agitacién fuerte
{300 r.p.m.) durante un periodo de 3 a 4 horas, suficiente para que la mayoria de las
esporas germinaran. A continuacidén, las esporas se precipitaron durante 5 minutos a
2.000 r.p.m. en centrifuga Sigma 4-10 v se lavaron dos veces en tampdn fosfato-sorbitol,

para resuspenderse finalmente en este mismo tampén a razén de 5 x 107 esporas/ml. Para la
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digestidn de las paredes celulares se afiadié6 1 mg/ml de un preparado comerecial de enzimas
liticas rico en quitinasa (Lysing Enzymes de Trichoderma harziamam, Sigma) v 0,15 mg/ml
de quitosanasa comereial (Chitosanase-RD; USBiological). Las germinulas se incubaron a
30°C con agitacién suave (60 r.p.m.) durante 90 minutos, hasta que se observé al
microscopio la pérdida de la envoltura refringente. Para parar la digestion se centn fugaron
los protoplastos durante 5 minutos a 900 r.p.m. v se lavé una vez en tampén MOPS-

sorbitol, resuspendiéndose después en 800 pl de este mismo tampén.

Para la transformacién se¢ mezclaron 200 pl de protoplastos con 1 ul de acido
aurintricarboxilico (ATA) 1M, 20 ul de una solucién de polictilenglicol 4000 (PEG4000)
al 40 % y hasta un maximo de 50 pl de DNA (20-30 j.g). La mezela de transformacidn se
incubé durante 30 minutos en hielo v seguidamente se afiadieron de forma sucesiva 0,5 ml,
0,5 ml v 1 ml de la solucién de PEG4000, homogencizando suavemente tras cada adicidn.
Tras un periodo de incubacién de 25 minutos a temperatura ambiente, se diluyé la
suspension afiadiendo 10 ml de MOPS-sorbitol v se centrifugd 5 minutos a 900 r.p.m. El
precipitado se resuspendid suavemente en 5 ml de YPG pH 4.5 con 0,5 M de sorbitol,
incubando a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente, se centrifugs una vez
méas a 900 r.p.m. durante 3 minutos y los protoplastos se resuspendieron en 0,9 ml de YNB
pH 4,5 con 0,5 M de sorbitol. Esta solucién se sembré cuidadosamente en cajas del medio

adecuado parala seleccion de los transformantes.

I1. 6. Integracion de DNA exogeno en el genoma de M. circinelloides.

La transformacién integrativa en el hongo M. circinelioides se realizé
transformando protoplastos del hongo por el procedimiento deserito en el apartado
anterior, pero empleando DNA linearizado en lugar de DNA circular. Para 1a integracidén
en el locus AdicerZ, los protoplastos se sembraron en cajas de medio MMC pH 3.2 con
0.5 M de sorbitol. Para identificar los transformantes que habian integrado el DNA
exdgeno se determiné el porcentaje de esporas que mantenian el marcador pyrG durante
cuatro ciclos de crecimiento en medio selectivo. Para ello, se comparé el namero de
individuos resultantes de la siembra en medio selectivo (MMC pH 3.2) v no selectivo
(MMC pH 3,2 con uridina). Los transformantes ¢on un mayor porcentaje de esporas Ura”

se seleccionaron como presuntos portadores del DNA integrado. Para el aislamiento de
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individuos con ¢l DNA exégeno integrado en todos los nicleos (homocariontes) se

realizaron de 5 a 6 pases en medio selectivo.

Para la integracién en el locus diver! empleando el marcador pyrG se utilizé el
mismo procedimiento deserito en el parrafo anterior. Para la integracion en el locus dicer!
utilizando el marcador [eiiA, se sustituyé el medio MMC por YNB, suplementindose éste

con leucina cuando fue necesario sembrar en medio no selectivo.

II. 7. Mutagénesis con nitrosoguanidina y aislamiento de mutantes

auxotr ofos para uracilo.

Se sigmdé basicamente el protocolo descrito por Roncero et af. (1984). Se
prepararon 4 tubos eppendorf con 2 x 10° esporas en 0,9 ml de tampén citrato-fosfato
0,05 M pH 7,5. A tres de ellos se les afiadié 0,1 ml de una solucién de N-metil-N"-nitro-N-
nitrosoguanidina (NT@G) (1 mg/ml), v cada uno se incubé a temperatura ambiente durante
un determinado periodo de tiempo: 15, 30 6 43 minutos. Al cuarto tubo se le afiadié 0,1 ml
de tampén citrato-fosfato v fue utilizado como control de supervivencia. Transcurrido el
tiempo de tratamiento, se centrifugd 3 minutos a 3.000 r.p.m. v el precipitado de esporas se
resuspendié en 1 ml de agua estéril. La operacidn se repitid tres veces, resuspendiéndose
finalmente en 330 pl de agua destilada esténil. Varias diluciones de cada tubo se sembraron
en cajas de YNB pH 3.2 con leucina para determinar el porcentaje de supervivencia

respecto al control sin tratamiento.

Las esporas de M. circinelioides son plurinucleadas, por lo que después del
tratamiento con nitrosoguanidina las esporas supervivientes se sembraron en medio rico
YPG pH 4,5 con unidina para que llevaran a cabo uno o dos ciclos vegetativos completos,
permitiendo asi la segregacion de las posibles mutaciones recesivas de auxotrofia para
uracilo. Las esporas recicladas se sembraron en cajas de medio mimmo YNB pH 3,2
suplementado con uridina y leucina, conteniendo 2.5 mg/ml de acido 5-fluoroordtico
{(5-FOA). Las cajas se incubaron a 26°C en condiciones de oscuridad durante un periodo
comprendido entre 10 v 20 dias hasta la aparicién de micelios resistentes a 5-FOA. Estos
individuos se transplantaron al mismo medio para confirmar su fenotipo y finalmente se
comprobé su auxotrofia para el uracilo comparando su erecimiento en cajas de medio YNB

pH 3.2 conleucina v en cajas de YNB pH 3.2 con leucina y uridina.
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I1. 8. Medida de 1a actividad OMP descarboxilasa.

Para la obtencion de extractos crudos de proteinas de M. circinelioides se
inocularon 10° esporas/ml de las distintas estirpes a analizar en 50 ml de medio liquido
YNB pH 4,5 (suplementado con 20 pg/ml de leucina v con 0,2 mg/ml de uridina en ¢l caso
de los mutantes auxétrofos para uracil o), incubindose durante 48 horas a 26°C v 250 r.p.m.
Los micelios asi crecidos se filtraron en tela esténl, se lavaron con agua destilada v se
procedid a la extraccidn de proteinas siguiendo el protocolo de Benito et al. (1995), con
algunas modificaciones: 60 mg de micelio se pesaron v se trituraron en un mortero con
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino que se resuspendié en 300 pl de Tris-HCI
50 mM pH 7.8. Se centrifugé a 13.000 r.p.m. durante 25 minutos a 4°C y se recuperé el
sobrenadante, que se utilizé inmediatamente para la determinacién de la actividad OMP

descarboxilasa (OMPdecasa) v de las proteinas totales.

La concentracién total de proteinas en el extracto se deternmndé siguiendo las
instrucciones del sistema BIO-RAD Protein Assay, basado en ¢l método de Bradford
(1976). Para la cuantificacién se utilizaron 2 pl del extracto, o de Tris-HCl 30 mM en el
caso del blanco, dilmdos en 798 ul de agua bidestilada {diluei 6n 1:400).

Para medir 1a actividad OMPdecasa de los mutantes auxétrofos para uracilo se
siguid basicamente el método descrito por Licberman et al. (1955). La medicién de esta
actividad se realiza valorando la disminucién de absorbancia a 285 nm v 37°C del OMP
{orotidina-5"-monofosfato), cuyo coeficiente de extincién molar e¢s aproximadamente de
2461 M'em!. La valoracién se realizé en cubetas de 1 ml donde se afiadié una dilucién de
la muestra junto con OMP a una concentracién final de 0.2 mM. Una unidad de actividad
se define como la cantidad de enzima que cataliza la descarboxilacién de 1 pmeol de OMP
para dar undina monofosfato {UMP) por minuto. La actividad especifica se calcula
refiriendo la actividad enzimatica a la concentracién de proteinas del extracto erudo

utilizado:
Actividad especifica= (AA/At- 6 - 10%) / (2 - ml extracto - mg proteina/ml)
donde:
AA/S At = variacién de absorbaneia a 285 nm con ¢l tiempo.

& = coeficiente de extincién molar del OMP, c¢on un valor de

aproximadamente 2461 M em™'.
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I1. 9. Manipulacion del DNA.

IT. 9. 1. Aislamiento de DNA de M. circinelloides.

El DNA de M. circinelloides se mslé sigmendo basicamente el protocolo deserito
por van Heeswijck v Roncero (1984), con ligeras modificaciones. La extraccién de DNA
se realizé a partir de micelios crecidos en medio sélido a pH 4,5. Para ello, se realizaron
transplantes sobre una lidmina estéril de papel celofin colocada sobre la superficie del

medio sélido con el fin de facilitar 1a recogida del micelio.

Los micelios se incubaron durante 2 dias a 26°C antes de ser recogidos y triturados
en un mortero rugoso con nitrégeno liquido hasta conseguir un polvo fino. El micelio
triturado se resuspendié en 800 |1 de tampén de extraceidn de DNA. La mezela se incubé
con 30 pl de proteinasa K (2 mg/ml en TE) y 30 1l de RNasa {10 mg/ml) durante 3 horas a
37°C en un tubo eppendorf.

Tras este periodo de incubacién se procedié a la extraceién del DNA mediante un
tratamiento con fenol y varios con fenol:cloroformo:alcohol 1soamilico {25:24:1), hasta
que no quedaron restos de proteinas en la interfase. Finalmente, se lavé con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). La fase acuosa resultante se precipité con un
volumen de i1sopropanol v 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M a pH 5.2, El precipitado se
lavé con etanol al 70 % v, tras ser secado a 37°C, se resuspendid en 30-50 pl de agua
bidestilada.

En ¢l caso de las PCRs realizadas para comprobar la disrupeidn de los genes dicer’
v dicer? se utilizaron directamente las esporas como fuente de DNA molde, a razén de

5x10° esporas/pl de volumen final de reaccién.

I1. 9. 2. Aislamiento de DNA plasmidico.

El DNA plasmidico de Z. coli se aislé por el procedimiento rapide de hervido
{Holmes v Quigley, 1981) cuando no se necesitaba gran pureza (digestiones con enzimas
de restriccién, transformacién de AL circimelloides, ete,...) o mediante columnas
comerciales de purificacién de plasmido (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche Applied

Seience) cuando se requeria una gran pureza (secuenciacién, PCR).
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I1. 9. 3. Tratamiento de DN A con enzimas.
Los tratamientos enzimiticos mas usuales fueromn:

Digestion con enzimas de restriccién (Amersham Biosciences o Fermentas), que se

realizé siguiendo las instruceiones del suministrador.

Desfosforilacion del extremo 5° con la enzima fosfatasa alcalina de camardén
{(Roche) para evitar autoligacién de vectores. Todos los tratamientos se realizaron de

acuerdo con las especificaciones del suministrador.

Conversion de exiremos 3° protuberantes en extremos romos. El DNA (50 ng)
se incubd durante 5 minutos a 37°C con 0.5 umidades de la polimerasa de DNA del
bacteriéfage T4 (Bochringer Mannheim), tampén de la polimerasa (Bochringer
Mannheim), BSA (100 pg/ml) v dNTPs (0,2 mM).

Ligacion de fragmentos de DNA. Se realizé en volimenes pequefios (20-30 pl) de
tampén de ligacién (Roche) v una unidad de 1a enzima ligasa de T4 (Roche). Las mezclas
de ligacién se incubaron a 16°C durante un minimo de 2 horas. En general, la relacién

molar de vector:inserto usada fue de 1:1 4 1:3.

Siempre que fue necesario, las enzimas se¢ inactivaron por medio de calor,

siguiendo las especificaciones del suministrador.

I1. 9. 4. Técnicas electroforéticas.

Para caracterizar plasmidos, separar fragmentos de distinto tamafio generados en las
digestiones con restrictasas o verificar los productos obtenidos mediante PCR, ¢l DNA se
sometié a electroforesis en geles horizontales de agarosa {(Pronadisa). Se utilizé tampoén
TAE 1x y las concentraciones de agarosa variaron entre 0,7 % y 1,5 %, dependiendo del
tamafio de los fragmentos a separar. Para visualizar los fragmentos de DNA mediante luz

ultravioleta se afiadié Bromuro de Etidio a la agarosa a una concentracién final de

0,5 pg/ ml.

La purificacién de fragmentos de restriceidn se realizéd tras su separacidn en geles
de agarosa. Las porciones del gel que contenian los fragmentos de interés se recortaron con
un bisturi y el DNA se purificé con columnas High Pure PCR Produet Punification Kit

{(Roche Applied Science), siguiendo las instrucciones del suministrador. El tamafio v la
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concentracién de los plismidos y fragmentos lineales purificados se calculé usando como
referencia los marcadores A DNA/HindIIT (Fermentas) o GeneRuler™ DNA Ladder Mix

{(Fermentas).

I1. 9. 5. Amplificacion de DNA por PCR.

El proceso de amplificacion de DNA se llevé a cabo utilizando 20 pmoles de cada
oligonueledtido (60 pmoles en el caso de cebadores degenerados) v las enzimas ECOTAQ
DNA Polymerase (Ecogen), ECOTAQ PLUS DNA Polymerase (Ecogen) o PfuUltra™
Hotstart DNA Polymerase (Stratagene), siguiendo en cada caso las indicaciones del
surmmnistrador. Las muestras se¢ incubaron durante 3 minutos a 94°C para la
desnaturalizacién del DNA vy posteriormente se sometiecron a 30 ciclos de
desnaturalizacién (45 segundos a 94°C), alineamiento (1 minuto a la Ty, de los cebadores,
utilizando la férmula T,= 693 + 04 (G+C %) - 650/pb cebador) y polimerizacidon
{1 minuto por kb de producto a amplificar a 72°C). Tras el Gltimo ciclo, se dejaron las
muestras en condiciones de polimerizacién durante 10 minutos. Dada la riqueza en pares
G+C de M. circinelloides, en todos los casos se afiadié dimetil sulféxido (DMSO) a una
concentracién final del 5 %. Los termocicladores utilizados fueron MiniCyeler " PTC-150
de MJ Research y Mastercycler® personal de Eppendorf. Los cebadores utilizados en los

experimentos de PCR se muestran en la Tabla 6.

I1. 9. 6. Marcado de fragmentos de DNA.

El DNA que se utilizé como sonda en los experimentos de hibridacién tipo
Southern se mareé mediante la introduccidén del nuelestido dCTP marcado con fésforo-32
(*’P) en la posicién o (Easytides® Deoxyeitydine 5 -Triphosphate, [a-""P], Perkin Elmer)
(Feinberg v Vogelstein, 1983; Feinberg v Vogelstein, 1984). Fl marcado se realizé con el
kit Ready-To-Go'" DNA Labelling Beads (-dCTP) (Amersham), siguiendo las

instrucciones del suministrador.

Para detener la reaceién de marcado y eliminar los nueleétidos no incorporados, se

afiadieron 100 pl de agua bidestilada a la reaccién y a continuacidén se pasé toda la
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solucién por una columna de Sephadex”" G-30 Fine DNA Grade (Amersham Pharmacia),

centrifugando durante 5 minutos a 2.000 r.p.m.

Nombre Secuencia
DE1 5 QACGTTCATAGTTCATCTCC 3
DB2 5 ACGTCOGTCATGGTCTGTATG 5
DB3 3 GCATGCTCTTCCACATGCGE 5
DB5 5 GCCCCTCTAGATCATACAGACCATGACGACG 5
DBE 5 CTOGATCACACTGGCCTGCTG 57
DEBY 5 TTGCCAAATGGTTCCTGCCC 5
DB10 5 CAGGGGCGAGGCAGTGGGETG 37
DB16 5 GATCTGCATCTGGGTATCTGGE 3°

1'% DE17 5 CTTCAACCAACTCCATCAGC 3

= DBI1E 5 TTCAACCTGATTATGCGGGAG 37
DB19 5 TTATTAGGCGGACTTACCCC 57
DBZ0 5 TOGTCOATGATCAAGCGAGGC 37
DEBEshorts.” 5 GGCCCTCTAGACCAAGCAACCATGATGATACCC 5
DElongs.’ 5 CGCCCTCTAGACATGAAGAAGCCCCAAGCCGG 57
DEBextremo3.” 5 ACCCCTCTAGACCTAAGGGTCGTATTCATCATCATCC 5
D2 Emas’ 5 CCCCCCCCGGGATGAAGAAGCCCCAAGCCGGLG 3
DiNot5" 5 GGCCCGCGGCCGCGCAGGGTCGTATTCATCATCATCC 5
dicerd 5 GCTACTTCTGTICTYGCIT(ICTGA(AGIGAAGYGG 3
dicerld 3 OAATGTAAGCAATGACCGTG 37

o dicerls 3 CTCCAGGGCAGGTGTCAAGCTG 57

E dicerl?d 5 AGTTGCGCTTGTATCACAGAAGD 37

= dicer35 5 TGGATCTTCGCCTCCGTTGCC 37
dell2sd 5 GGGGCTGCAGTGATATGCTCAACCTGETCG 57
dcl59s50 5 GCCCCTGCAGTCTACTCOGGCAACATTGGGTC 3
F¥rG3 5 CAAACGTTAACACTTACAAGACTTATAGC 37

qe FyrGY 5 OGCCATAGGATCCGCOGCCGACAATGATGATATCTCC 5

E F¥r10 Y OGCAGAAGOGAGGAGGCACACG 5
P¥IGZ 5 GGCATTGGGATGCTGTIGTC ¥

:E carB25 5 CATTCCCTGTGTGGTTCTGGTTGCG 37

3 Ribo3 FCCGAATTCCTGOAGAGATOGGCACCTTAGE 57

é lena-p2 5 GTACGATTCTGGTCAACTCG ¥

Tahla 6. Oligonucledtidos especificos utilizados en los expenimentos de PCE, RT-PCE, secuenciacion
v como marcadores de tamafio. Los nudedtidos marcados en rojo indican sitios de restriccion afiadidos
et el extremo 57 de algunos olignnucledtidos. En negnta, nudedtidos afiadidos en el extremo 57 de los
sitios de restriccidn para facilitar la digestion. Entre paréntesis se indican sitios de degeneracidn,
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I1. 9. 7. Hibridacion de DNA fijado a un soporte.

El DNA genémico (1 pg) se digirié con las restrictasas adecuadas v se sometié a
electroforesis en gel de agarosa. A continuacidn, el gel se incubd durante 20-23 minutos en
una solucién de acido clorhidnco 0,4 N, se lavé con agua bidestilada y se incubé durante
20-25 minutos en una solucién de NaOH 0.4 N. Finalmente, ¢l DNA se transfirié a una
membrana de nailon (Hybond™-N", Amersham Biosciences) mediante transferencia
capilar con una solucién de NaOH 0.4 N durante un minimo de 2 horas {Sambrook v

Russell, 2001). Una vez transferido, se secd el filtro a temperatura ambiente.

La hibridacidn se realizé en todos los casos con sondas marcadas radiactivamente.
Cuando la hibridacidén se realizé en condiciones de alta homologia, se prehibridé a 65°C un
mimmo de 2 horas con 20 ml de solucién de prehibridacién NaCl y se hibridé a esa misma
temperatura toda la noche con 10 ml de soluecién de hibridacién NaCl a la que se afiadié la
sonda desnaturalizada por calor (10 minutos a 100°C) v enfriada rapidamente en hielo. En
casos de hibridacién en condiciones de baja homologia, para identificar el gen dicer?
durante el rastreo de la genoteca utilizando un fragmento del gen dicer! como sonda, la

temperatura de prehibridacién e hibridacién se bajé a 55°C.

Para hibridaciones con sondas homélogas, las condiciones de lavado fueron: un
primer lavado con una solucién 2x SSC con 0,1 % de SDS a temperatura ambiente durante
1-2 minutos para eliminar ¢l exceso de radiactividad, un segundo lavado de 20 minutos a
635°C con esa misma solucién, un tercer lavado de 20 minutos a 65°C con una solucién
1x SSC con 0,1 % de SDS v un cuarto lavado de 20 minutos a 65°C con una solucidén
0,5x 85C con 0,1 % de SDS. Tras este lavado se chequearon las membranas para valorar la
conveniencia de aplicar un Gltimo lavado de 20 minutos a 65°C ¢on una soluecién 0,1x SSC
con 0,1 % de SDS. Seguidamente, las membranas se pusieron en contacto con peliculas
Kodak® BioMax'© MS Film (alta sensibilidad) v se dejaron exponiendo a -70°C. En el

caso de hibridaciones con sondas heterdlogas, los lavados se realizaron a 55°C.

II1. 9. 8. Secuenciacion del DNA.

Los plasmidos portadores de los distintos fragmentos de DNA a secuenciar se
purificaron con columnas High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Applied Science). La

secuenciacién fue llevada a cabo por el Servicio de Biologia Molecular del Servicio de
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Apovo a la Investigacidn (SAI) de 1a Universidad de Murcia. Los cebadores utilizados en

los experimentos de secuenciacion se muestran enla Tabla 6 (ver apartado I19.5).

I1. 10. Analisis de secuencias de DNA.

Las secuencias de nucledtidos obtenidas en este trabajo se analizaron en el servidor
BCM Search Launcher, vtilizando la aplicacion “Sequence Utilities” para buscar la
presencia de ORFs, secuencias repetidas, puntos de corte con enzimas, ete. Para el analisis
de las secuencias de aminofcidos se utilizaron los servidores EMBL-EBI, NCBI y ExPasy.
La basqueda de proteinas homélogas a Dicer2 se llevé a cabo mediante ¢l programa blastp
del NCBI (Altschul et ol., 1997). Las predicciones de dominios conservados se realizaron
con los programas “InterProScan™ (EMBL-EBI) v “Conserve Domain Database™ (NCBI).
Los andlisis de comparacién de secuencias se realizaron mediante ¢l programa ClustalW2
del EMBL-EBI (Larkin et «l., 2007). El peso molecular v el punto isoeléctrico de proteinas
se determiné con el progama “Compute pI/Mw™ (ExPasy) (Gasteiger et «f., 2005).

I1. 11. Manipulacion del RNA.

I1. 11. 1. Aislamiento de RNA total de M. circinelloides.

El RNA de M. circinelioides se aislé por el método del cloruro de cesio {CsCl)
deserito por Sambrook y Russell (2001), con algunas modificaciones. La extraccidn se
realizé a partir de micelios de las estirpes de interés crecidos en medio liquido o en medio
s6lido sobre papel celofan. Se trituraron 150-300 mg de micelio en un mortero rugoso con
nitrégeno liquido hasta conseguir un polvo fino, que ripidamente se pasé a un tubo
eppendorf en hiclo con 700 pl de solucién de extraccion de RNA y 6 pl de p-
mereapto etanol (Sigma). La mezcla se agité vigorosamente en un vértex hasta resuspender
totalmente el micelio v se centrifugé durante 20 minutos a 9.000x g y 4°C. 375 ul del
sobrenadante obtenido se afiadieron cuidadosamente (evitando la mezcla) sobre un tubo de
centrifuga de rotor TLA-55 (Beckman) que contenia 900 pl de solucién de CsCl. El RNA
s¢ precipité mediante centrifugacién durante 15 horas a 530.000 r.p.m. y 20°C. Tras retirar
con cuidado el sobrenadante, ¢l precipitado se resuspendié en 100 pl de agua bidestilada

tratada con DEPC, se pasé a un nuevo eppendorf v se mezelé con 0,1 volumen de acetato
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sodico3 M pH 5.2 v 2.5 volimenes de etanol 100%, dejindose durante al menos 1 hora a
4°C. A continuacién se centn fugd durante 20 minutos a 13.000x g a 4°C y el precipitado se
lavé con ectanol 80%. Tras seccar ¢l precipitado a temperatura ambiente durante
5-10 minutos, se resuspendié en 30-50 pl de agua tratada con DEPC. Las muestras se

conservaron congeladas a -70°C.

I1. 11. 2. Aislamiento de RNA de bajo peso molecular de M. circinelloides.

El RNA de bajo peso molecular se aislé a partir de micelios de la estirpe de interés
crecidos sobre medio liquido o sélido bajo condiciones de luz continua, siguiendo el
protocolo descrito por Catalanotto et of. (2002) con ligeras modificaciones. Se trituraron
micelios congelados (100 mg) en un mortero rugoso con mtrégeno ligmdo hasta consegwmr
un polve fino, aislindose ¢l RNA total por ¢l método ripido del Trizol (Gibeo-BRL),
siguiendo bisicamente las instruceiones del sumimnistrador. El micelio triturado se pasé
rapidamente a un tubo Falcon (50 ml) en hielo con 1,5 ml de Tnzol v se agitd
vigorosamente en un viértex para resuspender completamente la muestra. La mezela se
pasé a un tubo eppendorf de 2 ml v se centrifugd durante 10 minutos a 13.000 r.p.m. v 4°C.
A continuacién se recuperd el sobrenadante al que, tras un periodo de incubacién de
3 minutos a temperatura ambiente, se le afiadieron 300 pl de cloroformo. Se agité durante
15 segundos en un vértex vy se continud la incubacién a temperatura ambiente durante
3 minutos. Las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 13.000 rp.m. v 4°C,
recuperandose la fase acuosa v precipitindose ¢l RNA con 7350 pl de isopropanol,
incubando 10 minutos en hielo v centrifugando 10 minutos a 13.000 r.p.m. v 4°C. El
precipitado se lavé con etanol 70% v, tras secar a 37°C durante 15 minutos, se resuspendié
en 300 pl de agua bidestilada tratada con DEPC, calentando a 65°C durante 10 minutos. A
continuacidn s¢ afiadieron 50 pl de NaCl 4 M v 40 pl de PEGE000 al 50%, se mezelé bien
y se incubd la mezela durante 30 minutos en hielo. Después de centnifugar durante
10 minutos a 10.000 r.p.m. y 4°C, los RNAs de bajo peso molecular permanecen en el
sobrenadante. El mRNA, que queda en el precipitado, se resuspendié en 50 pl de
formamida 50 % con el fin de utilizarlo como control del buen estado de las muestras de
RNA obtenidas, para lo cual se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % v se
verificd la ausencia de degradacién. Los RNAs de bajo peso molecular se precipitaron

afiadiendo 3 volimenes de etanol 100 %, manteniéndolos durante al menos 2 horas a -20°C
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y centrifugando durante 30 minutos a 10.000 rp.m. vy 4°C. El precipitado se lavé con
etanol 80% v, tras secar a 37°C durante 15 minutos, se resuspendié en 20 pl de agua

bidestilada tratada con DEPC. Las muestras se conservaron congeladas a -70°C.

I1. 11. 3. Amplificacion de cDNAs.

I1. 11. 3. 1. RT-PCR.

Para la sintesis de ¢cDNA se utilizé 1png de RNA al que se le afiadieron 50 pmoles
del cebador complementario al RNA (volumen final de 10 pl). La mezela se calentd
10 mnutos a 65°C para desnaturalizar el RNA, se pas6 a hielo v se le afiadieron 2 pl de
dNTPs 10 mM, 2 pl de Ditiotreitol 100 mM (DTT) (Roche), 1 pl de RNA guard
{Amersham Pharmacia Biotech), 4 pl de tampén Expand RT 5x (Roche) v 1 pl (530 U) de
retrotranscriptasa (Expand Reverse Transcriptase, Roche) (volumen final de 20 ul). La
mezela se incubdé 1 hora a 43°C, tras lo cual se pasé a hielo y se guards a 4°C o se
amplificé directamente. Parala amplificacién mediante PCR se utilizaron 4 pl de la mezela
de retrotranseripeién, un cebador complementario al RNA utilizado y otro cebador
complementario al ¢cDNA sintetizado, siguiendo el protocolo deserito en ¢l apartado
I19.5. Los cebadores utilizados en los expenimentos de RT-PCR se muestran en 1a Tabla 6
(ver apartado I1.9.5).

I1. 11. 3. 2. 3’'RACE.

Esta técnica se utilizé para determinar el extremo 37 del gen dicer?. Para la sintesis
del ¢cDNA se utilizé la retrotranseriptasa Expand Reverse Transeriptase (Roche) v el
cebador RACE-T (Roche), que contiene una secuencia de poli(T) en su extremo 3° v una
secuencia de 20 nucledtidos en el extremo 3 que coincide con la secuencia del cebador
Race3". Tras la retrotranseripeién, se amplificd por PCR el extremo 37 del gen dicer? con
el cebador especifico DB10, complementario a la secuencia de dicer?, v el cebador Race3".
El producto de dicha reaccidn se utilizé como molde para una segunda amplificacién con
un cebador especifico aguas abajo del primero, DB9, v ¢l cebador Race3’. Las reacciones
de amplificacién se llevaron a cabo como se describe en el apartado I1.9.5. Los productos

generados se clonaron en el vector pGEM-T para su posterior secuenciacidn.
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Secuencia de los cebadores RACE-T v Race3 ™
RaceT: 5" GGC CAC GCG TCGACT AGTACT TTTTTT TITTITTTITTITT3"
Race3": 5" GGC CAC GCG TCGACT AGT AC3”

La secuencia de los cebadores DB9 v DB10 s¢ muestra en la Tabla 6 (ver
apartado I1.9.5).

I1. 11. 4. Hibridacion de RNA total fijado a un soporte.

Cada muestra de RNA se prepard en un volumen total de 25 pl conteniendo 20 pg
de RNA, 2,5 pl de MOPS 10x, 4,4 pl de formaldehido v 12,5 pl de formamida. La mezela
se calenté a 65°C durante 10 minutos para eliminar estructuras secundarias del ENA vy
posteriormente se dejé 5 minutos en hielo. Tras adicionar 2.5 pl de tampén de carga, las
muestras se cargaron en un gel de agarosa 1,2 % conteniendo 2,2 M de formaldehido v
utilizando como tampén de electroforesis MOPS 1x con formaldehido 2,2 M. Una vez
finalizada la electroforesis, el gel se lavé durante 1.5 horas con agua vy se transfirié por
capilaridad durante toda la noche a una membrana de nailon cargada positivamente
(Hybond™-N", Amersham Biosciences) usando como tampén $SC 20x. El RNA se fijé a
la membrana mediante radiacién ultravioleta (0,120 J/em®). La hibridacién con la sonda
marcada se realizé exactamente 1igual que en el caso de 1a hibridacién de las membranas de

DNA con sondas homélogas (ver apartado I1.9.7).

I1. 11. 5. Hibridacion de RNA de bajo peso molecular fijado a un soporte.

Cada muestra de RNA se preparé en un volumen total de 20 pl conteniendo
50-60 ug de RNA de bajo peso molecular v 10 pl de tampén de carga-formamida 2x. La
mezcla se calentd a 65°C durante 3 minutos para eliminar estructuras secundarias del RNA
v a continuacién se dejé 5 minutos en hiclo. Las muestras se cargaron en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 135% (19:1 acrilamida:bisacrilamida), conteniendo
urea 7 M y TBE 0,3x, utilizando como tampén de electroforesis TBE 0,5x. Una vez
finalizada la electroforesis, se¢ transfiné ¢l RNA a una membrana de nailon cargada
positivamente (Hybond""-N", Amersham Biosciences) mediante electrotransferencia a

3 mA/em’ (Semi-Dry Electroblotting Unit, Sigma) durante 45 minutos, usando como
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tampén de transferencia TBE 1x. El RNA se fijé6 a la membrana mediante radiacién
ultravioleta (0,120 J/em®). La hibridacién con la ribosonda marcada se realizé con 20 ml de
tampén de prehibridacién/hibridacién con formamida durante toda la noche y tras un
periodo de 2-3 horas de prehibridacién con ¢l mismo tampén. Tanto la prehibridacién

como la hibridaecién se realizaron a 30°C.

El lavado de las membranas tras la hibridacién se llevé a cabo a 50°C. Se
realizaron tres lavados de 20 minutos con una solucién SSC 2x con 0,2 %6 de SDS.
Seguidamente, las membranas se pusieron en contacto con peliculas Kodak® BioMax™ "
MS Film {alta sensibilidad) v se dejaron exponiendo a -70°C. Cuando fue necesarno
eliminar ¢l exceso de sonda unida inespecificamente a la membrana, ésta s¢ sometié a un
lavado durante 1 hora a 37°C con 0,81 kunits/ml de ribonucleasa A de pancreas bovino v
20 U/ml de nbonucleasa T1 de Aspergillis oryzae en un volumen de 20 ml de tampoén de

ribonucleasas. Por dltimo, se eliminaron las nibonucleasas lavando vigorosamente las

membranas con 2x SSC y 0,2% de SDS durante 2 6 3 minutos a temperatura ambiente.

Para detectar los sSRNAs endégenos de M. circinelloides, que en algunos casos eran
muy poco abundantes, se introdujeron variaciones en ¢l proceso de hibridacién deserito.
Cuando se utilizaron ribosondas, 1a hibridacién se llevé a cabo durante toda la noche a
40°C con 10 ml de tampén de hibridacién ULTRAhyb® TUltrasensitive Hybridization
Buffer (Applied Biosystems/Ambion). En ¢l caso de oligonuelestidos mareados
radiactivamente s¢ hibridé durante toda la noche a 37°C con 10 ml de tampén
ULTRAhvb®-Oligo Buffer (Applied Biosystems/Ambion). En ambos casos, la
prehibridacidén se llevé a cabo durante 1 hora a la temperatura de hibridacién v con el

mismo tampdn.

I1. 11. 6. Marcado de ribosondas.

Las sondas de RNA utilizadas en los experimentos de hibridacién de RNA de bajo
peso molecular fijado a un soporte se marcaron mediante la introduccién del nucledtido
UTP marcado con fésforo-32 (Easytides® Uridine 5 - Triphosphate, [a-"*P], Perkin Elmer).
Las ribosondas especificas de RNA con sentido y antisentido se sintetizaron por
transeripe1én i vitro de plasmmdos portadores de los fragmentos adecuados, utilizando el
kit comercial MAXIseript® T7 in vitro Transeription Kit (Ambion), siguiendo las

recomendaciones del suministrador. Las ribosondas se trataron con DNasal libre de
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RNasas para eliminar ¢l DNA utilizado como molde para la transcripeién. Posteri ormente,
las sondas marcadas se fragmentaron en pequeiias moléculas de aproximadamente 50 nt
para facilitar la hibridacién con los RNAs de bajo peso molecular. Este proceso se realizé
mezelando 20 pl de ribosonda con300 1l de tampén alealino, incubando durante 3 horas a
60°C y detemendo la reaccién de hidrolisis con 20 pl de acetato sédico 3M pH 3.0. Para
climinar los nucleétidos libres se pasé toda la solucién por una columna de Sephadex™
(3-50 Fine DNA Grade (Amersham Pharmacia), centrifugando durante 5 minutos a
2.000 r.pm. Como controles de tamafio y polaridad se cargdé en el gel 1 pmol de
oligonucledtidos correspondientes a secuencias con sentido {¢arB25) y antisentido (Ribo3)

del gen carE (ver Tabla 6).

N otnb e Secuaicia

Riboloc 26 antd 3 CACATCACCCACAMCTACCTCTGG 5
a Ribolor 26 antd T7

Ln

TTAATACCACT CACTATAC GG CACAAGCTTAAGTICACCAGGAGT 3
Marcador 26 a 5 CAACAHACCACGGTTACTGTATT 5

Riboloc 20

Ln

CGACAAGCTTAAGTICACCAGGAGC 3

a Riboloc 26 TT

[

TTAATACCACT CACTATACCCACATCACCCACAACTACCTCTGG 37

[

Marcador 2004’ CAATACAGTAACCGTCGTTGTTC 3

[

Riboloc 25 antd CGAACGTTTGATCGCTGATCCC 3

b | Riboloc 25and T7

Ln

TTAATACCACT CACTATACGCACAGGTCCTTGOTAATGTCTTCACCS 37

[

Marcador b "TTTGGACAAGAATGAAGGTGAGAS 5

Riboloc 13

Ln

CAGAAMCGTTACTCCCATCAAGG S

C Riboloc 13 T7T

[

"TAATACCACT CACTATACGCACAGGCTCCATTTCGCTCTTCC 37

Marcador ¢ S AAMCAAGGOTATOOAGAACTTGTG 37

La

Riboloc 17T antd 'CCTCGAGGCTGTAAGGTCTATCC 5

d ’ Riboloc 1T antd TT 5 TAATACCACT CACTATAC CCACACTTACTCTIGGAGAGCAAGCCGTC ¥
Marcador 4° “Wer oli goamcledtido d, Tabla B

Riboloc 18 ant 5 ATCCCAGCAGATCACCTCGTAGGC 3

e Riboloc 18 anti T7 3 TAATACCACT CACTATACCCACAATTCACTCAGTAATCTATCC 3

Marcador a Wer pli gonocledtido e Tabla B
Riboloc & 3 AGAGTCGTCRACCTCCAGCAACGD 3°
f Riboloc & TT 5 TAATACGACT CACTATACGGAGACGCAMACCAGCACATAGCD 37
Marcador T S ACCTCCAGCAACGCAATCACTATATAATGTAACTT ¥
Riboloc & antd S CACGCAAACCAGCACATAGGD ¥

I Riboloc Ganti TT 3 TAATACCACT CACTATACCCACAGTGGTCEACCTCCAGCAACGD 3

Marcador I S AACTTACATTATATAGTCATTCCGTTGCTCCAGDT 3°

Tahla 7. Oligomacledtidos empleados parala sintesis de nbosondas utilizadas en el analisis de los sRNAs
enddgenos de M circinelloides. Para cada una de las nbosondas se indican los dos cebadores utilizados en
las reacciones de PCR para obtener los moldes de DNA utilizados en la transcripdon is vidre, denominados
Riboloc + notmbre especifico, ¥ el oligonucledtido cargado en los geles para ser utilizado como marcador
de tamafio v de polaridad, denomidado marcador + nombre de la rihosonda con la que complemmenta En
negrita, secuencia del promotor T7 afiadida al extremo 57 para permitir la transcripcidn iz vitra.
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Para el anilisis de los sRNAs endégenos de M. circinelloides, las ribosondas
marcadas radiactivamente se obtuvieron mediante transeripeién i vitre de fragmentos
amplificados por PCR con oligonucledtidos que incluian en su secuencia el promotor T7.
Una vez comprobada la ausencia de productos de amplificacién inespecificos mediante
visualizacién en un gel de agarosa, se utilizaron entre 100 v 200 ng del producto de PCR
sin purificar como molde para la transeripeién. Los oligonueledtidos utilizados para llevar
a cabo las reacciones de PCR, asi como los utilizados como marcadores de tamafio v

polaridad para cada ribosonda se presentan en la Tabla 7.

I1. 11. 7. Marcado de oligonucleotidos.

Los oligonucledtidos de DNA utilizados en los experimentos de hibridacién de

RNA de bajo peso molecular fijado a un soporte se¢ marcaron en el extremo 5° con ATP

Nombr e Secnencia

Oligonn cledtido a 5 GGTGTCTTCTGACAGTCTCGCAGAGGATGCCTCT ¥
Oligonn cledtido a” 5 AGAGGCATCCTCTGCGAGACTETCAGAAGACACC T
Oligonn cledtido b 5 CTGTGCGTTGGCTGTCTCTGCCGACCCACTATGGC 3
Oligonn cledtido b” 5 GLCATAGTGGOTCGGCAGAGACAGCCAACGCACAG
Oligonn cledtido ¢ 5 GATTTCCCTCAAGTGCTTCCGATCATTCGTGOTE 3
Oligonn cledtido ¢ 5 CACCACGAATCGATCCCAAGCACTTGACGGARATC 3
Oligonn cledtide d 5 AGACCGAGCCTATCTTCCTTGCCTTCTA §°

Oligonn cledtido d” 5 TACAAGOCAAGGAAGATAGGCTCGTCT 3

Oligonn cledtido e 5 GTGAATCTATTGTATCCGCCTCCCA

Oligonn cledtido e 5 TGOGAGGCGATACAATAGATTCAC 3

Oligonn cledtido f 5 TATCGCCGTCCTACCGTGGATACAR ¥

Oligonn cledtido 5 TTGTATCCACGGTAGGACGGCGATA §

Oligonn cledtide g 5 TCTAGCCACTTGTCCTCTGGTTCA §

Oligonn cledtido g 5 TGAACCAGAGGACAACTGGCTAGA §
Oligonncledtide b 8 TGAGGACGGATTATCAGTAGAAGD 3
Oligonncledtido b’ 5 CCTTCTACTGATAATCCCGTCCTCA 5

Oligonn cledtido i 5 GOCTTAACCACTCCGOCATATCTGC §

Oligonn cledtidoe i 5 GCAGATATCGGCCGAGTGGTTAACGC 3

Oligonn cledtido j 5" GTCATTCCGTTCECTCGAGCTCCA §°

Oligonn cledtido j° 5 TEGACCTCGAGCAACCGAATGACD 37

Tabla 8. Cligonucledtidos utilizados como sonda v como marcadores de tamafio en los
experimentos tipo Morthern para e andlisis de los sENAs enddgenos de M circimelloides. Los
oligonucledtidos 4 v e” son complementanios, respectivamnente, alos oligonudedtidos d v e, ¥ solo
fueron empleados como marcadores de tamafio.
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(Easytides® Adenosine 5 '-Triphosphate, [y-"'P], Petkin Elmer), utilizando
T4 Polynucleotide Kinase {(Promega), sigmendo las instrucciones del suministrador. Los
nuel edtidos libres se eliminaron haciendo pasar las sondas marcadas por una columna de
Sephadex' " G-25 DNA Grade (GE Healtheare), centrifugando durante 5 minutos a
2.000 r.pm.

La secuencia de los oligonucledtidos utilizados, que ademés de ser empleados como

sonda se¢ utilizaron ¢como marcadores de tamaiio v polaridad, se muestra enla Tabla 8.

I1. 12. Manipulacion de proteinas.

I1. 12. 1. Extraccion de proteinas solubles de E. coli.

Para preparar extractos de proteinas solubles de E. coli BL21, cultivos celulares
obtenidos en las condiciones adecuadas se centrifugaron a 13.000 rp.m. v 4°C durante
1 minuto para precipitar las c¢élulas. Previamente, se separé una alicuota de 30 pl para
analizar proteinas totales. El precipitado se¢ resuspendié en tampén de lisis a razén de
200 pl de tampén por mililitro de cultivo. Las c¢élulas se lisaron mediante sonicacién en un
sonicador automatico Labsome U (B. Braun), realizando 4 pulsos de someacién de
15 segundos con intervalos de 15 segundos entre cada pulso y manteniendo las muestras en
hielo. Finalmente, para precipitar los restos celulares y proteinas insolubles se centrifugé

durante 15 minutos a 5.000 r.p.m. y 4°C, recuperandose la fase soluble.

Para ayudar a solubilizar proteinas insolubles con sarcosil se siguié basicamente el
método de Frangiom v Neel (1993), con algunas modificaciones. El cultivo celular se
centrifugd a 7.000 g durante 10 minutos. Previamente se¢ separé una alicuota de 30 pl para
analizar proteinas totales. El precipitado se lavé con STE frio, resuspendiéndose en STE
frio con lisozima {100 pg/ml) recién preparada, a razén de 60 pl de STE por cada mililitro
de cultivo. La mezecla se mantuve durante 15 minutos en hielo v a continuacién se
afiadieron 2 pl de edetel de inhibidores de proteasas Sigma® por ¢ada mililitro de mezela,
inhibidor de serinproteasas (PMSF 0.2 mM), un agente reductor (DTT 5 mM) vy
N-laurilsarcosina al 10 %0 en STE frio hasta una concentracién final en la mezela del 0,5 %o.
La mezela se agité vigorosamente en un vortex v las células se lisaron mediante
sonicacién. Finalmente, para precipitar los restos celulares y proteinas insolubles se

centrifugd durante 20 minutos a 13.000 r.p.m. v 4°C, recuperandose la fase soluble.
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I1. 12. 2. Electroforesis de proteinas.

La separacién en funcidn del tamaiio de las proteinas presentes en los extractos de
E. coli se realizé mediante electroforesis en geles verticales de poliacrilamida (Pronadisa)
utilizando el equipo Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad) para geles de 1,0 mm de grosor.
En todos los casos se realizaron geles desnaturalizantes de poliaerilamida-SDS (SDS-
PAGE) siguiendo ¢l método de Laemmli (1970), utilizando un gel concentrador al 6 %o v
un gel separador al 10 % de poliacrilamida, cuyas composiciones se pueden consultar en el

apartado IL.3.

Las muestras se¢ prepararon e¢n un volumen total de 30 pl, a los que se afiadieron
7.5 pl de tampén de carga 5x. Tras 10 minutos de incubacién a 100 °C, las muestras se
mantuvieron 5 minutos en hielo v se cargaron en el gel. La electroforesis se llevé a cabo
durante 45 minutos a 200 V en tampén de electroforesis. Se utilizé ¢l marcador de tamafio
BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen). Los geles se transfirieron a una
membrana para realizar experimentos de Western o se fifieron directamente con una
solucidén de azul de Coomassie, eliminando ¢l colorante mediante 3-4 lavados con una

solucidn de metanol:acético:agua (30:10:60).

I1. 12. 3. Purificacion de proteinas.

La purificacién del fragmento C-terminal de la proteina Dicer2 fusionado a GST se
realizé en condiciones nativas mediante la utilizacién de la resina Glutathione Sepharose’ ™
4B (Amersham Biosciences), compuesta por bolas de sefarosa cubiertas de glutation
inmovilizado que presenta alta afimdad por la proteina GST, siguiendo basicamente las
instrucciones del sumimstrador. Brevemente, el precipitado celular obtenido a partir de
250 ml de cultivo se lavé con NaCl frio al 0.9 %6, se trituré en un mortero con alimina
(Sigma A-2039), a razén de 2 g de alumina por gramo de precipitado celular, v se
resuspendié en una solucién 1:4 de tampén de resuspension (Sacarosa 2.4 M, EDTA
10 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8,0) : tampén de lisis (EDTA 1 mM, KCl 100 mM, MgCl;
10 mM, Deoxicolato Sédico 0,1 %, PMSF 1mM, céctel de inhibidores de proteasas
S1igma® 1:100, Tns-HCl 50 mM, pH 8,0), a razén de 6 ml por gramo de precipitado. Tras
centrifugar 20 minutos a 10.000 r.p.m. v 4°C (Rotor JA-20, centrifuga Beckman J2-21), el

sobrenadante se incubd con la resina de glutatién-sefarosa a razén de 200 pl de resina
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(50% wvi/v en HEPES 10 Mm pH 8,0, DTT 1 mM) por cada 250 ml de cultivo celular. La

incubacién se llevd a cabo durante 1 hora a 4°C con agitacién suave.

La mezela de unién se centrifugd 2 minutos a 1.500 r.p.m. v, tras eliminar el
sobrenadante, la resina se sometié a tres lavados con tampén de lavado (glicerol 10 %, KCl
100 mM, MgCl; SmM, ZnCl; 0,1 mM, EDTA 0,1 mM, Nonidet P-40 0,1 %, DTT 2 mM,
HEPES 10 mM, pH 8) para eliminar las proteinas unidas inespecificamente, incubando

durante 5 minutos a 4°C con agitacidn suave.

Finalmente, la proteina de fusién GST-Dicer2 se eluyé afiadiendo a la resina 50 pl
de tampén de elucidén (glicerol 10 %, KCI 100 mM, MgCl: 5 mM, ZnCl; 0,1 mM, EDTA
0,1 mM, DTT 2 mM, HEPES 10 mM, glutatién reducide 10 mM, pH 9.0) incubando
durante 10 minutos a 4°C con agitacién suave. El sobrenadante se recuperd tras centrifugar
1 minuto a 5.000 rp.am. v se conservd a -70°C. La matriz de glutatién-sefarosa con la

proteina que no se habia eluido se conservé en 0.5 volimenes de tampén de
almacenamiento (NaCl 150 mM, DTT 5 mM, Glicerol 10 %, HEPES 50 mM, pH 7,4) a
-70°C.

Para purificar la proteina de fusién GST-Dicer? solubilizada con sarcosil (ver
Apartado I1.12.1), se afiadié a la fraccién de proteinas solubles Triton® X-100 (Sigma)
preparado al 10 % en STE frio hasta una concentracién final en la mezcla del 2%. Los
detergentes no iénicos como el Triton X-100 secuestran las moléculas de sarcosil mediante
formacion de mcelas mixtas, posibilitando la unién de las proteinas de fusién a 1a matnz
de glutatién-sefarosa. La mezela se agité vigorosamente en un vértex y se incubd con la
resina de glutatién-sefarosa siguiendo el procedimiento deserito anteriormente. La Ginica
variacién del proceso fue que, tanto para el equilibrado de la matriz de glutatién-sefarosa

como para ¢l lavado de proteinas unidas inespecificamente, se utilizé PBS frio.

I1. 12. 4. Dialisis de proteinas purificadas.

La proteina de fusién GST-Dicer2 purificada mediante cromatografia de afinidad a
glutatién-sefarosa se dializé utilizando el sistema de didlisis para pequefios volimenes
GeBAflex-tube 2 ml cap (Gene Bio-Application), siguiendo las instrucciones del
surmninistrador. Para el tampén de didlisis (KCl 50 mM, MgCl; 5 mM, DTT 1 mM, glicerol
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20 %, Tris-HC1 20 mM, pH 7,5) se utilizé una composicién similar a la del tampén de

digestion empleado en los ensayos de actividad enzimética (ver Apartado I1.14.3).

I1. 13. Inmunodeteccion de proteinas.

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida se

transfirneron a un soporte sélido para ser detectadas por anticuerpos especificos mediante la

téenica de "Western-blotting” ( Towbin et of., 1979; Burnette, 1981).

I1. 13. 1. Transferencia de proteinas a membranas.

Las proteinas sometidas a electroforesis fueron electrotransferidas desde ¢l gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (PROTRAN®, Whatman) mediante un
sistema semi-seco utilizando el equipo Semi-Dry Electrobloting Umt (Sigma). La
transferencia se¢ realizé durante 45 minutos a 200 mA de intensidad, utilizando tampén de
transferencia para proteinas (Glicina 39 mM, metanol 20 %, SDS 0,037 %, Tris 48 mM,
pHE.8).

I1. 13. 2. Revelado de las membranas por inmunodeteccion.

Una vez realizada la transferencia, 1a membrana se sumergié durante una noche en
tampén PBST con un 5 % de leche desnatada como agente bloqueante. Al dia siguiente, se¢
eliminé la solucién mediante un lavado de 10 minutos en tampén PBST v se incubd la
membrana durante una hora en presencia del anticuerpo primario anti-GST (Sigma) a una
dilucién 1:4000 en 7,5 ml de PBST con 5 % de leche desnatada. Tras eliminar el exceso de
anticuerpo con tres nuevos lavados de 10 minutos con PBST, se¢ incubé la membrana
durante 1 hora con una dilucién 1:2500 de anticuerpo secundario anti-IgG de ratén
{Amersham Biosciencies) en 7.5 ml de PBST con 5 % de leche desnatada. El exceso de
anticuerpo secundario se eliminé mediante otros tres lavados con PBST. Los lavados v las
incubaciones con los anticuerpos se¢ llevaron a cabo a temperatura ambiente y con

agitacidn suave y constante.
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e, . TM
Para el revelado se utilizé el sistema Amersham

ECL™ Western Blotting
Analysis System (GE Healthcare). Tras afiadir el reactivo que contiene el sustrato
fluorescente para la peroxidasa unida al anticuerpo secundario, la membrana se expuso a

una pelicula Amersham Hyperfilm' " ECL (GE Healthcare) durante 2 - 5 minutos.

I1. 14. Ensayo de actividad Dicer.

Para el analisis iz vitro de la actividad ribonucleasa de la enzima Dicer de
M. circinelioides se siguié basicamente el procedimiento de Ye v Liu (2008), con algunas

modificaciones.

II. 14. 1. Preparacion de RNA de doble cadena (dsRNA) marcado

radiactivamente.

El RNA marcado radiactivamente se preparé mediante transeripcién in vitro
siguiendo ¢l procedimiento deserito en ¢l apartado II.11.6. En la reaccidn se incluyeron
dos moldes de DNA, el plasmido pMAT679 v el plasmudo pMAT688 linearizados
mediante digestion con la enzima Xb ol Dichos plasmidos contienen la misma secuencia de
0,5 kb del extremo 5° del gen carS de AL circinelloides clonada en el plismido
pBlueseript IT SK (Stratagene) en las dos orientaciones posibles respecto al promotor T7.
Tras la eliminacién de los moldes con DNasal, la reaccidén se detuvo adicionando 115 pl
agua bidestilada tratada con DEPC, 15 pl de acetato sédico 3 M (pH 5,2) ¢ incubando a
90°C durante 1 mnuto. Los 150 pl de mezela se incubaron a temperatura ambiente durante
1 hora para permitir que las cadenas de RNA con sentido v antisentido hibridasen entre si.
A continuacién se afiadieron 150 pl de fenol acido/cloroformo a temperatura ambiente v se
agité vigorosamente en un vortex durante 30 segundos. Después de centrifugar durante
5 minutos a 13.000 r.p.m. se transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo y se repitié el
proceso de extraccién con fenol/cloroformo. El RNA de la fase acuosa se precipitd
mediante la adicién de 3,5 pl de glicdégeno (5 mg/ml) v 300 ul de etanol 100 %, incubacidn
a -20°C durante 1 hora y centrifugacién a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos a 4°C. El
precipitado se lavé con etanol 70 %o, se dejé secar a temperatura ambiente durante

10 minutos y se resuspendidé en 50 pl de agua bidestilada tratada con DEPC.
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El dsRNA marcado con [a-""P] UTP sc sometié a un tratamiento con RNasas para
eliminar los fragmentos de cadena sencilla presentes en la mezela. Para ello, se digirié con
RNasa A y RNasa Tl siguiendo las instrucciones del kit RPA IIT™ Ribonuclease
Protection Assay (Ambion), excepto que el paso final de inactivacién de las RNasas se
sustituyd por una extraceién con fenol deido/cloroformo y precipitacién con etanol 100 %o

v glicégeno. Finalmente, se resuspendié en 50 pl de agua bidestilada tratada con DEPC.

1 pul del dsRNA marcado radiactivamente se afiadié a 1 ml de coctel de centelleo
OptiPhase HiSafe 3 (PerkinElmer) v se utilizé para determinar las epm/ul con un contador
de centelleo beta Wallac Winspeciral 1414, Una alicuota del dsRNA se diluyé hasta
1 x 10° epm/ul. 1pl de ese dsRNA se sometié a electroforesis no desnaturalizante durante
135 minutos a 300 V en un gel al 6 % de poliacrilamida en TBE 0,5x. A continuacidn, el gel
se puso en contacto con una pelicula Kodak® BioMax " MS Film (alta sensibilidad) y se
dejd exponiendo a 4°C durante 15 minutos. Tras ese tiempo se reveld la pelicula v se
comprobé que el dsRNA no habia sufrido degradacién a lo largo de todo el proceso.
Alicuotas de la preparacion de dsRNA se conservaron a -20°C durante 2-3 semanas,

valorindose las epm/pl del dsRNA marcado antes de cada uno de los ensavos de actividad.

II. 14. 2. Procesamiento de dsRNA por la proteina Dicer2 de

M. circinelloides .

Los ensayos de actividad de las proteinas Dicer2 purificadas se llevaron a cabo en
un volumen total de 20 pl conteniendo aproximadamente 100 ng de proteina Dicer2, ATP
1 mM, DTT 1 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 100 mM, Tris-HCl 20 mM (pH 7,5) v 1 pl de
dsRNA marcado radiactivamente (diluido hasta 1,5 x 10° cpm/pl). Para ¢l ensayo con la
proteina de fusién GST-Dicer2 dializada se aumenté el volumen hasta 40 pl v se sustituyé
el NaCl 100 mM por KCI 50 mM. La mezcla de reaccidn se incubd a 37°C durante toda la
noche. También se ensayaron distintos tiempos de incubacién (30 minutos v 1 hora),
temperatura de mncubacién {(30°C) y tampones de reaccion (Ye y Liu, 2008). La digestion
s¢ detuvo mediante adicién de 200 pl de acetato sédico 0.3 M (pH 5,2). A continuacién se
hizo una extraccién del RNA con 200 pl de fenol/cloroformeo. La fase acuosa se mezelé
con 500 pl de etanol 100 % v 3,5 pl de glicégeno v se incubé a -20°C durante toda la
noche, precipitindose el RNA tras centrifugacién a 13.000 r.p.m. durante 30 minutos a

4°C. El precipitado se lavé con etanol 70 % antes de dejarlo secar a temperatura ambiente

68



Matericles y Adtodos

durante 10 minutos. Finalmente, se resuspendid en 5 pl de tampén de carga-formamida 2x

y s¢ hirvié durante 5 minutos.

Las muestras de dsENA incubadas con las proteinas Dicer se sometieron a
electroforesis desnaturalizante durante 2,5 - 3 horas a 300 V en geles del 16 % de
poliacrilamida (19:1 acrilamida:bisacrilamida), contemiendo wrea 7 M v TBE 0j3x,
utilizando como tampoén de electroforesis TBE 0,5x. Se utilizé el marcador de tamafio de
RNA Decade " Marker System (Applied Biosystems/Ambion) marcado con [y-"-P] ATP
(Easytides® Adenosine 5°-Triphosphate, [v-"P], Perkin Flmer), siguiendo las
instrucciones del surmmstrador. A continuacién, el gel se puso en contacto con una
pelicula Kodak® BioMax'™ MS$ Film (alta sensibilidad) v se¢ dejé exponiendo a 4°C

durante 2-4 horas.

II. 15. Rastreo de la genoteca de DNA genomico en el fago lambda.

La genoteca gendémica que se¢ rastred para la busqueda del gen dicer? de
M. circinelioides habia sido construida previamente (Quiles-Rosillo, 2001) en el vector
LambdaGEM®-11 (Promega), utilizando DNA de la estirpe de AL circinelloides
- lusttanicns CBS 277.49.

II. 15. 1. Titulacion de 1a genoteca.

La estirpe LE392 de E. coli se infecté con la genoteca de DNA gendmico de
M. circinelioides siguiendo las recomendaciones del summmstrador (Genome Cloming
Technical Manual, Promega) con ligeras modificaciones. Una colonia de la estirpe LE392
s¢ inoculd en 1 ml de medio LB suplementado con 0,2 % de maltosa v MgS0O4 10 mM,
incubindose toda la noche a 37°C v 250 r.p.m. Al dia siguiente, se inocularon 25 ml del
mismo medio con 500 pl del cultivo erecido toda la noche. Se incubé a 37°C v 250 r.p.m.
hasta que aleanzé una D.O. a 600 nm de 0,6-0,8 {aproximadamente 2,5 horas). Las células
se precipitaron mediante centrifugacién a 2500 r.p.m. durante 3 mnutos a 4°C,
resuspendiéndose ¢l precipitado en tampén de resuspensién. Las eélulas asi preparadas se

infectaron inmediatamente.
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Para la infeccién, se mezelaron 100 pl de 1a dilucién apropiada de fagos en tampdn
de fagos con 100 pl de células LE392. La mezcla se incubé durante 30 minutos a 37°C
para favorecer la adsorcién del fago. Posteriormente, se sembré con agar de cobertera
(0,7 % agarosa v MgS0O,s 10 mM) en cajas con LB. Una vez solidificado el agar de
cobertera, se incubaron las cajas invertidas a 37°C durante toda la noche. Al dia sigmente

s¢ estimé el nimero de unidades formadoras de placa por ml (u.f.p/ml).

I1. 15. 2. Transferencia de los fagos a membranas de nailon.

Una wvez conocido el titulo de la genoteca, se sembraron aproximadamente
10.000 u.f.p. repartidas en 3 cajas de 13,5 em de didmetro con medio LB, como se describe
en ¢l apartado IL15.1. Tras una noche a 37°C, las cajas se incubaron a 4°C durante
aproximadamente 1 hora, para endurccer ¢l medio y asi favorecer que la agarosa no se
uniese a la membrana. A continuacidén se colocaron las membranas (Colony/Plaque
Screen' " de 132 mm, NEN'") sobre las calvas, sefialando la orientacién, y se dej6 reposar
durante 5 minutos para permitir la adhesién de los fagos a la membrana. Las membranas se
secaron durante 10-20 minutos a temperatura ambiente v se sometieron a los siguientes
tratamientos sucesivos para desnaturalizar y fijar el DNA: 10 minutos con 4 ml de solucién
de desnaturalizacién (NaOH 0.5 M, NaCl 1,5 M, pH12), con la cara la membrana
portadora de los fagos hacia arriba; 10 minutos con 4 ml de solucién de neutralizacién
{TrnsHCl 1M pH 7.5, NaCl 1,5 M), v por altimo, 5 minutos ¢on 4 ml de 2x SSC.
Finalmente, los filtros se dejaron secar en papel Whatman v se incubaron durante 2 horas a
80°C para fijar el DNA. Las membranas se conservaron a 4°C hasta el momento de ser
hibridadas con las distintas sondas, asi como las cajas con los fagos, para poder recuperar

aquellos que diesen sefial positiva tras cada hibridacién.

I1. 15, 3. Aislamiento de clones positives tras la hibridacion.

Las membranas con ¢l DNA de los fagos se hibridaron con sondas de DNA
mediante 1a téenica descrita en el apartado I1.9.7. Las calvas que contenian fagos cuyo
DNA hibridé con las sondas utilizadas se recogieron de la caja de infeecién con ayuda del
extremo ancho de una pipeta Pasteur. Para liberar los fagos del medio de cultivo, se

afiadieron 0,5 ml de tampén SM v 10 pl de eloroformo, incubindose lamezcla durante una
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hora a 37°C v 250 r.p.m. A continuacién, los fagos seleccionados se sometieron a una
segunda ronda de hbndacion para identificar los clones positivos. Para ello, células de
E. coli LE392 se infectaron ¢on diluciones apropiadas de cada una de las preparaciones de
fagos seleccionados con objeto de obtener calvas aisladas. Calvas aisladas de cada clon
positive (30-40 calvas por clon) se transplantaron sobre un césped de E. coli LE392 con
ayuda de palillos estériles v se incubaron a 37 durante toda la noche. A la mafiana
siguiente, los fagos se transfirieron a un filtro v se volvié a hibridar con la misma sonda.
Los fagos que dieron sefial positiva se recuperaron del medio de cultivo tal v como se ha

descrito anteriormente.

I1. 15. 4. Aislamiento de DNA del fago lambda.

Los fagos aislados en ¢l rastreo se mezelaron con células de E. coli para permitir la
adsoreién del fago. Una colonia de la estirpe LE392 se inoculé en 5 ml de medio LB
suplementado con 0,2 % de maltosa y MgS O, 10 mM, incubindose toda la noche a37C y
250 r.p.m. Al dia siguiente se infectaron 500 pl del cultive de E. coli con 100 pl de los
fagos aislados, para lo que se incubd 1a mezela durante 20 minutos a 37°C. La mezela de
fagos y células se inoculé en 100 ml de 1B conteniendo MgSO4 10mM en un matraz de
230 ml, incubindose a 37°C v 200 r.p.m. hasta observar ¢l inicio de la lisis celular (de 5 a
7 horas).

Posteriormente, se¢ completé la lisis de las bacterias mediante 1a adicién de 1 ml de
cloroformo, agitando durante 15 minutos a 37°C. Los restos cclulares se eliminaron
centrifugando 10 minutos a 8.000x g. El sobrenadante se recuperd en un tubo estéril v se
almacend a 4°C (hasta 6 meses). Como paso previo a la extraceidén del DNA del fago, se
climinaron ¢l DNA v RNA bacterianos mediante la incubacién con DNasa I (1pg/ml)
{(Roche) y RNasa A (1pg/ml) (Sigma) durante 30 minutos a3 7°C. Los fagos se precipitaron
mediante la adicién de 3.8 g de NaCl v 93 ¢ de PEGE000 e incubacién durante 60 minutos
en hiclo o toda la noche a 4°C. El precipitado obtenido por centrifugacién durante
20 minutos a 8.000 rp.m. (Rotor JA-14, centrifuga Beckman J2-21) se resuspendié en
10 ml de tampdn de fagos. A ¢ontinuacién se adicionaron 100 pl de SDS 10 % v 100 ul de
EDTA 0,5 M pH 8,0, incubando durante 15 minutos a 68°C. Tras la incubacién, se
precipité ¢l DNA afiadiendo 10 ml de i1sopropanol v manteniendo la solucién a -20°C

durante al menos 2 horas. Después de centrifugar durante 10 minutos a 10.000 r.p.m. a 4°C
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v eliminar ¢l sobrenadante, se afiadié etanol al 70 %6 y se centrifugé durante 2 minutos a
6.000 r.p.m. v 4°C. El precipitado se dej6 secar a temperatura ambiente v se resuspendié en
1 ml de tampén de fagos con 10 pl de SDS 10 % v 10 pl de EDTA 0.5 M a pH 8,0. A
continuacién se realizé un tratamiento con fenol-cloroformo para climinar restos de
proteinas v el DNA se precipité con isopropanol como se indica en el apartado I1.9.1. El

precipitado obtenido se resuspendié en 30-50 pl de agua bidestilada estéril v se almacené a

-20°C.
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I1L. 1. Clonacion y caracterizacion del gen dicer2 de M. circinelloides.

Estudios previos en nuestro laboratorio han revelado que el mecanismo de
silenciamiento génico inducido por transgenes permanece intacto en los mutantes dicerl” v
que éstos contintan generando los siIRNAs de 21 v 235 nt. Esto implica la existencia de, al
menos, un gen dicer adicional. Asi, el primer objetivo de este trabajo fue la identificacion
de un segundo gen dicer de M. circinelloides que fuera responsable de la biogénesis de los
siRNAs en el mutante dicer!. La aproximacién que se siguidé consistié en realizar
reacciones de PCR con cebadores disefiados a partir de secuencias conservadas de la
proteinas Dicer de los hongos 5. pombe v M crassa, utilizando DNA gendmico del
mutante dicer!” como molde. Las amplificaciones se hicieron con el cebador dicerd,
disefiado en base ala secuencia del dominio helicasa, v ¢l cebador dicer3, disefiado a partir
del segundo domimo RNasalll. Ambos cebadores presentaban una degeneracién completa
en su extremo 3°. El empleo de esta pareja de cebadores en condiciones de hibridacion
poco restrictivas (50°C) permitid, en su momento, amplificar la regién central del gen
diceri. Sin embargo, las diversas reacciones de amplificacién que se llevaron a cabo
utilizando DNA genémico del mutante dicer!” como molde no rindieron ningtn fragmento
con homologia con genes dicer. La dispombilidad pablica de la secuencia gendmica de

R arpzae (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/rhizopus oryzae/Home.html), un

hongo cigomiceto filogenéticamente muy préximo a AL circinellcides, permitié disefar

cebadores con los que iniciar de nuevo la bisqueda de un segundo gen dicer.

IIL. 1. 1. Amplificacion de la region comprendida entire el dominio PAZ ¥

los dominios RNasalll del gen dicer2 mediante cebadores degenerados.

La clonacién del segundo gen dicer de M. circinelloides se abordé mediante el uso
de cebadores degenerados disefiados a partir de regiones conservadas de uno de los genes
dicer de K. oryzae. En el genoma de K. oryzae aparecen dos secuencias con elevada
homologia con ¢l gen dicer! de M. circinelloides, una de cllas correspondiente a un gen
dicer truncado en su extremo 3°. De estas dos secuencias, la proteina deternmnada por el
gen completo (RO3G 15434.3) es la que mavor grado de identidad (39 %6) comparte con el
gen dicer! de M. circinelloides, por lo que el gen truncado de E. orpzae podria ser el
posible homélogo de un segundo gen dicer de M. circinelloides. En base a la secuencia de

aminoacidos deducida para el gen truncado de R oryzae se diseharon tres cebadores

75



Fosultados

degenerados: dicertruncl, correspondiente a la regién que conecta los dominios DUF283 v
PAZ, v dicertrunc2 y dicertrune3, correspondientes al domimo PAZ (Figura 14A;
Tabla 9). 51 bien el dominio PAZ presenta muy poca homologia entre las proteinas Dicer

de diferentes organismos, no sucede lo mismo al considerar exclusivamente el grupo de los

A Dominio PAZ
dicertrunl dicertrund o
Dominio R asalllb

dicertrun3 i i

& pombe dicer

6 — N crazmadell _ —
A—

" — N crazsadcll —

dicertrunc]l  dicertrunc?  dicertruncl
dicers dicers dicers

Figura 14. Amplificacion de un fragmento del gen dicer? de M circxelcides mediante cebadores
degenerados. (A) Ezquema de la estrategia seguida para el disefio de los cebadores degenerados utilizados
en la reaccidon de amplificacidn. (B) Amplificacion del gen dicer? de Af circinellnides (flecha hlanca) con
los cebadores dicertrunc? v dicerS. M: GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas).

CEBADOR SECUENCIA DEGENERADA

dicertruncl 5 ATATG(CTIAT CTACT)AC(AGCTIAA(AGAAAGDCC - 37
dicerrunc?  5° - COAATAAABCTIGCIAGCT)AGCTIGT(AGCTITA - 37
dicertruncd 5 - COAATAACGCTIGC(AGCTITCAGCTIOT(AGCTITA - 3°

dicers 5 - TCGAAGAT(AMGC(ART CAGCC GAAADALCTITC -3

Tabhla 9. Cebadores degenerados utilizados para amplificar el gen dicer? de AL circinelinides. Entre
paréntesis se indican los sitins de degeneracidn.
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hongos, en los que constituye un dominio bastante conservado; de ahi que se utilizase
como patrén sobre el que disefiar los cebadores. Los tres cebadores se utilizaron en
reacciones de amplificacidén independientes junto al eebador dicer5. El tamafio esperado
del producto de PCR era aproximadamente de 1.5 kb para la pareja de cebadores
dicertruncl-dicer3, v de aproximadamente 0.9 kb para las parejas dicertrun2-dicer3 y
dicertrunc3-dicer5. Utilizando DNA gendmico de la estirpe MU406 (dicer!) de
M. circinelioides eomo molde y una temperatura de hibridacién de 52°C, se obtuvo un
producto de amplificacién de aproximadamente 0,88 kb en la reaccidén con los cebadores
dicertrunc? v dicer5 (Figura 14B). El fragmento amplificado se cloné en el plismido
pGEM-T Easy y todos los clones resultantes que mostraron diferencias en cuanto al patréon
de corte con distintas enzimas de restriceién fueron secuenciados. La comparacién de las
secuencias de aminodcidos deducidas para cada clon con las depositadas en los bancos de
datos revel 6 la elevada similitud de una de ellas con proteinas Dicer de varios organismos.
Esta secuencia mostraba una identidad del 43 % vy una similitud del 62 % con la secuencia
de la proteina Dicerl de M. circinelioides (WU-Blast2, E=3.0¢*"). Sin embargo, la
secuencia con la que guarda mayor 1dentidad (80 %) es con la de la proteina putativa Dicer
completa de R. oryzae (WU-Blast2, E=¢"'"") (Figura 15; Tabla 10). En basc a estos datos

se denominé dicerZ al gen identificado en M. circinelloides. El plasmido portador del

fragmento de 0,88 kb del gen dicerZ se denomind pMAT1203.

Me Me Fe. Dicerl Feo. Dicer
Dicerl Dicerd rotnpletn truncadn
M circinellaides Dicerl
A circinelloides Dicer? 43 3%
£ arypzae Dicer] completn 41,0% 80,6%
E aryzae Dicer truncado 41,8% 4% 0 40,745

Tabla 10. Porcentge de identidad de la proteina Dicerd (fragmento amplificado) de Af circizedoides con
otras proteinas Dicer (EMBOSS Align). En la comparacidn se han excluido los aminoacidos
correspondientes a los cebadores degenerados. Ad o M crcimelloides, Ro. R oryzae.
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AL ¢ Dhacer?
E o Dicerl
AL ¢ Dacerl
F o Dicertrunc

Af ¢ Dicerl
E o Dicerl
Af ¢ Dicerl
R o, Dicertrunc

w o

5
61
]

(=

AL ¢ Dacerl
F o Dicerl
AL ¢ Dacerl
F o Dicertrunc

Af ¢ Dacerl
FE o Dicerl
AL ¢ Dacerl
i R o Dicertrunc

Af ¢ Dicerd 227
R o Dicerl 227
Af ¢ Dicerl 241
F o, Dicertrunc 222

Figura 15. Comparacion de las secuencias de armnodcidos deducidas para los dos genes dicer de B onzae
v el gen dicer? de M circimelloides con el fragmento amplificado del gen dficerZ. Sobre fondo negro
aparecen los aminoacidos idéntidos v sobre fondo gris los aminoacidos similares. Las lineasrojas indican las
secuencias correspondientes alos cehadores utilizados. A o M circinelloides; R o R arveae.

IIL. 1. 2. Clonacién y secuenciacion de la region genémica completa del

gen dicer2.

III. 1. 2. 1. Analisis de clones seleccionados tras hibridacion en

condiciones no restrictivas con una sonda del gen dicerl.

El primer paso ¢n la clonacién de la secuencia completa del gen dicerZ consistié en
el anilisis de 27 clones (clones 1 a 27) del fago lambda que habian dado una sefial positiva
débil en el escrutinio, realizado con anterioridad a este trabajo, de una genoteca genémica
de la estirpe silvestre de M. circinellaides en LambdaGEM®-11. El rastreo se llevé a cabo
utilizando condiciones de hibridacién poco restrictivas (55°C y concentracidn salina alta) v
una sonda de 2,5 kb correspondiente a la region central del gen dicer! de M. circinellaides.

Tras la seleccién de esos 27 clones, 20 calvas de cada clon inicial se sometieron a una
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nueva hibridacién empleando condiciones restrictivas (65°C v baja concentracién salina)
para asegurar la hibridacién homdéloga con el fragmento de 0,88 kb del gen dicer? mslado
del plasmido pMATI203 (ver Apartado II1.1.1). En este nuevo anilisis se obtuvo seifial

positiva para todas las calvas de uno (clon 20) delos 27 clones analizados.

Fl DNA de dos de las calvas del clon positivo se digind con las restrictasas EcoRJ,
Xhol, Sall, Bam HIy Sacl de forma independiente. Los productos de digestion se separaron
mediante electroforesis v se hibridaron con el fragmento de 0,88 kb del gen diverZ. La
digestién con EcoRT libers dos fragmentos de aproximadamente 3,5 kb v al menos uno de
ellos era el responsable de la sefial observada tras la libridacién (Figura 16), si bien la
secuencia del gen podia extenderse a lo largo de ambos, mas alla de la regién empleada
como sonda. Asi, se clonaron los dos fragmentos en el plismido pBlueseript,
secuenciandose los extremos de ambos insertos. Se comprobé que sélo uno de ellos

contenia la regién homdéloga al gen dicer?, a falta de su extremo 3°. El plasmido portador

A B

Clan 20 Calva L Clon 20 Calra 2 Clon 20 Calra L Clon 20 Calra2

Fcoll Xhal Szl Baw HI Szcl W HcoR Xho! Sall Bawm&! Sacl Bcalt Yhal G2l BawE! Jzc! W Zcol! Yhal Szl BawEI Szl

Figura 16. Identificacion del gen cdrer? de AL circinelloides. Se muestra el andlisis del clon gendmico
pottador del gen dicer? identi ficado tras el estudio de 27 clones obterddos en el escrutinio de la genoteca de
lambda de M circimellzides con una sonda del gen dicerd. (A4) Patrones de restnccidn de dos clavas del
clon 20 con las enzimas FeoRS, Xhol, Sall, BamAi v Sacl Las flechas amanllas sefialan las dos bandas
FeoRl de 5,5 kb, la banda BroRS de 2,7 kb v la banda Saff de 1,9 kb que se clonaron para obtener la
secuencia del gen dicer? (B) Hibridacidn tipo Southern del gel presentado en & transferido a una
membrana. Como sonda se empled el fragmento de 0,88 kb del gen dicer? de M cirdpelicides obtentdo
mediante amplificacion con oligomucledtidos degenerados (sonda a Figura 17). Las flechas rojas indican la
banda BcoRide 5,5 kb v labanda Seii de 1,9 kb, M A DN AMH ad LT (Fermentas),
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de este fragmento EcoRT de 5,5 kb se denominé pMATI208. La clonacién del tercer
fragmento, de aproximadamente 2,7 kb, liberado con la digestion EcoR7 de los brazos de
lambda (Figura 164), v la posterior secuenciacién de sus extremos, descarté que la
secuencia restante del gen dicer? estuviera contenida en esa zona v permitié deducir la

disposicién de todos los fragmentos de restriceion obtenidos en el analisis 1nicial

{Figura 17A).

A Ecalt EcaRf EcaR! Eca R
27 kn)l(— 55 kb }I{ 5.5 kb }”
Erazo A CLOM 20
T7 T DB2
- e
ol ol Eoohl
If 5.5 kD EE,.I |
— —
gen secd = gen dicer?
11 le 1,8 kb >
Sall Sail Sail Sail
A A i i <t A A
DBLT JzH DB3 17 DBl T7 T7
Sondaa
Sondah
Sondare
DB
—
JR—— —_—
gen dicerd = oan Caxt
!=: 4 8 kb >!
ol Xivo!
ff— ajj—
DBLY T7
EcaRf! EcaRf EcaR! EcaRf EcaR
CLON 29
3,5 kb }!{ B8 kb }!( 4,8 kb
Xhat Xhat Xhat Xhat

Figura 17. Esquema delaclonaciin de la secuencia gendmica completa del gen dicer? de M circinelloides.
(40 El clon 20 fue aislado junto a otros 26 clones utilizando como sondaun fragmento del gen dicerd (no
mostrada) v fue selecdonado tras la hibridacion con un fragmento del gen dicerZ (sonda a) obtenido
mediante PCR con cebadores degenerados. (B) El clon 29 se obtuvo en un rastreo e sove de la genoteca
utilizandno las sondas b v o El clon 20 carece delos dltimos 300 ph del gen dicerZ; el clon 29 contiene el gen
completo ¥ las regiones gendmicas advacentes. Las flechas rojas indican los cebadores utilizados parala

secuenclacion.
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Conociendo esa ordenacién, resulté evidente que el extremo 37 del gen dicer? se
encontraba adyacente a uno de los brazos de lambda. 51 bien sélo las digestiones Xhol y
Sacl liberan completamente ¢l inserto contenido entre los dos brazos del genoma del fago,
la disposicién del fragmento Sall, de aproximadamente 1,9 kb, que daba sefial de
hibridacién en el Southern (Figura 16B) lo hacia candidato para contener el final del gen
dicerZ, en ¢l caso de que éste se encontrase realmente en el clon de lambda aislado. La
clonacidn y secuenciacién del citado fragmento permitié ampliar la secuencia conocida del
wen dicerZ, si bien constaté la ausencia del extremo 37 en el clon de lambda seleccionado v
la necesidad de realizar un escrutinio de la genoteca wb fmitio, con el fin de conocer la

regién genémica completa.

IIL 1. 2. 2. Clonacion de la regién genomica completa del gen dicer2.

El primer paso consistié en la titulacién de la genoteca gendmica de
M. circinelioides, para lo que se infectd la estirpe de E. coli LE392 con diluciones seriadas
de la misma, estableciéndose el titulo de dicha genoteca en 62 x 10° ufe/ul. A
continuacién se realizé una nueva infeccién que generd unas 10000 calvas repartidas en
3 cajas de 13,5 cm de didmetro (ver Materiales y Métodos). El escrutinio de la genoteca
se¢ llevd a cabo con una sonda de 2.5 kb del gen dicer? comprendida entre la regién central
v el extremo 3° (Figura 17B, sonda b). Se obtuvieron 16 calvas positivas (clones 28 al
43), cuya sefial fue comparada con la obtenida en una nueva hibridacién de los filtros con
una sonda de 480 pb correspondiente a la regidn final del gen dicer? (Figura 17E,
sonda ¢). Este fragmento, ausente en el clon obtemdo en el primer rastreo, se obtuvo en un
experimento de 3'RACE para determinar el extremo 37 del gen dicer? (ver Apartado
II1.1.3.1). Como resultado de 1a comparacidn de las sefiales de ambos rastreos se descarté
uno de los 16 clones, cuyo DNA no habia hmbridado con la segunda sonda y por tanto debia
carecer de la secuencia completa del gen dicerZ. De las 15 calvas originales se aislaron
6 de forma individualizada (clones 28, 29, 34, 36, 40 v 41) mediante diluciones seriadas,
con el fin de 1dentificar los clones concretos responsables de 1a sefial observada. Para ello,
35 calvas individuales de cada una de las 6 seleccionadas fueron sometidas a una nueva
ronda de hibridacién (ver Materiales y Métodos) con 1a sonda de 2,5 kb v en los 6 casos
s¢ obtuvo alguna calva que dio sefial positiva. El DNA aislado de 5 de los clones positivos

{clones 29,34, 36, 40 v 41) se digirié de forma independiente con las enzimas Yhol v Sacl,
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y tras separar los productos de digestién mediante electroforesis, éstos se hibridaron con la
sonda de 2,5 kb (Figura 18). Los resultados permiten concluir que el fragmento de
aproximadamente 4,9 kb resultante de la digestién con Jhol del DNA del clon 29 debia

contener el final del gen dicer? v 1a secuencia aguas abajo del mismo (Figura 17B). Este

A B

Thal et rhal Sacd
i i A A
Minggy 2934 3640 41 M 29 34 38 40 AL gogiw M2 #0360 40 41 M 29 34 36 40 4L g

w W

Figura 18. Analisiz de los clones gendmicos portadores del gen dicer? identificados en el segundo
escrutinio de la genoteca de lambhda de Af cirdmellcides. (4) Patrones de restriceidn de los clones 29, 34,
36, 40 v 41 con las enmmas Xhol v Sacl La flecha amarlla sefiala la banda Xhaf de 4,9 kb que fue
clonada para tener la secuencia completa del gen dicer? v la region genomica aguas abajo.
M: GeneRuler™ DNA Ladder Miz (Fermentas). (B) Hibndacion tipo Southern del gel presentado en &
transferido a una membrana Como sonda se empled un fragmento de 2.5 kh del gen dicer? que se
extiende desde la regidn central del gen hacia su extremo 3° (sonda b, Figura 17B). La flecha roja indica
labanda Xfef de 4.9 kb

fragmento se cloné en el plasmido pMATI1208, que contenia ¢l fragmento EroRI de 5.3 kb
con la mayor parte de la secuencia del gen dicer? v que fue construido durante la primera
busqueda del gen dicer?. La regidn de 4,9 kb comprendida entre los puntos /0! sustituia
ahora a la secuencia entre el punto ol que se encuentra en la regién central del gen, v el
punto EcoRl del extremo 3° (Figura 19). El plismido resultante se denominé pMAT1220.
La secuenciacién del fragmento incluido en este plasmido con cebadores umversales v
especificos (Figura 17) permutié obtener un contiguo de 7941 pb que contiene el gen
dicer? completo, incluyendo 5073 pb de la regién estructural v las secuencias reguladoras
(Figura 20). Aguas abajo del gen dicer? existe una pequefia regién intergénica seguida de
una nueva fase de lectura abierta que presenta una elevada similitud con genes cox. Esta

familia de genes cifra distintas subumdades del complejo citoecromo ¢ oxidasa, el
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Figura 19. Ezquema de la construccidn del plasmido pMATI1220, que contiene el gen dicer? completo v las
secuencias adyacentes. El fragmento ¥hef de 4,9 kb del clon 29 se utilizd para sustituir el fragmento de
2,5kb del plasmido pMMATIZ08, comprendido entre e punto Xkof localizado en el poli-linker ¥ el punto
Xhol presente en la secuencia del gen dicer?. En turquesa se indica la region codificadora del gen dicerZ ¥
en morado laz regiones gendmicas adyacentes. Los numeros indican posiciones de la secuencia del gen
dicer?, sendo +1 la posicidn que corresponde al primer nucledtido del triplete de iniclacon de la
traduccidn.

componente terminal de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Aguas arriba

del gen dicer? v en 1a misma orientacién que éste, se encuentra una nueva fase de lectura
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abierta que presenta similitud con secs, uno de los genes del complejo “exocyst”
(Figura 20), responsable de que el proceso de exocitosis se lleve a cabo de forma
asimétrica en las células cucariotas. En la regién intergénica (334 pb) v aguas arriba del
posible codén de inicio de la traduccidn del gen dicer?, se encuentran una regién rica en
pirimidinas de 52 pb v una secuencia CAAT (Figura 20), s1 bien carece de un motivo

candnico TATAAA, algo que no es infrecuente en los promotores de hongos filamentosos

(Kos et al., 1988; May et al., 1987).

Figura 20 (parte 1)
EcoR!

ATCEART TCATCALGGCGC T AATCAA TCTETAAGCATTGTCGAC TATGATGAGC TGO TGTACGCAGRLR
CACTCAARC TETTTTATAGGAAATCAT CATGGAGC TEAAGCTCAAGARCGAT CGCGTACTGEARTCCAGD
GAGCTCATT TTTGAC TCTALA ALGC TGATTGCATTGEGCAGATTGT ACCATACACTCAAGTGGTTTGTGE
GAGAGATCT GGEATCTGCGTT CTGCGCACGTITC CACCTT CCATGAT TACGTCGACACCCAAGCT CAATGC
AGACAGAGATGACGAAGACTCCCCT GAAGTCAAGTACTC CAAGCGATGETCFAGC GARA GAGACAAGACCT
GCATTCAAGGALRCCCTCTGACAGCATC CAGCCT GTGCTT TTACCCC TRARAGGOGAGATTGCARAGTALG
CCETETEEEGAGC GAGAGAGTATCACT TGTGGAACTGTGETTGTAC TTATTTGTTGTGTAGACGTTTTGA
TECACTCTT GACCAC CTACCAGCAGC T TECAGAGACGTGTTTGTTCACACT GAGAT TGGAGGEACGT TGO
CATACCATGTACTACTTGEAGATGECTATCCGEGACGEALRACTACCACCTGGARGACGAGACGT TTGAGD
CAGACCCATATGTGATTACAC TCAATT CTGACT TGATGEAGCTGEATGATTGCATCARCGCATCCTTGCC
GOCCARAGACGAGCT GTTTGCATTEGATGGATTACCAGGCCTCATTGTGCACATTTTGATTTCAGRAGC S
ACCTATATCAAGCGACTCARCAACART GECETT CARAAGATGECCAGRAACATCCTTIGCGE TGO AGCAGR
ACCTCAGCAACTTTGTGCCTCTGTCGCAATGCTCCATCATGRAGAGAGCAAGAGAGTACTACCAGCTGTA

Fm de mensaje secs
CoATCTEEGECAGCGA GETGAGTAGCAGGACTTATGCTGTGTCACACATTATT GAT-

[micio dicerd
GALGCCCCAL GCCGEC GAAGET G

ATTTGGECGACTATGTGGATC CCACCGTCARAGTACGTITCCGTTIGGAGCCTGT TCCCAA CACCAT GRACGA
CATTGACCCTGCCAT TTTGGC ARG TACCTGGATCCTGAGTTCATT GATGCACAGCCGGAT GARARGACT
ARATTGATGGAGCAATTGGAGCT GRAA GCCARA GAGAGAA TGEACATAGACT TTEGATT TAGACGACGATC
TAGAGCAAGARLTCOAGGACGAGAACC TCAARGCTGCCCGCCTACAGCCGCGCGAATACCAGTATGALCT
ATTCACCAAAGCGCTAGAGGALRLLCAT CATTGCGETECTT GACACAGGCTCAGGCAARACGCTCATTTCC
ATCATGCTGATCARAGCAGATGGTGCTGCARGAGCGACAA GAGCGAC TGACAR GAC A G A ey saRar o eI E N |

INTROMN |
AGCTTGCTTCCATTCATGCCTGTTTATACTCAR

CTATCCAATCATA

ACALAACTTGCCTITTITCTTGET
GEATCGTGTGCCGCT GGTETT TCAGCAGGCCAGTGTGAT CAGAGCCAATTGC GACGTCARTCT GRAGGEAR
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Figura 20 {(parte 2)

ATTTGTGGAGAAATGEAAGTGEATGCCT GG TCCGAGARAGCGC TEERARAGCTGATC TTTGAGEAGAAC AT

TGTGTGICATGACAGCCCAGATTTTITIGGATACAC TGCACCATGGAT TTATCAGC T TRGEAGHA B s
[NTROMN 2

GEEAGEEETGAATGEACTCGLCACGCATAC

EEGCGCACCTCTTGATTTTCG&CGAhTGCCATChTGCGACC&A&A&AC&CCCCTTCARCCTGATTRTGCG
GEAGT TCTATGACAGAT GTCCGC TEGAACATCGGCC CAARAT CTTTGGCATGACCGCATCGCCCAT GCAC
GCTCGAACCACAGTGREAACGCAGTGTCGCT CAGC TG RAARAGARCCTGCATGCCAGAGTC TACACGGCAR
CCAACATGEAGAGCCTCAACATCAGCATCC CEARAC CAAGAGARLATCT CGATCCACTATGACCCGACGCC
TCGCTACGAGGAGACAGAMNTGT CEAAAAA GATCAGAGALAL GCTGEGETCCAT CGEGEGCTACARACGD
TGTTTTATCAT CACACAAGACAT TCTGACTAGCCTT GGCCCGTGETGCAGCGACCECATGTGEAAGAGCA
TECTGTCTEAGC T GEAGCGAANGAT GACCAACAT GA CACAGGATTTGGAGCGAGACGCCC TGATTGACGA
GEATCTCGCCC TEARAGAM NG ACGAATACGTGGATCCAAT CGAGTT TCCTCGCAATCCCGATATCTTT
GARCCARARGTCTATTCTCTCCCAAGETAGCC GAGCTGATTCGC CTACTGCAGTTCACATCAGARRGAATAC
CAGACTITTGC TGCATCATCTTT GTGGAAC GAAGAC ACACAGCCARAGCTCTCCARRCGC TGATCGCGTC
ACTTGACAGGC TEAAGGATATCC GCTGCGAALAGTCT GACTRGCCACGRATCCAC GRARGAAGECEATCT G
CALATGACATT TGGCGACCAANA CARAATCATCCALALGTTCAGARAGC GECGAGCTCAACTTGCTGATT G
CALCCAACGTAGCAGARAGANGET CTGGATATCCAAC CCTGTAACGTTGICTITTICGCTITCGACTTITTITTICA
ThCCCTGhTTTCGTATATCCAhTngg;GGACGAGCACGCAAGGAGGGATCCAAATTCATTATCCTGACA
GAGGCCAACAL TECAGETCAAGAAGACACACTGGCAGAGTTT TCARGGCTGEAGGCTGACATGAAGGCET
TTTGCCAGACAAT GECAGAGGAGCEAAACGTGECCAGGARAT ACGCCATTAGCATGEACGTGEACT ACGA
CTCTGACGAGEAT TACATT TCAGACGAGGAAGAGAL CTTTTT GGCAGATGCATTTATTGTCOCTGAAACA
GECGCCACCAT CACCAAACAGAA TECGGTGCCCTTGATTCACAAGTAC TGTAGT TCACTTCCCTCC GACA
GITTCTGTGTGCTARRGCCCATC TTTGAARACATTGTCACTGGAGAGGGCTACATCTGCAARCTGATACT
GCCAAGCARCGCACCCT TCCAGRAGATGGAATCCCACGTCTGCGGCTCARAGGACCTTGC ARGAGCATCC
GTGGCGCTARACGCATGCATTCATCTGCGC GAACTGGACGCC TTGEACAARGCAT TTGCTGCCTCGT AATC
TCAAGAGAGAAATTCTGGGCGACATGGCGC CTCAGT ACGAT GARLATGECTATATCATTGGTAGTAGAC
TCETCATGETC TGTATGAARAGC GARACGCC CAMATT CTEGRAGAGECC TCECCT GAACGAGGAGGEA GEAG
GRAGAAGARAGAGATTGECETEEAAGATAACCCGEAT TTATTGARAGCGCAAGT GCARLACACAGCCATCT
CTGAT AGARAAGCCACCEGTCCCAACTCCARATGAAGATGTGC TTATGEALAGAAGCCGCAGAACCARGTCA
AGATGTECCCATGEARAGACGCCACAGARACCARGT CAAGATGCAGTTGC TCCGCAAGTCAATGGETGTTGCT
CATGGCEAGGAATCGGCACAAGA TCAACAGGCTGAL GAAGAAATGEAA GAAGT GEAAGANCTEGARL GANG
TGEACGARAGT GEAAGAAGANCTAGECGAAGGTCCTT TCTCTT GCTATT TTACAGTATTCGAGSTGC ARCT
TCCAGACARCAAATTTGATCATATACCCCTCCGTCGACTCTGTTTGAT CTCARRGARACCCTTCCCCACT
TTATCCGACCT CARGCTCTTTCACARAAGCATGCCATTCTACGTCCACCTGCGCARCATTAGCACA GAAR
TCATGTTITEGAT CECGAGAAGATTCTGCTGT TATCAGAGTACAT GARGAAGCTEATGACAGCGCTARTCAR
CALAGTETTCCATTGCCCTAT TG TGGAGAT TCCCTACTACAT TGTTCCCCTGET CARLCACTGCGAALAC
ACAGCATTTGAGACATTAGCGCT CACAGAC TTTGAAACACTGATCGAT TGGEGEC GAGATT GACAGALTCA
TCEAATCCACATCAAGECCATTCACACTCGACGATTATGACC CCACAGACAGTATCGTGGTAGATCAGTC
AGACAACATGCGCCGTTACTITGTGACCAACGT GAGALCAGACATGAGCCCGCT GAGTCCCEGTGCC TGAT
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Figura 20 (parte 3)

GGTGTCARAATCCGAGARACT GEATACGCGTCCTTTGCT GATTACT ACAATGARAAGAARTTTGT AL
AGTTGGATACCAGCCAACCGATGCTGEALRGTCAAGCGCT TEAAAALGGTCAT GALRCTT TCTGTACCCAG
CAAACCGTCGCARGC TCAGAT GAAGGGCCCART GTCTACCTGEACAGTGCCTAGCTITTGTCARCGATTC
TTTATGAGT GCAAGC GTCTAT CAAGCAACCATGATGATACCCTCCATCATGACTCGCATCGATTCARTTC
TGO TATGTCGECALT CTGRC O AGAGAT ACGATTTGCCCATTGATGATGCCARCATGC T GGAAGC CTATAC
AACGCCGTCTGCARACATGGAGAT GAACTATGAACGTCT TERAAACA CTEGEET SheagRatE diNe e T Sl N E N E

[NTROMN 3
TTGGCCCATTGTCGC TTGETT TTACTCATATCC

ey e TTCACTGC TCAAGT TTATTGCGACGAT

TCGTCTCTACATCAATTTCCC TTTCAGTAATGAAGGTGAACTGCAT CACTTGCGTATCCGTGTCATTTGT
ANCACAGCATTGTAT CGATCC GCCARGCGTCTCAAGTTC TACAGATATGTCACCAGTCAAGCAT TCALCC
GTCGITACT GECGTCCGCCAGGATTCACGAGTC CAGCAGACALACCAAGAGACGATTGATGGCTTAAALATA
CCACARRATTATCTGACAAGACACTCGC TGATATTGTCGAAGCTTCT TTGGET GCTGCC TATCTCAGCAAT
GETCTGEAAGETGGT CTTCAT GCTGCTATTCAACTCCAAATTCCCT ITGACGAGATCAAGACCT GGGRAC T
ACTTTAAGC CTACCT TTGAAGRAATCTCGAAAGCARGTGECTGCGCGTGCCEAGGTGAGAGCCCTACGTAG
CTTGG&TTTGCCCAAGGTGACAGAG&TCGTGGGCCGCGﬁE?%ChAG&C&CCTTTGTTGATTGTGGA&GCA
TTAACGCAT GECAGT TTACCCAACTCCACATCACCCTGT TACCAACGTCTGGAATTTTTGGGTGATGCTA
TTCTTIGATT TCATGETCATTCGCTATC TATTCGCCAGAT ACCCAGAT GCAGATCCAGGTATCAT TACTGA
TCTCARAGATTCTTGCGTCAACAACCATATCTT GEGTAT CGTCTGCATCGARACTGEC TTGTAT AGACAC
ATTATTCATTACTCTGGCAAGTTGATCCGTGCCATCGﬁ:?&CTTTGTGAGCGAGGTCGAGGAAACCAAAG
CCAGEGECEAGGEAGTGRETEAATACT GEGTGEATTTCAACATCCCCARGET ICTGTC TGATGT CGT GGA
AAGTATGCTGGGTGC TACCTT TGTGEATGCTGECTTECG T TGGAGECTGTC GAAGAA TTGTTT GCCALR

Final ggl < ln20
TEETTICCTGCCCATC TTGAAT AACCAC GTTACT CCTGAA TTAATCAAGTTCCATCCAT TGCEAALLC TGN

TCACTGATT TGCAACGATTTEGCTETEATAGTT TCATGT TEAG RN E S e e RN e
[NTEROMN 4

AAACATGCACACTCATGTGTT GCCAT AN ar NS e S ST SN0 e EF S b ST A

AL TETETAATCTTCTTGCAC GACALACCTCTGGCTACC GEGTCCGACT GRAACATCAAGACGGCTCGTC

GACACGCTGCCACTAALGCGA GCCALL GACTTGCAGATGAACCTGGTICTTITTGGAATCCATCTGTAACTG

CAGLGTGTCGATGAT CAAGCGAGGOTT GATGAAGEACGATCGACTT CAGALGAACCTGEATGAT GAT GAL
Fin de mensaje dices?

TAC GACCCT.ACAG&AGAAG&GGCC CATCTCATCACGTGCATTGTTTAAT GGCCGTCCCCEETTTARR
TTTTGCCAGTTARRRTARR,TTTGTTTTGCTTTTTTCTCTTETTTCTCTGTATTTTATATAACACCCTCC

[micio co 8
CCACTCGTCTTATTTATTATT TATA@.T-CTT CETECTGCTTTTACTGGT GCTEGTC TCCCGTGTTGCTG

TTCGCTCAGCTGE T CTGRC TG CTCGTC CCAT GG CCAT TG GTAA AT TTTGTATATAGC TTTTGATT TGGA
TeT GTAGCAATTANCATTTGATGTTIC TGTCAT TTTCACATAGCTATGEGTAAGEGTTTTITATTICCGCC G
GTCATGAGEATGAGAGE TTCGAATCTTTCACTGAACGTTAT GTCARGTTTTTCGAT GG TGTAGAGGATCT
TTTCEAACT TCAACG TG T TT GAACAA TGO CTT TGO T TACGATCTTGTICCCGCTCCTTCTGTTATTGAR
GCTGCTCTCAAGECC TCTCGTCOTOTCGATGAT TTCGCCACTGCCGICCGIGICTTTGAAGGTC TCAAGE
ATAAGGTTGAAAGCGACARGC AATACARGGAART ACCTTGATGARTTGGCACC CATTAGARAGT GAATT GGG
TATCTTGAC CALGGAAGAATT GAGCCAGTAAAT COATAGTTTTTAT ACATGT ALLLAGCARALL TAMLNC
GATATAARAGALLTACACAGAT AMACGATCATGT TCAGGEALLTGTCTGCTTGAGAGTCGOTGEATTTACT
AGTAAACTTTGATAT GAAGTACACATATTTGTCCTTCAT CTACAGAGAGTGAGCTGAT TTTTTIC TTAATT
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Figura 20 {(parte 4)

TCTTCCTTECCACATAT TGCARCATTTCACGATTTT GACAAT GEECCCALTCTTGAGCTT TTCATC COG
GTAAGTCCGCC TALRTARAGTEGACGTCGAGAACATTGCCCAGGTTTGAAGTGAGAGATGCGTAGTTGGCCT
TATATAARGARLEAAGTTACCTGC T TTTTAAC AGACAC CTTTCT TTCATCALRGAAC TCARCATGTTGTCTCG
TTTAGCTCAGGCCAGCAGCCGCAATGETGC TGCTGT TCAGAGARATGCAAT GAGAGEACCTCTATTCAAC
AGACTCAATCGCACCACATCTAT CTTACGC ARAGACATTCGCARATACTCTTCT GACAAGGAGCCCCCAR
AGARAGANGEAT GATGAACCATTCAATAT CCCCARGEEATTCGAGAGTTTCTITGGCARACAGT CTGEALR
GCAAGCCAAGCAATCAGCCGAGGAAGCAGCATCCAAGCACTCChAGﬁEgaﬂhGCTGATCAhATACCTAAA
CCTCCTCCCAAGRGEGECARCAGCARCAAT GECGEA GGCALCARGCCT CCAGAGETCAATGTCAATATGA
ACATGGTGTTGGGTACT GCAGTAGGTACTT GECTCT IGTGRAAGATGACTACAC CAGCAGATTCATCCCG
AGARAATCACTT GGCARGGATTCC GTACACAGTTATT AGACRAAGGEACT CGTGEATAAGCT CGTCGT CGTC

Final del clon29 Xhnt
AATCECANCAGAGTTCEAGTETATITGAGATCCTCGAG

Figura 20. Secuencia gendmica completa del gen dicer? ¥ regiones adyacentes. Se indica el final de los
clones 20 v 29, Narama secuencia del gen seed. Rojo negrilla; sittoz Xhol! ¥ BooRE Fondo rojo; codones
de inicdacion ¥ fin de mensae Turquesa posible region promotora con la secuencia rica en pirimidinas
subrayada. Fondo amanllo: secuencia CAAT del promotor. Megro: secuencia del gen dicer?. Fondo
winleta: secuencia de los intrones determinados mediante RT-PCE {apartado I11.1.3.2). Fondo turquesa
secuencia de poliadenilacidn v siho de poliadenilacion, Verde secuencia del gen coxd.

I1L. 1. 3. Analisis estructural del gen dicer2.

Una vez clonado el gen dicer? de M. circinelioides, se ime1é el anélisis estructural
del mismo, con objeto de determinar el final de la secuencia transcrita del gen

{extremo 37), identificar los intrones y establecer la sccuencia de aminoéicidos de la

proteina Dicer2.

I1L 1. 3. 1. Determinacion del extremo 3 del gen dicer2.

La sccucncia del gen dicer? presenta un sitio candénico de poliadenilacién
AAUAAA, 71 pb aguas abajo del presumible codén de fin de mensaje (Figura 20). Sin

embargo, el sitto donde se afiade 1a cola de poliA no se puede deducir de la secuencia del

gen.

Para determinar el extremo final del gen se realizé un experimento de amplificacién
ripida del extremo 37 del ¢cDNA (3'RACE). El ¢eDNA se¢ obtuvo por retrotranscripeidn con
el oligonucleétido RACE-T {Roche) de RNA total procedente de cultivos de la estirpe
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silvestre de M. circinelloides crecidos durante 24 horas en medio liquido. En una primera
reaccion de amplificacion se utilizé el cebador especifico DB10, situado a 562 pb aguas
arriba de la secuencia de poliadenilacién (Figura 21A). El producto obtenido se¢ empled
como molde de una segunda amplificacién en la que se utilizé el cebador interno DB9,
localizado 431 pb aguas arnba de la secuencia de poliadenilacion. Como resultado, se
obtuvo un producto mayoritario de aproximadamente 480 pb (Figura 21B), que fue
clonado en el plasmido pGEM-T para dar lugar al plasmido pMAT1214. La secuenciacidén
del citado fragmento confirmé que pertenecia al extremo 37 del gen dicerZ, y permitié
establecer el sitio de poliadenilacién 23 pb aguas abajo de la secuencia AAUAAA
{Figura 214).

A
Sitio de poliadenilacidn
Secuencia de
mRNA dicer? poliadenilacidn Cola polid
CAGUUAAAATAAAATTIUGUUUTGCTUTIUTCTCTTT
cDNA RaceT
i —
DE 14 dsDNA (=562 phb) Raced”
—
DES dsDNA (=431 pb) Raced”
—-
B dicerbis®/Raced”
+RT -RT iy |

Figura 21. Ezperimento de 3°-RACE para determinar el extremo 37 del gen dicer? de A circirelnidss.
(4) Representacion esquematica de la estrategia seguida para amplificar el extremo 37 del gen dicerZ.
(B) Fragmentn de aprozimadamente 480 ph amplificado con los cehadores DBY ¥ Race3”. M: GensRuler™
DA Ladder Mix (Fermentas)
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IIL 1. 3. 2. Localizacion de los intrones del gen dicer2.

La comparacidn de la secuencia de aimno#cidos deducida de 1a secuencia genémica
del gen dicer? con otras proteinas Dicer reveld la posible existencia de intrones en la
secuencia, va que existian varios marcos de lectura abierta, en distintas fases de lectura,
que mostraban similitud a distintas regiones de las proteinas Dicer. El anilisis detallado de
la secuencia sugeria la existencia de cuatro intrones (Figura 22A). Para confirmar la
presencia de los intrones predichos, asi como para determinar su localizacidn exacta, se
compararon distintas secuencias de ¢eDNA obtenidas mediante RT-PCR con la secuencia

gendmica del gen dicer?.

A
DBlong®.” DE1S DE2 DEBshortsl”
L AAAAAAAAA
DB3 DB3 DB1 DBes tremo 3"
B DBlongsy” C DBshortsy”
DE3 DBextremo3y’
M +RT -RT -RT +RT I

2.0kh 4

L. 5kb

L.2kb
L.0kb
0.5kb

D DBS E DE1
DB18 DB2
M +RT -RT +RT -RT M

|.Dkb

Figura 22, Localizacion de intrones en la secuencia del gen dicer?. (A) Posicion de los cuatro intrones
irectangulos violeta) en la secuencia del gen dicer? v de los cebadores utilizados para su analisis (flechas
rojas). (B Producto obtenido en la RT-PCR para el anadlisis de losintrones 1 (I1) v 2 (I12). El fragmento de
1087 ph amplificado carece de loz dos intrones. (C) Producto de RT-PCR obternido en el andlisis de los
mtrones 3 (I3) v 4 ({143, (D v E) Productos de la RT-PCR realizada para confinmar la ausencia de intrones
adicionales en laregion central del gen dicer?. M. GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas).
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La existencia de los dos primeros intrones (I1 ¢ I2) se confirmé mediante una
reaccidn de retrotranseripeion con el cebador DB3 en la que se empled como molde RNA
total procedente de la estirpe silvestre crecida durante 24 horas en medio liquido. El
producto obtenido se sometié a una amplificacién con los cebadores DBlong5\ v DB3,
que rindi6 un fragmento de 1087 pb (Figura 22B). Tras la clonacién v secuenciacion de
esta banda se comprobd la ausencia de los dos intrones, pudiéndose concretar su

localizacién precisa (Figura 20).

La presencia del tercer v cuarto intrén (I3 e I4) quedd establecida a partir de una
retrotranscripeién con el cebador DBextremo3'' y la amplificacién posterior con los
cebadores DBextremo3'” v DBshort5'". El producto de esta RT-PCR fue una banda de
1482 pb (Figura 22C). La clonacién v secuenciacién del fragmento amplificado permitié

localizar con precisiéon los dos intrones del gen dicer? en la secuencia gendémica

(Figura 20).

Una Gltima reaccién de retrotranscripeidn con el ecebador DB1 permitié descartar la
existencia de intrones adicionales en la regién central del gen, que habia quedado excluida
en los anilisis anteriores. La amplificacion se llevd a cabo con los ecebadores DB18 v DB1
pero, debido al bajo rendimiento de la reacecidn, el producto obtenido se utilizé como
molde de dos nuevas amplificaciones con las parejas de cebadores DBI18-DB3S
{Figura 22D) v DB2-DB1 (Figura 22E). Los dos fragmentos amplificados, que abarcaban
toda la regién estudiada, fueron clonados y secuenciados, lo que permitié constatar la

ausencia de intrones en la regién central del gen dicer? (Figura 20).

Intrdn Tamaiio Extremo 57 Extremo 3° Secuencia interna
1 57 GTAAAT TAG ACTCAA
2 77 GTAGGG CAG
3 59 GTAAGT TAG ACTCAT
4 53 GTAAGA TAG ACTCAT

Consenso - GTANGT PyAG PyGCTAAC

Tahla 11. Caracteristicas de los cuatro intrones presentes en la secuencia del gen dficer2. En rojo ¥ en azul
se muestran los nucd edtidos altamente conservados en otros intrones de hongos filamentosos. Py nucledtido
de pirirmd dina.
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Los intrones del gen dicer? presentan las secueneias 537, 37 v secuencia interna
caracteristicas de intrones de hongos filamentosos (Gurr e @, 1987) v que se encuentran

también en otros genes del género Miicor (Benito et ¢/.,1992) (Tabla 11).

I1L. 1. 3. 3. Secuencia de aminoacidos de la proteina Dicer2.

La secuencia completa de la proteina Dicer2, deducida de la secuencia de
nucledtidos del gen, consta de 1608 aa (Figura 23), extendiéndose desde ¢l codén ATG
situado inmediatamente después de la posible secuencia promotora hasta el codén de fin de

mensaje TAG situado 71 pb aguas arriba de la secuencia de poliadenilacién (Figura 20).

MERPQAGEGDLGDYVOPTYEYVE LEEVEPNTMHND IDPA ILARY LOPEF IOARPDERTELME QLEL

EMSERIRERELGS IGRYRRECE ITTQD ILTS LGEWC SOEMWE SMLSELEREMTNMTROLEEDAL ID
EOLALEETHEYWOP IEFPENPDIFOOSLE SEREVAELIRLLOF TSERIPOFCCI IEVEREHTARA

AN REEIFDEL KDT RCESLTGHGS TEEGDYOMTFGDONKT TQKFRESGELNL LI ATHNVAEEGLDT
®) e ket e e fps b el e SR G B E T IL TEANNAGQE DTLAEE S RELEADMEAE COTH

PEEENVARKYAISMOVDYDSOEDYISDEEENFLADAFIVPETGATITRDHNAVP LI HKYCSSLEPS
DEFCVILEPIFEN IV TGEGY ICKL ILPEMAPF OEMES HVOG SKDLARASVAT NACT RLRELDALD
KHLLFENLEREEILGOMAR Y DENGY IIGSEREEHGLYEKETPEEFWERPELNEEEEEEEEIGVEDN
POLLEADVONTAISODEEPPVETEPNEODVILMEEAAEPSQODVEMEDATER SQOAVAPDVHGYAHGEE
SAODRAEEEMEEYEEVEEVDEVEEELGEGEESCYF TWEEYDLE DNEFOHIPLERLCLISKERFE
PTLSOLELFHESMPEYVHLENISTE IMEDEERILLLSE YMERKLMTAL INKVEHCE IVEIPYY IV

=tz (o) Oy Xk y BN ] ob yib i) dfeobiD R T TE S TSRPFTLDDYDP TDS IVVDQSDNMRRYF VT
LHAAIQLQIPEDEIKTWODE KETEEES REQVEARAE VRALRS LO LPKVTEIVGREFKTELLIVE
ST SLOSTS 2 £ ORLEFLODA TLDFMVI RY LE ARY PDADPG IITDLKD SCVNNK LG IVCT
e b A e s i L v e i i s v et

IERLEAVEELFRKWELPILNNHVTPELIKFHPLRKLITDLQRFGCDSEMLRNHGSGETGPESQK
CVIFLHDKFPLATGEDWNIKTARRHAATKASQRLADED GLLES ICHCRY SMI KR GLMEDD RLOEN
LOOOEYOE

Figura 23. Secuencia de aminoacidos de la proteina Dicerd de AL circinalloides. Verde oliva: dominio

DEXDec (DEXDoDEAD/DEAH). Turquesa dominio helicasa HELICe, Gns: dominio de union a dsRNA,
DUF253. Vinleta dominio PAZ Rojo: dominios RNasalll Amarillo motisvo DSRM.
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El peso molecular estimado para la proteina Dicer2 es de 185 kDa, v su punto isoeléctrico
4.97. El analisis de 1a secuencia en la base de datos de domimos conservados del NCBI
{Conserved Domain Database) v EMBL-EBI (InterProScan) pone de manifiesto la
existencia de siete dominios conservados: dos dominios helicasa, DEXD, con sitio de
unién para ATP (SMART, E=3.6¢*%) y HELICc (PFAM, E=4.2¢''"), un dominio de unién
a dsRNA, DUF283 (PFAM, F=3.6¢"'%), un putativo dominio PAZ (PFAM, E=0.11), dos
dominios RNasalll (PFAM, E=9.6¢ " y F=3.3¢”") v un posible dominio DSRM (PFAM,
E=0.98). La disposicién de estos dominios en la estructura primaria de la proteina, asi

como la funcidén de cada uno de ellos, quedan detallados en la Figura 24. El anilisis

Dominio de
union a dsRMNA,
DEXD: HELICe DUFR3 FAZ RNasallla RiNasalllb DSRM
L] L] L] L 3
Dominio Descripcion
DEXDc Dominio comin en la mperfamulia de helcasas DEAD like, proteinas
6 implicadas en la disociacion de D'HA o RNA dependiente de ATP. Este
domunio contene laregon de vmon a ATP.
HELICc

Domunio C terounal de la superfanulia helicasa, asociado con proteinas
DEXDc DEAD y DEAH.

Dominio de union a
dsRNA, DUF233

Domunio de vucn a RMA de doble cadena que aparece en las proteinas dela

famulia Trcer.
PAZ Domunin que aparece en las proteinas de la fanulia Cacer v Prwt. Su funcion
parece serla de interactuar con los extremos 3° hibres que prezentanlos
RMAz de doble cadena reconocidos por Dicer.
RNasalll Dogumo C terounal de la enzima R Nasalll. Foncidno endoovdeasa
# especifica de RNA de doble cadena
DERM
A@ Motwo de union a RNA de doble cadena.

L

Figura 24. Esquema de la proteina Dicer? de M circinelloides. La figura muestra todos los dominios
presentes en laproteina Dicer? v una breve descripoion de cada uno de ellos.

mediante BLAST de la secuencia de aminoicidos derivada del gen dicer? de
M. circinelloides revela una elevada simmlitud con las secuencias de proteinas Dicer de

orgamsmos pertenecientes a todos los reinos eucariotas {Tabla 12). Las proteinas Dicer de
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otros hongos como Rhizopus, Phycamyces, Newrospora, Magnaporthe v Aspergillus son

las que presentan mayor similitud con la proteina Dicer2 de M. circinelloides, siendo la

mis préxima la proteina Dicer completa de R, oryzae (E=0.0).

Rhizapus aryzae

Phyeampces
blakesizears

MNewrospora crassa
FUNGI
Aspergilllus oryeas
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Tabla 12. Sumlitud de la proteina Dicer? de Mucor circinelloides con otras proteinas Dicer. La tabla
muestra el analiziz tipo BLAST realizado en las bases de datos UniProtKB, BROAD Institute

(http: ffwwrw broadinstitute. orgfannotabion/zenomefthizopus oryzae/MultiHome html)

(httpifoenome1o-pef orgPhybl2iPhybl? home himl).
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ITL. 1. 4. Analisis de la expresion del gen dicer2.

ITL. 1. 4. 1. Expresion del gen dicer2 en la estirpe silvestre.

Para establecer el patron de expresion del gen dicer? a lo largo del crecimiento
vegetativo, se obtuvieron muestras de RNA total de la estirpe silvestre de M. circinelloides
incubada durante 14, 24, 48 v 72 horas en medio minimo liquido en condiciones de luz
continua. La abundancia de los transcritos del gen dicer? se determiné mediante
experimentos de hibridacién tipo Northern, empleando una sonda de 2,5 kb obtemda
mediante digestion del plasmmdo pMATI1208 con las enzimas EcoRP v Xhof (Figura 17B,
sonda b). La hibridacién permitié detectar un transerito de 5 kb, que se ajusta al tamafio
esperado para ¢l mRNA del gen diver? (Figura 25A). A lo largo del ciclo vegetativo de
M. circinelloides se observa un ineremento en la cantidad de transcntos del gen dicer2,
con un maximo de acumulacién a la 48 h de erecimiento, momento en el que los cultivos

liquidos alecanzan el final de 1a fase exponencial.

A B

R7E + R7B +
pLEU4 pMATI2ZSS
Tiempo 4 24 4 7 Tiempo 24 48 24 48
mRNA dicer? mRENA dicer?
rRNA 285 rRNA pwrc

Figura 25. Expresion del gen dicer? de M. circinelioides. (&) Muestras de ENA total {20 g procedentes
de la estirpe silvestre, incubada durante distintos periodos de tiempo (horas) en medio minimo liquido, se
sometieron a electroforesis en un gel de agaroza v se lnbndaron con una sonda del gen dicer? (sonda b,
Figura 17B). Como control de cantidad se rehibridd la membrana con una sonda del tRNA 235
(B) Hibridacidn tipo Morthern de muestras de ENA total (20 wg) procedentes de un individuo de la estirpe
R7E transformado con el plasmido control pLEU4 v de un individuo de la misma estirpe transformado con
el plasmido pMAT1253 para silenciar el gen car8. Como control de cantidad se rehibrido la membrana con
una sonda del gen pyri.

II1. 1. 4. 2. Expresion del gen dicer2 en individuos silenciados.

Con el fin de determinar si 1a expresion del gen direr? se induce en respuesta a la
activacion del mecanismo de silenciamiento, se realizé un experimento tipo Northern

utilizand o muestras de RNA total de 1a estirpe R7B (feud’) en la que se habia inducido ¢l
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mecanismo de silenciamiento mediante la introduccién del plasmido pMATI1253 (fenAd ™).
Este plasmmdo esta disefiado para silenciar la expresion del gen carB de M. rircinelloides,
implicado en la sintesis de carotenos (ver Apartado ITI.2.2.1). Contiene un transgen con
repeticiones invertidas de una secuencia del gen carP que, una vez transerito, genera una
estructura de RNA en horquilla que activa el silenciamento de carB, dando lugar a
transformantes albinos como consecuencia del bloqueo de la ruta carotenogénica. Como
control se utilizé RNA total de un transformante no silenciado portador del plasmido
pLEU4, que complementa la mutacidén fend” de la estirpe R7B. Las muestras de RNA se
obtuvieron de micelios crecidos durante 24 v 48 horas en medio minimo sélido,
condiciones que favorecen el mantemmiento de los plasmudos en mveles altos. Para la
deteceidn de los transeritos del gen dicer? se llevd a cabo la hibridacién con la sonda b
(Figura 17B), encontrindose niveles similares de expresion en la estirpe silvestre y en los
transformantes silenciados (Figura 25B). Este resultado sugiere que no es necesana la
activacién del mecanismo de silenciamiento no es necesaria para la expresién del gen

dicer? en M. circinelloides.

I11. 2. Analisis funcional del gen dicer2.

Los genes dicer juegan un papel central en el mecanismo de silenciamiento génico
post-transeripcional. Sus productos génicos dan lugar a los siRNAs, implicados, entre otros
procesos, en ¢l silenciamiento inducido por transgenes, v a los miRNAs, que participan en

complejos procesos de regulacién de la expresidn génica.

En este apartado se presentan los resultados del estudio de la funcién del gen dicer?
de M. circinelloides. La estrategia elegida ha sido 1a obtencidén de mutantes nulos para el

gen dicer? v su posterior anlisis fenotipico.

I11. 2. 1. Disrupcion del gen dicer2.

El primer paso de la estrategia seguida para el estudio de la funcién del gen dicer?
fue la generacidén, mediante disrupeién génica, de mutantes dicer2’. Para ello se empleé la
estirpe MU402, auxétrofa para leucina y uracilo (Leu’, Ura’), v se utilizé como marcador
seleccionable ¢l gen pyrG de M. circinelivides, que complementa la auxotrofia para

uracilo. Este tipo de aproximacién requicre que el marcador seleccionable esté flanqueado
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por fragmentos del gen dicer? de modo que, tras la recombinacién homéloga, el gen quede
interrumpido por el marcador. Los mutantes dicer?” obtemdos se transformarin con
plasmidos portadores de transgenes capaces de inducir el silenciamiento de genes
enddégenos, lo que permitird valorar ¢dmo afecta la mutacion del gen dicer? al mecanismo
de silenciamiento (ver Apartado I11.2.2.1). Para seleccionar los transformantes se utilizara

el gen lend, que complementa la auxotrofia parala leucina de las estirpes Leu”.

SamHi! EamhHi
0.2kb 4 3 kb mamia

3.2 kb
12kb -

dicer2 .

BamHil _ G
0.1 kb
BamH!
T pMATI216 pEPMI1
0,1 kb
Bami * ! Bam!
o
BEkh
Digestidn BamH{ Digestén BamHi
L 5,5 kh I 5.7kh |
Ligacion
TOKY
’ pyris e,
+17EE
pMATI218
10,1 kb
dicer2 dicer2

+4195

* Ecom

|
Digestién EcoRf

+

i
32 kh

3 7o kb
EcoR! EcoR!

Figura 26. Construccdn del plasmido pMATI12185, portador del inserto empleado para la interrupcidn del
gen dicer? Ladigestiin de dicho plasmido con la restrictasa Feofff liberaun fragmento lineal de 7,0 kb que,
mediante recombinacidn homdloga, permite sustituir 1,7 kb de la secuenca del gen dicer? por el marcador
seleccionable pyA7. En turquesa se indica la regitn codificadora del gen dicer? ¥ en griz oscuro la region
gendmica adyacente. Los nimeros indican posiciones de la secuenca del gen dicer?, siendo +1 laposicion
que corresponde al primer nucledtido del triplete detmdacion de la traduccion.
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El fragmento utilizado para la disrupeién del gen dicer? contiene el gen pwrG
flanqueado, aguas arriba, por 1,3 kb adyacentes al gen dicer? v, aguas abajo, por 2,4 kb del
mismo gen. Para realizar esta construccidn, ¢l plasmido pMATI216, portador del
fragmento EcoRP de 5,5 kb del gen dicer? clonado en pGEM-T Easy, se digirié con la
enzima BamHI v se ligé con un fragmento de 3,2 kb que contiene ¢l gen pyr(s, obtemdo
mediante digestion del plasmido pEPM]1 con la misma enzima (Figura 26). El plismido
resultante, en el que el fragmento que contiene el gen pyr( sustituye 1,7 kb de 1a regién
codificadora del gen dicer?, se denominé pMAT1218. Una digestién con la enzima EcoRf

permite liberar ¢l fragmento de 7,0 kb utilizado en la disrupeién.

La transformacidn de la estirpe MU402 con ¢l fragmento lineal de 7,0 kb permitié
obtener 84 transformantes pyrG* en medio minimo MMC. Debido a que las esporas de
M. circinelloides son multinucleadas, los transformantes son imcialmente heterocariontes
{portadores de nicleos transformados v nhcleos silvestres) v es necesario someterlos a
sucesivos ciclos de crecimiento vegetativo en medio selectivo para obtener individuos
homoecariontes {(Navarro er af., 2001; Qules-Rosillo er af., 2003). El grado en el que se
inerementa la proporeidén de nicleos transformados se estima determinando ¢l porcentaje
de individuos pyrG* derivados de cada transformante (Ver Materiales y Métodos). Los
84 transformantes fueron sometidos a cuatro ciclos de crecimiento vegetativo en medio
MMC, wvalorindose tras cada ciclo la proporcién de niacleos transformados.
Setenta transformantes fueron desechados por presentar valores de micleos transformados
bajos, muy variables o sin tendencia a incrementarse tras sucesivos ciclos. Mediante
amplificaciones por PCR se pudo averiguar si los 14 transformantes restantes habian
experimentado recombinacién homéloga en el locus direr? o s1, por el contrano, los altos
porcentajes de nicleos pyrG* observados en ellos eran el resultado de la integracién
ectipica del fragmento linearizado o del reemplazamiento génico de la mutacién pyrG.
Como fuente de DN A para la reaccién de amplificacién se utilizaron las propias esporas de
los transformantes (ver Materiales y Métodos). La amplificacién se llevé a cabo con el
cebador pyr(G10, que hibrida con 1a secuencia del marcador pyrG, y el cebador DB16, que
hibrida con ¢l gen dicer? fuera de la regién de DNA presente en el inserto utilizado para la
disrupeién (Figura 27A). Esta pareja de cebadores permite obtener un producto de
amplificacion de 4 kb sélo en el caso de que la integracion haya tenido lugar en el sitio
esperado. De los 14 transformantes analizados sélo uno dio lugar al producto de PCR

esperado para un mutante por distupcidén del gen dicer? (Figura 27B). Dado que el
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transformante seleccionado era atn heterocarionte, fue sometido a un nuevo ciclo de
crecimiento vegetativo bajo presion selectiva. Esto fue suficiente para conseguir una

estirpe homocarionte en la que todos los nicleos son portadores de la disrupeidn.

A

pyrGLO

STOR

Locus silvestre DBLg

pyrc L0

Cala

6. 0kb
5. 0kb

Figura 27. Andlisis mediante PCR de los transfonmantes generados durante los expenmentos para obtener
mutantes diverZ”. (4) La integranidn por recombinacidn homologa del fragmento utilizado para la
distupcidn del gen dicer? genera una secuencia exclusiva de los mutantes. Dicha secuencia permite obtener
un fragmento de 4 kb al utilizar los cebadores pyrG10 ¥ DBL6 en un expenmento de PCR. En verde claro
aparece la region codificadora del gen dicer? no mcwda en & fragmento utilizado para la disrupoion.
{B) Productos de PCR de 5 de los 14 transformantes analizados. S6lo el 3 genera el fragmento de 4 kb
esperado tras la interrupcion del gen dicer?. M. GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas).

Para comprobar la correcta interrupcidn del gen dicer? v descartar la posible
existencia de integraciones ectépicas adicionales, se llevé a cabo un expernimento de
hibridacién tipo Southern. DNA de la estirpe mutante se digirié con la enzima de
restriceién Psef. Si el proceso de recombinacién homéloga ocurrié correctamente, el patrén
de bandas resultante de la digestion del DNA debe ser diferente en la estirpe silvestre R7B
v en ¢l mutante dicer?” (Figura 28A). Los resultados obtenidos al hibridar la membrana
con una sonda del gen direr? que reconoce los alelos silvestre y mutante, pero puede

diseriminar entre ellos (Figura 28 A, sonda d), revelan que la estirpe seleccionada presenta
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el fragmento esperado de 7.5 kb v carece del fragmento de 3,6 kb, indicando que ¢l alelo
silvestre del gen dicer? habia sido reemplazado con éxito (Figura 28B). La hibridacion
con una segunda sonda localizada en la regidn del gen dicer? delecionada en el fragmento
utilizado para la disrupeién (Figura 28A, sonda e), confirmé el reemplazamiento génico

en la estirpe mutante, detectindose el fragmento de 1,9 kb sélo en la estirpe silvesire

A

Lipcns pendrico silvestre

Epnda d

Eonda e

f

F EFEE F
= 19 kb o 3 6%h o
Locns gaoraico dicerd
pyrls
r 5 5 P
- 15kh -
B Psir C Psir
A drm WT M A e WT M
Hindify Hinditf
3.1 kb 231 kb
5.4 kb : ll;g 1:{1; 9.4 kb z 0.0 kb
6.6 kb .
. fi.6 kb
w o= = |
L -
@ | soxe
4.4 kb b r— 4.0 kb 44 kb ' 4.0kb
eaw | s s 3.5 kb
@ | ow @ | ok
2.3 kb amE 2.3 kb [
20k | o e | 20k 20kb | s we | 0k
i
1.5 kh £ 1.5kb
- 1.2 kh E .2 kb
L 1.0 kb i L0 kb
i
Eomda d Bonda e

Figura 28. Disrupridn del gen dicer? de M. circinelioldes (4) Representacidn esqueméatica de la regidn
gendmica del gen dicer? en la estirpe silvestre (R7B) v en el mutante obtenido por disrupcidn mediante
recombinacion homdloga Seindican los puntos de corte para las enzimas BamB/{ (8), EcoRi(E) v Patl (F).
(B) Resultado de la hibndacion tipo Southern de DMNA de la estirpe silvestre (WT) v del mutante dicer?
digeridn conlaenzima Psrf. Lamembrana se hibridd conla sonda d, representada en 4 (C) Resultado de la
hibridacidn tipo Southern de DN A de la estirpe silvestre v del mutante dicer?” digerido con la enzima Pl
Lamembrana se hibndd con la sonda e, representada en & Como marcadores de tamafio se utilizaron los
fragmentos de DNA del fago lambda digenido con Hindfif v el marcador GeneRuler™ DNA Ladder Mix de
Fermentas (M),
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(Figura 28C). La sobreexposicién de las peliculas permitié descartar la presencia de las
bandas esperadas para el silvestre en las muestras de DNA del mutante, indicando que el

mutante dicer2” ¢s realmente homocarionte. Esta nueva estirpe se denominé MU41 0.

A DBshortst”

Cen dicer? | PAZ

DBexiremod)”
pyrCa
—
Cenpyrls
r—
pyrce
B Silvestre dicer?
+RT RT +RT RT

dicer?

Pyl

Figura 29. Analisis mediante RT-PCR de la expresion del gen dicer? en el mutante dicer?”. (4) Posicidn
de loz cebadores utilizados en los expenimentos de RET-PCER respecto a la secuencia de los dominios
funcionales de los genes dicer? v pyrG. Las flechas negras acotan la regidn del gen dicer? eliminada en el
mutante dicerZ”. (B) RNA total de la estirpe silvestre MU241 v de la estirpe mutante dicer?” se utilizo
como molde para la retrotranscripoidn con un cebador especifico del gen dicer? (DBextremo®) v la
posterior amplificacidn con cebadores correspondientes a secuencias localizadas aguas abajo del sitio de
insercidn del gen pyAT (DBshort3Y v DBEextremo3V). Como control positivo se realizd una reaccidn de
RT-FCR con cebadores especificos del gen pyrG (pyrG9 para la retrotranscripoidn v la pareja pyrs3-
pyr(39 parala amplificacion). EMA totd no sometido aretrotranscripoion (-ET) fue vilizado como control
negativo,

Con el fin de confirmar que el mutante nulo es incapaz de sintetizar una proteina
Dicer funcional, se disefié un experimento de RT-PCR que permitiera descartar la
existencia de transcritos de la secuencia que determina los dos dominios RNasalll, yva que
esta regién no ha sido delecionada en el mutante dicer?’, s1 bien cabe presurmr que no
exista expresién por la ausencia de regiones reguladoras conocidas préximas. Empleando
como molde RNA obtenido de micelio de las estirpes silvestre o mutante crecidas durante

24 h en medio mimmo liquido, se realizaron sendas reaceciones de retrotranseripeién con el
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cebador DBextremo3''. El ¢cDNA resultante se sometié a una reaceién de amplificacién en
la que se empled la pareja de cebadores DBshort5 y DBextremo3t” (Figura 29A). Como
control que asegurase ¢l buen estado del RNA se realizé una retrotranscripeidn con el
cebador pyrG? v la subsiguiente PCR con la pareja de cebadores pyrG9 v pyrG3, que debe
rendir un fragmento correspondiente al mRNA del gen pyr(G tanto en el mutante dicer?”
como en ¢l silvestre. Los resultados muestran que en ¢l mutante dicer2 no aparece ningin
transerito  correspondiente a la regién que determina los dos dominios RNasalll
(Figura 29B), descartando la posibilidad de que se pudiera estar generando un fragmento

funcional de la enzima Dicer? y confirmando la falta de funcién del mutante dicer? .

ITI1. 2. 2. Analisis fenotipico del mutante dicer2".

Una vez obtenido ¢l mutante en el gen dicer?, se procedid a la caracterizacién
fenotipica del mismo, analizindose en primer lugar la capacidad de este mutante para

llevar a cabo sil enciamm ento gémeo post-transernipeional inducido por transgenes.

II1. 2. 2. 1. Silenciamiento génico.

Para dilucidar el papel del gen dicer? de M. circinelloides en el mecamsmo de
silenciamiento génico inducido por transgenes, se transformé la estirpe mutante MU410
con los plasmidos pMAT647 v pMAT12353, capaces de inducir dicho mecanismo en la
estirpe silvestre. El plasmido pMAT647 contiene la versidén genémica completa del gen
carB, incluyendo su regién promotora (transgen “con sentido™), v es capaz de silenciar la
expresién de la secuencia endégena presente en el genoma de M. circinelloides. La
mntroduccién del plasmudo en la estirpe silvesire genera transformantes silenciados de
fenotipo albino con una frecuencia variable, que depende del nimero de copias de
plasmido por niicleo (Nicolas er al., 2003). El plasmudo pMATI2353 contiene repeticiones
invertidas de una secuencia de 840 pb del gen cerB (trasngen “con repeticiones
invertidas™), separadas por un fragmento de 303 pb que contiene el segundo intrén de
dicho gen. Esta construceidn se expresa de forma constitutiva generando un mRNA que
adopta una estructura en horquilla bicatenaria, cuya alta eficacia en la induccién del
mecanismo de silenciamiento permite obtener transformantes albinos con una frecuencia

del 85 % en la estirpe silvestre (de Haro er af., 2009). Los experimentos de transformacién
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con ambos plasmidos se realizaron con la estirpe mutante dicer?” v la estirpe silvestre R7B
{feud’), utilizada como control positivo. Como control negativo se empled el plasmudo
pLEU4, que carece de secuencias del gen carB v que, al igual que los plasmidos pMATE47
v pMATI2S3, contiene la wversién silvestre del gen flewd de M. circinelloides, que
complementa la auxotrofia para la leucina de 1a estirpe R7B y del mutante dicer?”. Los
resultados presentados en la Tabla 13 indican que el mutante dicer?” se encuentra
severamente afectado en el mecanismo de silenciamiento génico, siendo incapaz de
silenciar la expresion del gen rarB cuando se utilizan transgenes con sentido como
inductores del silenciamiento, v experimentando una dristica reduccidén en la frecuencia de
silenciamiento cuando éste se induce por transgenes con repeticiones invertidas. En este
altimo caso, la mayoria de las colonias albinas obtenidas {13 de 13) no mostraron un

fenotipo uniforme, sino parches albinos (silenciados) v amarillos (silvestres).

Transformantes

Frecuencia de

Plasmido Estirpe  Amarillos  Albinos  Total silenciamiento (%0)

pMAT1253  WT 49 275 324 848
card . P
) dicerz 500 15 515 347
WT 82 25 107 23.4
dicer? 129 0 129 0
pLEU4 WT 80 0 80 0
(control) . 1o 130 0 130 0

Tahbla 13. Silenciamiento génico en el mutante dicer?” Se indica el fenotipo de los transformantes
ohtenidos tras la introduccion en la estirpe silveste RYB v en el mutante dicer?- de plasmidos
autorreplicatiwos que contienen el gen car8 con su promotor (pMATA47T), repeticiones invertidas del gen
car8 (pMATI125%) o sdlo el marcador seleccionahle fewd (pLEU4) El color de los transformantes se
observd tras transplantar los transformantes onginales a placas de medio minimo YNB e incubarl as durante
48-72 horas en condiciones de luminacion continua, Se incluyen como silenciados aguellos transfonmantes
gque muestran parches de fenotipo alhino.

El silenciamiento induecido por transgenes con repeticiones invertidas en la estirpe

silvestre es muy estable, ya que méas del 90% de los descendientes de los transformantes

primarios silenciados mantiene el fenotipo albino tras un ciclo de erecimiento vegetativo.
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Sin embargo, los transplantes en medio minimo YNB pH 28 de micelios albinos
procedentes de individuos dicer?” transformados con el plasmido pMATI253 segregan
rapidamente a fenotipo silvestre, tanto durante el crecimiento de la colonia como en las
esporas germinadas de la siguiente generacién (Figura 30A). En estas condiciones, que

favorecen el crecimento compacto, la estirpe silvestre es capaz de mantener el fenotipo

dicer2- Silvestre

Figura 30. Fenotipo de loz descendientes de individuos completamente albinos transformados con el
plastido pMATI253 (4) El tnutante dicer?” segrega a fenotipo silvestre tras un Unico ciclo de crecimiento
vegetativo. (B) La esturpe silvestre E7E mantiene el fenotipo abino durante varios ciclos de crecimiento
vegetativo. La coloracion de los individuos se observad tras 48-72 horas de crecimiento en medio mimmo a
pH 2,3 en condiciones de iluminaci én continua.

albino durante vanos ciclos de erecimento vegetativo (Figura 30B). Para cuantificar la
estabilidad del silenciamiento en las estirpes silvestre v mutante dicer2’, se recogieron
esporas de individuos que, tras la introduccién del transgen con las repeticiones invertidas,
presentaban fenotipo albino en toda la coloma, sin parches amanllos. Las esporas se
sembraron en medio minimo YNB a pH 2.8, tras lo cual se valord el porcentaje de
individuos que continuaban presentando el fenotipo de la colonia parental tras un ciclo
vegetativo. En el mutante dicer?” los descendientes albinos representan el 9.6 % del total,
aumentando esta frecuencia si se consideran aquellos que muestran algiin parche blanco.
Por el contrario, todos los descendientes de los individuos silvestres completamente
albinos presentaban color blanco en toda la colonia (Tabla 14). Asi, los datos revelan que
la actividad de silenciamiento residual que muestra el mutante dicerZ no es suficiente para
mantener el fenotipo silenciado de forma estable y ponen de manifiesto el papel relevante

del gen dicer? en el sil enciamiento indueido por transgenes.
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Descendientes
Parental Amarillos Amal:i]lus.-‘ Alhinos Total % de-sm?ndientes
Alhinos alhinns
Silvestre i n 221 221 100
diverd- 26 21 ) L 9.6 (500

Tahla 14. Estabilidad del silenciamiento en el mutante dicer?” Se muestra el fenotipo de los descendientes
de individuos completamente abinos de la estirpe silvestre RYE v del mutante dicer?” obtenidos con el
plésmido pMATI1253. Entre paréntesis se indica el porcenta e de descendientes alhinos en el mutante dicer?’
st seincluyen en esta categoria aguell os que presentan parches amatillos (silvestres) v albinos (silenciados)

II1. 2. 2. 2. Acumulacion de siRNAs en los mutantes dicer2 .

A diferencia de lo que sucede en los mutantes dicer’, el mutante dicer2” es incapaz
de responder a la induccién del silenciamiento por transgenes con la eficacia observada en
la estirpe silvestre. Puesto que los mutantes dicer!” acumulan los dos tipos de siRNAs
caracteristicos del silenciarmento génico de M. rirrinelloides, se analizé s1 los escasos
individuos silenciados obtenidos en ¢l mutante dicer?’ muestran alguna diferencia en

cuanto al tamafio de las moléculas de siRNAs generadas.

La deteccién de los siRNAs correspondientes a secuencias del gen carB en el
mutante dicer? se realizé mediante mbridaciones tipo Northern. Se extrajeron muestras de
RNA enriquecidas en moléculas de bajo peso molecular (ver Materiales y Metodos)
procedentes de colonias silenciadas del mutante dicer?” transformado con el plasmido
pMATI253. Debido a los problemas de estabilidad que presentan estos transformantes
(ver Apartado II1.2.2.1), ¢l crecimiento en YNB liquido pH 4.5 favorecid la pérdida del
fenotipo silenciado, no detectindose siRNAs en estas condiciones, que permiten, sin
embargo, la deteccion de siIRNAs en transformantes silenciados de la estirpe silvesire
(Figura 31B, calles 3 y 4). Por ¢llo, ¢l RNA tuvo que aislarse a partir de micelio crecido
durante 48 horas en medio YNB sélido a pH 3,2 v bajo luz continua. Si bien estas
condiciones no son las idéneas para la deteccién de las dos clases de siRNAs, son las
unicas en las que fue posible obtener suficiente cantidad de micelio albino de uno de los
15 transformantes silenciados del mutante dicer?” para llevar a cabo el analisis. Como
control positivo se utilizé una muestra de RNA de bajo peso molecular extraida de un

transformante albino de la estirpe silvestre R7B transformada con el plasmido pMAT1253
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v crecida en las mismas condiciones que el mutante. La membrana de RNA obtenida se
hibridé con una nbosonda especifica para el gen carB, capaz de detectar los siRNAs
antisentido (Figura 31A, sonda f). Los resultados obtenidos indican que los individuos
silenciados en fondo genético dicer?” acumulan tanto el siRNA de 21-nt como el de 25-nt,
s1 bien los mveles de este Gltimo son mavyores que los detectados en la estirpe silvesire

(Figura 31B, calles 5 ¥ 6).

A B PMATIL2S3
i M edio Medio
Oligos liquido silido
Sondaf A% 5 dicer? WT WT dicer2
i
lod2 it
3zp . : 20 nt
i i 15 nt
;. -\II 21 nt
Transgen
SSrRENAS

Figura 31. Produccidn de siEMNAs inducida por transgenes con repeticiones invertidas en el mutante dicer?”.
{4) Eepresentacion esquematica de la sonda de RNA del gen car8 utilizada (sonda f). La sonda tiene la
misma direccidn de transcripoidn que el gen car8, por lo que hibrida v detecta los siEMAs antizentido.
Procede de la transcripoion it wirrs del plasmido pMATASZ (Micolds er @f, 2003) Las flechas en el gen
car8 indican el inicio delatranscripoidn v el sitio de poliadenilacidn de dicho gen. Los dos intrones del gen
car8 estan representados por rectangulos morados. Se indica la region de car8 presente en el transgen con
repeticiones invertidas. (B) Hibridacion tipo Northern de muestras de ENA de bgo peso molecular (50 pg)
atsladas de individuos dicer?” (calle 3) o silvestres (calle 4) transfonmados con el plasmido pMATLZ253
incubados en medio l{guido ¥NB pH 4,5 durante 24 horas. Para detectar siRMNAs en el mutante dicer?” fue
necesario utilizar RMNA de bajo peso molecular extraido de parches albinos de un indiwiduo transformado
con el plasmido pMATI253, crecido en medio minimo solido apH 3,2 (calle 6). Como control positivo se
utilizd un transfonmante albino de la estirpe silvestre (E7B) crecido en el mismo medio {cale 3). Como
marcadores de tamafio ¥ control de la especificidad de la hibridacidn se utilizd 1 pmol de un digonucledtido
de 29-mer en la orientaci on antisentido (A5, calle 1) ¥ un oligonucledtido de 25-mer en la orientacidn con
sentido (%, calle 2). Como control de carga se tifieron los tRNAs v el 35 rRIMA con EtBr.

El fenotipo del mutante dicer2 pone de manifiesto que su funcién es clave en el
mecanismo de silenciamiento inducido por transgenes v que la proteina Dicer2 es necesaria
para la producecidn eficaz de los dos tipos de siRNAs. Estos resultados también indican que
en ¢l fondo genético direr2” hay una actividad Dicer residual, capaz de provocar cierto
nivel de silenciamiento, aunque muy inestable. Esta actividad Dicer es, a su vez, capaz de
generar los dos tipos de siRNAs, aunque con una dinimica probablemente diferente ala de

la proteina Dicer2.
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IT1. 2. 2. 3. Complementacion del mutante dicer2 .

Para comprobar que los defectos en el silenciamiento observados en el mutante
dicer?” se debian exclusivamente a la interrupeidn de la version silvestre del gen dicer2, se
procedid a complementar ¢l fenotipo mutante mediante la introduccién del alelo silvestre
de dicho gen. Uno de los dos marcadores seleccionables de 1a estirpe MU402 {(Leu, Ura’),
el gen pyrG, se habia utilizado va para generar la estirpe mutante dicer?’. El segundo
marcador, el gen lewd, es necesario para poder introducir plismidos portadores de
transgenes que permitan estudiar cémo ha afectado la mutacion en el gen dicer? al
mecanismo de silenciamiento génico (ver Apartado ITI2.2.1). La introduceidn simultinea
de copias silvestres del gen dicer? v de plasmidos portadores de transgenes en el mutante
dicer? (Lew, Ura"), requiere disponer de un nuevo marcador seleccionable. Una
alternativa es recuperar mediante mutagénesis la auxotrofia para uracilo perdida en esta
estirpe. Los mutantes pyr(G son resistentes al dcido 3-fluoroordtico (5-FOA), un analogo
téxico del dcido ordtico. Asi, mediante mutagénesis al azar v posterior seleccién de
individuos resistentes a 5-FOA, se generaron estirpes dicer?” leud” pyrG. La auxotrofia
para uracilo en estos mutantes puede ser complementada mediante la introduccién de

copias del alelo silvestre del gen pyrG de M. circinelloides (Benito eral., 1992).

I1I. 2.2. 3. 1. Aislamiento de mutantes FOA® auxotrofos para uracilo.

Los mutantes dicer?” leud” pyvrG se obtuvieron sometiendo la estirpe MU410 a
mutagénesis con nitrosoguanidina. Para ello, 10° esporas de esta estirpe se incubaron en
presencia de 0,1 mg/ml de mtrosoguamdina durante 15, 30 y 45 minutos, determinindose
en cada caso la supervivencia al tratamiento (Figura 32). Para aumentar la probabilidad de
que se¢ manifestara cualquier mutacién recesiva, las esporas procedentes de tratamientos
que provoecan un indice de supervivencia entre el 3 v el 10 % se¢ sembraron en cajas de
medio rico suplementado con uridina hasta completar un ciclo vegetativo. Estas esporas
“recicladas” se sembraron en medio minimo selectivo con uridina y 2,5 mg/ml de 5-FOA,
manteniéndose a lo largo de todo ¢l proceso identificadas a las esporas recicladas
procedentes de cada caja individual. Se seleccionaron 59 individuos FOA®, que se
transplantaron a eajas de medio mimmo con y sin unidina para comprobar la posible
auxotrofia para este compuesto. Treinta v ocho de los individuos FOA® cran ademas

auxétrofos para uracilo, de los que, finalmente, se eligieron 2 que presentaban crecimiento
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normal en distintos medios para someterlos a los experimentos de medida de la actividad

OMP desearboxilasa.

Supervivencia (%)

=

I T T =i
I L3 30 45

Tiempo de incubacion {(min)

Figura 32. Supervivencia de las esporas de la estirpe MU410 (dicer2”) al tratamiento con nitrosoguanidina,
Sermide como unidades fonmadoras de colonias tras cada tratamiento mutagénico.

II1. 2. 2. 3. 2. Medida de la actividad OMP descarboxilasa.

La auxotrofia para uracilo y resistencia a 5-FOA puede deberse a mutaciones en los
wenes pyrG o pyrF. Para identificar los mutantes pyrG s¢ determiné la actividad de la
enzima descarboxilasa de orotidina-5"-monofosfato (OMPdecasa), cifrada por ¢l gen pwrG
y encargada de catalizar el paso de orotidina-5 -monofosfato a uridina monofosfato dentro
de la ruta de biosintesis de pirimidinas. La Tabla 15 muestra la actividad OMPdecasa del
mutante dicer?” (MU410, control positive) v de los 2 mutantes seleccionados por su
auxotrofia para uracilo. Estos mutantes presentaron una actividad nula, demostrando que la
mutacién que conferia resistencia a 5-FOA y fenotipo Ura afectaba al gen pyrG. Las
estirpes mutantes pyr(7dicer?” se utilizaron para los experimentos sucesivos y se

denominaron MU421 y MU422.

Estirpe Actividad especifica (U/mg de proteina)
MU410 1,414

MU421 0

MU422 0

Tahla 15. Actividad OMPdescarhozilasa de la estirpe MU410 (dicerZpyrG™) v de dos de los mutantes
auxdtrofos para uracilo.
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I1I. 2. 2. 3. 3. Complementacion de la mutacion pyrG™ con el alelo pyrG*.

Una vez obtemdas las estirpes MU421 y MU422, se comprobé que la mutacion
pyrG que portan estas estirpes puede ser complementada con alelos pyrG* presentes en
plasmidos autorreplicativos. Los experimentos de transformacién revelaron que ambas
estirpes presentaban unas altas tasas de reversion espontinea de la mutacién pyr(G, como
s¢ desprendia del hecho de que los controles negativos sin DNA plasmidico presentasen
siempre individuos pyrG”, si bien en menor nimero respecto a los obtenidos tras

transformar con los alelos silvestres del gen pyrG (Tabla 16). Para soslayar ¢l problema

Individuos pyrG+
a .
Estirpe Control sin DIVA Transformantes Yorevertientes entre los
transformantes
U421 3 234 13,14
NU422 106 350 27,18

Tabla 16. Eeversion de la mutacién pyr& en las estirpes MU421 v MU422 Se muestra el porcentaje de
individuos que son revertientes pyrG* de entre loz transformantes de las estirpes MU421 v MU422
ohtenidos al introducir copias silvestres del gen pyrG. Se indican los mimeros totales ohtenidos en varios
experimentos de transformacidn independientes.

de la reversién, se realizaron nuevas mutagénesis con nitrosoguanidina con el fin de
obtener individuos independientes de los resultantes de la primera mutagénesis. Cinco
individuos auxétrofos para uracilo y resistentes a 5-FOA, procedentes de cuatro
experimentos de mutagénesis independientes, fueron transformados con alelos silvestres
del gen pyrG. Todos presentaron la misma capacidad de revertir la mutacidn pyrG que las
estirpes MU421 y MU422, diferencidndose Gnicamente en la frecuencia con la que se

producia la reversién (Tabla 17).

A pesar de la imposibilidad de obtener mutantes pyrG estables a partir de la estirpe
MU410 (dicer2’), las estirpes auxétrofas para uracilo resultantes de la mutagénesis eran
capaces de ser complementadas por alelos silvesires del gen pyr(s, aumentando de forma
significativa la frecuencia de transformantes pyrG' sobre la frecuencia de reversién
espontanea. Por lo tanto, estas estirpes fueron sometidas a experimentos de transformacién
para complementar la mutacién dicer?” utilizando ¢l gen pyrG como marcador

seleccionable.
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Estirpe Tasa de REeversion
MU421 0,86- 107
MU422 1,46- 107
M1 1,28- 107
M2 468107
M3 579107
M4 1,35- 107
MS 1,6+ 107

Tahla 17. Tasas de reversidn espontanea de las mutaciones pyrs. Se muestran las frecuencias de reversion
de las siete estirpes ohtenidas mediante mutagénesis con mtrosoguanidina del mutante odicer?” Los valores
fueron calculados dividiendo el niimero de revertientes ohtenidos en el control negativo sin DA entre el
mimero total de esporas sembradas. Dado que solo una proporcdn de las esporas uhlizadas en los
experimentos de transformacidn dan lugar a protoplastos wiables, las tasas reales de reversidn son,
probablemente, mayores que las mostradas.

ITII. 2. 2. 3. 4. Transformacion de las estirpes dicer2pyrG' con alelos

silvestres del gen dicer2.

La estirpe MU422 fue transformada con el plasrdo pMAT1223, que contiene el
marcador seleccionable pyrG”* v un fragmento de 7,1 kb que incluye la versién completa
del gen dicerZ. Como se ha comentado, 1a estirpe MU422 presenta mutaciones en el gen
pyrG capaces de revertir con alta frecuencia, por lo que era necesario discriminar, entre los
individuos pyrG* obtenidos, los transformados con el plasmido pMAT1223 de aquellos
que habian revertido 1a mutacién pyr(c. Con tal fin, uno de los revertientes aparecidos en
¢l control negativo de la transformacién (sin plasmido), asi como varios individuos de los
obtenidos tras transformar con el plasmido pMAT1223, fueron sometidos a tres ciclos de
crecimiento vegetativo en medio mimmo selectivo MMC. A continuacion, se determind el
porcentaje de nicleos transformados que presentaba cada uno de ellos, mediante la
comparacién del mimero de esporas capaces de erecer en medio mimmo selectivo respecto
a las que crecen en medio mimmo con unidina (ver MMateriales y Meétodos). La

transformacién de M. circinelloides con plismidos autorreplicativos suele rendir valores
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que varian entre un 10 y un 40 % de niicleos transformados, con variaciones tras cada ciclo
vegetativo dentro de este rango. Por el contraro, la presencia de una reversion que
restaurase la funcién del gen pyrG endégeno (gendmico) se manifestard como un
incremento en ¢l porcentaje de niucleos transformados tras cada ciclo de crecimiento en
medio selectivo, hasta aleanzar la homocariosis. Los datos obtemdos para cada uno de los
individuos analizados revelaban que el individuo pyrG* obtenido en el control negativo de
la transformacién era realmente un revertiente, mientras que en los cinco transformantes
analizados la auxotrofia para uracilo estaba siendo complementada por el plasmido

pMATI1223 (Tabla 18).

Transfor mante N* de colonias en N° de colonias en %4 nicleos
MMC MMC + uridina G
Eevertiente 60 71 24.5%
! 2 50 10%
2 8 77 10,4%
3 a7 fil 44.2%
4 87 215 40,46%
S 0 184 <0,5%

Tahla 18. Porcentaje de niclens transformados en individuos pwG™. Se indica el porcentge de colonias
Urat de un individuo revertiente ¥ de cinco de los transformantes obtenidos con el plasmido pMATI1223

(dicer2 pyrGh.

III. 2. 2. 3. 5. Silenciamiento génico en los mmtantes dicer2

complementados.

Para analizar si la presencia del plasmido pMATI1223 (dicer2* pyrG*) restituia la
capacidad de los individuos direr2” para silenciar el gen carB, se introdujo el plasmido
pMATI253 (ver Apartado IIL2.2.1) e¢n dos individuos complementados de la estirpe
MU422. A estas estirpes las denominamos MU422.1 v MU422.2 (dicer2” pwrG*). La
proporeién de transformantes albinos obtenidos en estas estirpes (Tabla 19) es similar a la
que s¢ obtiene en la estirpe silvestre (ver Apartado III.2.2.1), indicando que los mutantes
dicer?” complementados con el alelo silvestre dicer?” son capaces de inducir el

silenciamiento del gen carB.
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Transformantes
Estirpe Amarillos Alhinos Total  Frecuencia de
silenciamiento (%)
MU422.1 40 130 170 Ta,5
MU422.2 (0 150 210 T4

Tahla 19. Complementacidn de lamutacidn dicer?”. Se muestra el fencotipo de los transfonmantes obtenidos
tras la introduccidn en las estirpes MU422.1 v MU422.2, portadoras de alelos silvestres del gen dicer2, del
plasmido pMATI1 253, portador de un transgen con repeticiones invertidas del gen carB.

Debido a los problemas de reversién de la mutacidén pyrG que presenta la estirpe
MU422, se realizé un expenimento de Southern para confirmar que los individuos albinos
silenciados contenian el plasmido pMATI223, que complementa las mutaciones en los
genes pyrG v dicer? (Figura 33). En efecto, los resultados obteni dos revelan la presencia
del plasmido en los individuos silenciados v ponen de manifiesto que la ineficacia
observada en ¢l mecanmismo de silenciamiento en los mutantes dicer? es debida

exclusivamente ala falta de funcién de dicho gen.
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Figura 33. Andlisis mediante Southern de la presencia de alelos silvestres del gen dicer? en un individuo
slenciado de la estirpe MU422 (dicer? pyrs) portador del plasmido pMATI223 (dicer2TpwrG™). DNA de
la estirpe MU422 ¥ de un individuo albino de esa misma estirpe portador de los plasmidos pMATLZ223 ¥
pMATI253 (transgen car8 “con repeticiones invertidas™) se digirid con la enzima Ps#f ¥ se hibndd con un
fragmento de 2,5 kh del gen dicer? (Figura 28, sonda d) La hibridacion permitid detectar en ambos
indiwiduns la handa de 7.5 kb correspondients al locus dicer? recombinante (dicer?”) La banda de 3,6 kb
correspondiente al alelo dicer? silvestre solo aparece en el indiwiduo transformado con el plasmido
pMATI223. M: GeneRuler™ DNA Ladder Mix de Fermentas (M),
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IT1. 2. 2. 4. Obtencion de estirpes dicer I'dicer2’.

En M. circinelloides, los dos genes dicer 1dentificados parecen presentar cierta
redundancia funcional, si bien es ¢l gen dicer? el que juega un papel crucial enla respuesta
de silenciamiento a la introduccidn de transgenes. Con el fin de descartar la existencia de
una actividad Dicer adicional que explicase la redundancia observada, se imeiaron los

experimentos encaminados a generar mutantes dobles diceri dicer?’.

III. 2. 2. 4. 1. Obtencion de estirpes dicerI'dicer2” a partir de estirpes

dicer2” auxotrofas para uracilo.

La baja cficacia de obtencién de mutantes dicer?” (ver Apartado IIL2.1) llevd a
abordar 1a generacién de los dobles mutantes dicer! dicer?” partiendo de la estirpe mutante
dicer?’, sobre la que se llevaria a cabo la disrupeion del gen diceri. En la obtencion del
mutante MU410 (dicer2 feud’) se empled el marcador seleccionable pyrG para generar la
disrupcidn, eliminando la auxotrofia para uracilo de la estirpe utilizada para ello (MU402).
La generacién de un doble mutante diceridicer? exige el uso de un mareador
seleccionable para la disrupeién del gen dicer] v un segundo marcador que permita la
introduccidn de plasmidos que induzean el silenciamiento, a fin de dilucidar el grado en el

que ¢std afectado este mecanismo ¢n los dobles mutantes.

Tres de las estirpes pyr(s obtenidas independientemente mediante mutagénesis al
azar del mutante dicer2” fueron sometidas a experimentos de transformacién para
conseguir la disrupeidn del gen dicerf. Para ello, se emplesé un fragmento de 5.8 kb que
contiene el gen pyrG como mareador seleccionable, flanqueado aguas arriba por 1,8 kb del
gen dicerf, v aguas abajo por 780 pb del mismo gen. Esta construceidn se encuentra en el
plasmido pMAT661 v puede liberarse mediante digestién con las enzimas de restriceidén

Spef v Pvudf (Figura 344A).

Quince experimentos de transformacién independientes con las tres estirpes dicer2”
pyrG permitieron obtener 277 transformantes pyrG*. Sin embargo, dado que la frecuencia
de transformantes obtenidos por recombinacién homdéloga es similar a la frecuencia de
reversién espontanea pyr(G* en las tres estirpes recipientes (ver Apartado II12.2.3.3), sélo
s¢ estudiaron los individuos procedentes de aquellas transformaciones en las que los

transformantes aparecidos superaban en nimero a los revertientes presentes en las placas
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del control negativo. Tras dos ciclos de crecimiento vegetativo en medio MMC, esporas de
138 de los transformantes fueron analizadas mediante PCR (ver Materiales ¥ Meétodos)
para comprobar si la pérdida de la auxotrofia para uracilo era fruto de la recombinacién

homéloga del fragmento para la disrupcidén en el locus diceri.

A Spat Puutt
'{ L&ko }'
|(— 1862 —)I(i 2 K3 4)|(—0.78 n:—)|

dicer! perie dicert
[ 3
pyrGE

dicerld
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-
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Figura 34. Obtencidn de mutantes dicer?” dicer?” a partir de denvados pwG de la estupe MU410 (dicer2”.
(4) Laintegracion por recombinacidn homologa del fragmento utilizado para la disrupcion del gen dicer?
permitiria amplifi car un fragmento de 2 kb con la pareja de cebadores pyrGZ v dicerl?. En marrdn aparece
laregidn codificadora del gen dicer? no incluida en el fragmento utilizado parala disrupeidn. (B) Productos
de PCR de @ de los 138 transformantes analizados. En ningin caso se obtuvo labandade 2 kb esperadapara
los disruptantes por recombinacion homéloga del fragmento de 5,8 kb, Las reacciones con la pareja de
cebadores dicerlé-dicerld, utilizadas como control del buen estado del DNA, siempre rindieron la banda de
24 kb que cabia esperar en este caso. M GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas),

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo con el cebador pyrGZ, que
hibrida con el marcador pyrG, v el cebador dicerl9, que hibrida con ¢l gen dicerf fuera de
la regién de DNA presente en el inserto utilizado para la disrupeién (Figura 344). El
producto de amplificacién que resultaria de este experimento sélo se¢ podria obtener en los
individuos en los que la integracién haya tenido lugar en el sitio esperado. De los 138

transformantes analizados, ninguno presentaba la mutacién en el gen dicer? (Figura 34B).
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Figura 35. Construccidn del plastnido pMATI122E, portador del inserto emnpleado para la interropeidn del
gen dicer?. La digestion del plasmido pMATI228 con Sac! libera un fragmento de 6,9 kb utilizado en los
experimentos de disrupodn génica. En amarnllo se indicalaregion codificadora del gen dicer? ¥ en morado
la regitn gendmica adyacente. Los nimeros indican posiciones de la secuencia del gen dicer?, sendo +1 la
posicidn que corresponde al primer nucdedtido del triplete de iniciad 6n de la traduccidn.
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El fracaso a la hora de obtener individuos mutantes en los dos genes dicer podria
deberse a que este genotipo resultase letal en M. circinelloides, incluso con bajos
porcentajes de nicleos transformados. Para comprobar esta posibilidad se repitieron los
experimentos de disrupeidn empleando esta vez como recipiente la estirpe MU422.1
{dicerZ pyrGlenA” complementada con alelos silvestres de los genes dicer? yv pyr(G)
(ver Apartade IIT.2.234). En estos cxperimentos el fragmento empleado para la
disrupeidén del gen dicer! contenia el marcador seleccionable fenA, flanqueado aguas arriba
por 1,2 kb del locus diceri, v aguas abajo por 1,3 kb del mismo locus. Para realizar esta
construccidn, ¢l plismido pMAT1226, portador de un fragmento que contiene el gen
dicer] completo y parte de la secuencia gendémica flanqueante, se empleé como molde en
una reaceidn de PCR inversa con los cebadores del1250 v del5950, ambos orientados hacia
los extremos del gen (Figura 35). El producto de amplificacién es un fragmento lineal de
3.5 kb que ha perdido 4,7 kb de la secuencia codificadora del gen dicer? v que presenta
dos puntos de corte para la enzima Pstf incluidos en la secuencia de los cebadores. Tras la
digestidn con esta restrictasa, el producto resultante se ligé con un fragmento de 4.4 kb que
contiene el gen lewd de M. circinelloides, obtemdo mediante digestion del plasmdo
pLEU4 con Pt/ (Figura 35). El plismido resultante, en ¢l que el gen leud se encuentra en
la misma orientacién que el gen diceri, se denominé pMATI1228. Una digestién con la

enzima Sacf permite liberar ¢l fragmento de 6,9 kb utilizado enla disrupcién.

Las transformaciones de la estirpe MU422.1 (direr? pyrG*) con este fragmento
rindieron 33 transformantes Leu’, que fueron sometidos a cinco ciclos de crecimiento
vegetativo en medio YNB antes de ser analizados mediante PCR. La reaccidn se llevé a
cabo con el cebador dicer335, que librida con el gen dicer! fuera de la region de DNA
presente en el inserto utilizado para la disrupeién, v el cebador lena-p2, que hubrida con el
marcador [end (Figura 36A). En ningin caso se obtuvo la banda de 1.9 kb esperada en los
individuos que presentasen la integracién en el locus direr!, si bien en todas 1as reacciones
¢l control con los cebadores del3930 v dicer33, para comprobar la calidad del DNA
aislado, dio resultados positivos (Figura 36B).

Estos datos sugieren que la imposibilidad de obtener un mutante de
M. circinelloides con los dos genes dicer afectados no parece deberse a un problema de
letalidad provocado por la doble mutacidn, pues a pesar de la presencia de alelos silvestres
del gen dicer? en las estirpes sometidas a los expenimentos de transformacién, no se ha

conseguido la disrupeidn del gen diceri.
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Figura 36. Andlisis mediante PCR de los transformantes generados para obtener mutantes dicerFdicer?’,
i(4) La recombinacion homdloga del fragmento utilizado para la interrupoion del gen dicer? permite
amplificar un fragmento de 1,9 kb con los cebadores lewap?2 v dicer3s Como control posiivo de las
reacciones de PCR se utilizo la parga de cebadores del3950 v dicer35, capaces de amplificar 1,8 kb tanto a
partir del locus silvestre como del locus dicer?”. (B) Productos de PCR de 6 de los individuos obtenidos en
la transformacidn de laestirpe MU422.1 (dicer?* pyrG™) con el fragmento para la disrupeidn del gen dicer?.
Minguno de los 33 individuos analizados portaba la mutacion en el gen dicer?. (C) Productos de PCR de
5 individuos obtenidos en la transformacidn de la estirpe BMU410 (dicer2) con el Fragmento para la
disrupcion del gen dicer?. Solo el transfonmante nimero 2 genera el fragmento de 1,9 kb (fecha blanca)
esperado tras la interrupcion del gen dicer?. M GeneRuler™ DRA Ladder Mix (Fermentas).

ITI. 2. 2. 4. 2. Obtencion de estirpes dicerI'dicer2” a partir de la estirpe

dicer2” auxotrofa para leucina.

Puesto que todas las estirpes pyrG derivadas de la mutagénesis del mutante dicer?’
son capaces de revertir la mutacién que confiere la auxotrofia para uracilo (ver Apartado

II1.2.2.3.3) v ninguna ha resultado Gtil a la hora de obtener mutantes diceri dicer2’, se
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abordé la generacién de los dobles mutantes a partir de la estirpe original MU410
(dicer? pyrG*ieud ). Los posibles mutantes que se obtengan no podrin ser transformados
con plasmidos que induzean el silenciamiento, a menos que se vuelva a generar la

auxotrofia para uracilo por mutacién.

Para llevar a cabo la disrupcién del gen diceri, la estirpe MU410 fue transformada
con el fragmento lineal de 6,9 kb obtenido mediante digestion del plasmido pMATI1228
con la enzima Sacl (ver Apartado II1.2.2.4.1 ¥ Figura 35). La recombinacién homdéloga
de este fragmento en el locus dicerf permitiria sustituir la mayor parte del gen por el

marcador /end, complementando la auxotrofia para leucina del mutante MU410.

Los experimentos de transformacién permitieron obtener 27 individuos Leu” que
fueron sometidos a tres ciclos de erecimiento vegetativo en medio minimo selective YNB,
tras lo cual se valord la proporeidn de nheleos transformados para conocer ¢l grado de
homoecariosis (ver Apartado ITL.2.1). Sélo cinco de los transformantes mostraron
porcentajes de esporas Leu” por encima del 35 % y fueron analizados mediante PCR para
detectar 51 la recombinaciéon homdloga habia temido lugar en el sitio esperado. La
amplificacién se llevdé a cabo con la pareja de cebadores dicer3 3 v leua-p2 (Figura 36A).
Una de las cinco reacciones generd la banda de 1,9 kb que cabia esperar sélo si la
integracién habia ocurrido en el locus dicer] (Figura 36C). Dado que el posible
disruptante presentaba un 80 % de nicleos transformados, fue sometido a dos nuevos
ciclos de crecimiento vegetativo en medio mimimo selectivo que permitieron obtener una

estirpe homocarionte.

La correcta interrupeidn del gen dicer? fue confirmada mediante un experimento de
hibridacién tipe Southern. DNA gendémico de la estirpe silvestre v del disruptante fue
sometido a una digestién doble con las enzimas de restriccién Pstf v Xhol, v a una
digestion simple con la enzima EcoRJ. El patrén de bandas generado en cada una de estas
digestiones debia presentar diferencias entre las dos estirpes en ¢l caso de que se hubiese
producido recombinacién en el locus dicerf (Figura 37A). La hibridacién con una sonda
del gen direrf (Figura 37A, sonda g) mosiré todos los fragmentos esperados, lo que
corrobora los datos obtenidos en la PCR y permite descartar la existencia de integraciones
ectépicas. Estos resultados demuestran que la estirpe obtenida, denominada MU411,
presenta mutaciones en los dos genes dicer de M. circinelloides v descarta que este

genotipo esté asociado a letalidad.
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Como se ha indicado anteriormente, el anilisis del silenciamiento en la estirpe
mutante en los dos genes dicer requiere generar de nuevo una mutacién pyrG'. Esto ha sido
realizado en nuestro laboratorio por la Dra. Maria Cervantes Martinez, que ha podido
demostrar la incapacidad de esta estirpe para llevar a cabo el silenciamiento inducido por

transgenes.
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Figura 37. Disrupcion del gen dicer? en la estirpe MU410 {(dicer2’). (&) Eepresentacion esquematica de la
region genomica del gen dicer? en la estirpe silvestre (RYB) v en el mutante obtenido por disrupcion
mediante recomhinacion homdloga Se indican los puntos de corte para las enzimas Fcolld (F), Psof (P,
Sacel (5) v Xho! (X)) (B) Resultado dela hibridacidn tipo Southern de DA de la estirpe silvestre (R7B) v
del mutante dicer? dicer? digendo con la enzima EcoRf (calles 2 ¥ 30 v con las enzimas Psef v Xho!
{calles 5 ¥ 6). La membrana se hibrido con la sonda g, representada en & M: GeneRuler™ DNA Ladder
Mix de Fermentas ().
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III. 3. Expresion v ensavo de actividad de la proteina Dicer2 de

M. circinelloides.

Las enzimas Dicer contienen dos dominios cataliticos con funcién endonucleasa
que actiian como un homodimero intramolecular v son los responsables de generar RNAs
de entre 21 y 27 nt de longitud, segin los orgamismos. En M. circinelloides, las dos
enzimas Dicer parecen compartir un mismo meeanismo de accidén, que genera siRNAs de
dos tamafios a partir del RNA de doble cadena. Con ¢l fin de conocer en detalle el proceso
enzimitico que da como resultado los siRNAs de 21 v 235 nt, nos propusimos iniciar los

experimentos encaminados a estudiar la actividad Dicer de M. circinelloides in vitro.

Puesto que el gen dicer? es el prncpal responsable del mecanismo de
silenciamiento génico en M. circinelioides, nos centramos en el estudio de la actividad de
la enzima Dicer2. En este apartado se presenta la expresidn de distintos fragmentos de la
enzima en sistemas heterélogos, asi como los ensavos de actividad in virro realizados con

las proteinas purificadas.

L. 3. 1. Expresion de los dos dominios RNasalll de Dicer? en

Escherichia coli v ensayo de su actividad enzimatica.

El clevado peso molecular (185 kDa) de la proteina Dicer de M. circinelloides
dificulta su purificacién en forma soluble a partir de E. cofi. La regién C-terminal de la
proteina Dicer de 5. pombe, que contiene los dos dominios RNasalll, ha sido purificada
con éxito en £, coli, mostrando capacidad de digerir dsRNA en productos de 22-nt (Quian
er al., 2003). Este hecho nos llevé a abordar el estudio de la actividad enzimética de la
porteina Dheer2 de M. circinelloides partiendo de un framento simlar al expresado de

5. pombe.

IIL. 3. 1. 1. Construccién del vector de expresion de la region C-terminal

de la proteina Dicer2.

Para expresar en E. coli la regién de la enzima Dicer2 con los dos dominios
RNasalll v ¢l motivo DSRM se utilizé el vector de expresién pGEX-KG (Amersham

Pharmacia Biotech), que permite generar una fusién de la proteina de interés con la enzima
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transferasa S de glutation (GST) del platelminto Schistosoma japonicum. La fusién
generada, G5T-Dicer2, contiene la proteina GST umda al extremo amino del fragmento
Dicer2. La umén a GST dota de estabilidad a la proteina fusionada y permite su

purificacién mediante cromatografia de afinidad a glutatién-sefarosa.

El ¢cDNA obtenido mediante RT-PCR con la pareja de cebadores DBshort5 v
DBextremo3'” (ver Apartado I11.1.3.2 y Figura 22) se digirié con la restrictasa Xbal (que
corta en el extremo 5 de los cebadores) v se ligd con el plasmido pGEX-KG digerido con
la misma enzima. La incorporacién del inserto en la misma orientacidn que el gen GST se
verificéd mediante digestion con distintas restrictasas, denominindose al plasmido portador
de la construccidén correcta pMAT1225. La secueneiacién de dicho plasmide desecartd la
presencia de errores en la secuencia del fragmento amplificado del gen dicer? v permmtié

comprobar que la integracién habia tenido lugar en la fase de lectura correcta.

I1L. 3. 1. 2. Expresion y purificacion de la proteina de fusion GST-Dicer2.

La expresidn de las fusiones con GST en el vector pGEX-KG queda bajo el control
del promotor rac, que se¢ induce por el anilogo de la lactosa isopropil
p-D-tiogalactopiranésido (IPTG). Los vectores pGEX incluyen también un gen lacl, cuyo
producto es una proteina represora que se une a la regién operadora del promotor rac en
ausencia de IPTG. Este sistema de control de la expresién génica reduce los posibles

efectos téxicos provocados porla acumulacidén de una proteina heterdloga en E. coli.

Para expresar la fusién GST-Dicer2 en E. coli se utilizé 1a estirpe BL21, deficiente
en la proteasa Lon, que degrada proteinas anormales, v la proteasa OmpT, que degrada
proteinas extracelulares. Estas caracteristicas favorecen la purificacién de proteinas
recombinantes intactas a partir de BL21. Para obtener cantidades aceptables de la proteina
(GST-Dicer2 en forma soluble (ver Materiales y Métodos), transformantes de BL21
portadores del plasmido pMATI1225 se cultivaron hasta alecanzar una D.0Q. a 600 nm de
0.7. A continuacién, se indujo 1a sintesis de la proteina de fusién mediante la adicion de
1mM de IPTG al medio ¢ incubacién durante 90 minutos a 37°C. Tras el periodo de
induccién se analizé la presencia de la fusién en extractos crudos mediante electroforesis
en gel de poliacrilammda (PAGE) y posterior tineién con azul de Coomassie (Figura 38A).
Como control se utilizé un extracto proteico de BL21 transformada con el plismido

pGEX-K@G e incubada en las mismas condiciones. A pesar de que en estas condiciones la
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mavoria de la fusién GST-Dicer? aparece en forma no soluble, probablemente en cuerpos
de inclusién (Figura 38B), la fraccion soluble presentaba las mayores cantidades de

proteina de cuantas condiciones de erecimiento ¢ induccidn fueron ensayadas.
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Figura 38. Expresion v purificacion de la proteina de fusion G5T-Dicerd. (A) Proteinas totales (30 pl) de la
estirpe de Fcofi BL21 portadora del plasmido pMATIZ225 o del plésmido pGEX-KG, exradas tras
90 mitmtos de induccidn con [PTG a 37°C, fueron separadas mediante electroforesis desnaturalizante en un
gel del 10% de poliacrilamida La tincidn con amul de Coomassie muestra la fusidn GET-Dicer? en las
células portadoras del plasmido pMAT1225 pero no en las que llevan el plasmido pGEX-KG, que expresan
solo la proteina GST. (B) Analisis mediante electroforesis en gel de poliacnlamida ¥ tincidn con azul de
Coomassie de la solubilidad de la fusidn GST-DicerZ. En cada calle se cargaron 30wl del extracto de
proteinas de Fesfi (T) o de la fraccidn soluble concentrada cineco weces (5) (C) Andlisis mediante
glectroforesis en gel de poliacnlamida de la proteina de fusion GST-Dicer? punificada mediante
cromatografia de afinidad a glutatidn-sefarosa La fincidn con azul de Coomassie muestra las proteinas
elmdas de la matriz de glutation-sefarosa (5 w). Lainmunodeteccidn con anticuerpos anti-G5T identifica la
proteina de fusdn GET-Dicer? v distintos fragmentos resultado de su degradacidn, incluyendo un fragmento
mayoritario del tamafio de la proteina GET. M matrcador de tamafio en kDa BenchlarkTI Pre-Stained
Frotein Ladder (Inwitrogen).

La proteina GST-Dicer2 presente en la fraceién soluble de los extractos de
proteinas se purificé mediante cromatografia de afinidad a glutatién unido a sefarosa,
utilizando condiciones nativas (ver Materiales y Métodos). La proteina GST-Dicer
retenida en la matriz de glutatidn-sefarosa se eluys por competencia con glutatién reducido
y se analizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamda v tincién con azul de
Coomassie (Figura 38C). Tras la purificacién, ademis de la proteina GST-Dicer2, se
observaron otras bandas que podrian corresponder a degradaciones de la fusién GST-
Dicer2 o a fragmentos que conservaban la poreién GST intacta resultantes de una parada

prematura durante su traduccién. Para comprobar que la proteina purificada a partir del
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transformante portador del plismido pMATI225 correspondia a GST-Dicer2 se llevé a
cabo un experimento tipo Western, utilizando como sonda anticuerpos monoeclonales
contra GST. Los resultados mostrados en la Figura 38C confirman que las proteinas
observadas en la tincién con azul de Coomassie corresponden a la proteina de fusién
GST-Dicer2 y a fragmentos de la misma de menor tamatfio, probables productos de su

degradacidén o incompleta traduccién.
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Figura 39. Solubilizacidn de la proteina de fusidn GST-Dicer? con el detergente anidnico sarcosil y
punificacion mediante cromatografia de afimdad a glutatidn-sefarosa. (A) Analisis mediante electroforesis
desnaturalizante en gel del 10 %% de poliacrilamnida v tinc én con azul de Cootnassie de fracciones obtenidas
en distintos pasos de la solubilizacon, punficacion v didlisis de la proteina de fusion GST-Dicer?. Cadle 1,
extracto de proteinas totales de Ecoff (30 W) Calle 2, proteinas solubilizadas con sarcosil al 0,5 %% nueve
veces concentradas (16 wl). Calle 3, proteinas no unidas a la matriz de glutabion-sefarosa (16 wl). Calle 4,
5 Wl de proteina punificada eluida de lamatnz de glutatidn sefarosa por competencia con glutation reduado.
Calle 5, protefna retenida en lamatriz de glutatidn sefarosa tras la elucidn (10 pl). Calle 8, proteina didizada
tras la elucion (16 uly. (B) Inmunodeteccidn con anticuerpos anti-G3T de la proteina de fusidn GST- Dacerd
retenida en la matriz de glutation-sefarosa tras la elucion (calle 1) ¥ de la proteina dializada (calle 2}
() Electroforesis en gel de poliacrilamida de 30 wl de proteina GST-Dicer? dializada tras la purificacidn
{calle 1) M marcador de tarnafio en kDa BenchbarkTM Pre-Stained Protein Ladder (Inwitrogen). La flecha
negraindicalaposicidn de laproteinag GET-Dicerd.

A pesar de haber obtenido proteina de fusion GST-Dicer2 en forma soluble, el
rendimiento de la purificacién fue muy bajo. Con ¢l fin de obtener mayores cantidades de
proteina soluble, la lisis de 1as bacterias que expresaban la proteina GST-Dicer2 se llevé a
cabo utilizando el detergente amémeco sarcosil en lugar del detergente no 16meco
Nonidet P40 (ver Materiales y Métodos). Esta variacién en el proceso de extraceién
permite solubilizar muchas proteinas de fusién con GST que son total o parcialmente
insolubles y tiende a mimmizar la apariciéon de productos de degradacion durante la

purificacién (Frangiom y Neel, 1993). En efecto, ¢l uso de sarcosil al 0.5 %% pernmtié
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obtener proteina soluble mas concentrada v estable (Figura 39A), aunque la mavor parte
de la proteina permanecié unida a la mainz de glutatién-sefarosa tras repetidas eluciones.
La necesidad de dializar la proteina purificada para poder ensayar su actividad provocé

finalmente 1a pérdida de 1a mayor parte de la misma (Figura 39B).

Aunque los métodos empleados presentan una baja eficacia de purificacidon de la
proteina de fusion GST-DicerZ, la purificacién a partir de 500 ml de cultivo pernmtié

obtener suficiente cantidad de proteina como para estudiar su actividad in virro

{Figura 349C).

IIL. 3. 1. 3. Ensayo de actividad in vitro de la proteina de fusién GST-
Dicer2.

Para analizar la actividad de la proteina de fusién GST-Dicer2 se incubaron varias
de las fracciones obtenidas durante el proceso de purificacién con un sustrato de dsRNA
de 0,5 kb marcado radiactivamente (ver Materiales y Métodos). Los ensayos se llevaron a
cabo bajo distintas condiciones de reaccién, todas ellas similares a las descritas para
proteinas Dicer recombinantes de humanos (Kawasaki er al, 2003; Zhang er al, 2002,
Provost er al., 2002a), D. melanogaster (Liu er al., 2003; Haley er al., 2003) v 5. pombe
{Quian er 2, 2005) (ver Materiales y Métodos). Tras incubar durante toda la noche a
37°C, los productos de digestion fueron analizados mediante electroforesis desnaturalizante
en geles de poliacrilamida y posterior autorradiografia. Como control positivo se utilizé la
proteina Dicer humana recombinante (Gene Therapy Systems), que genera fragmentos de
~22 pb a partir del dsRNA. Una muestra de dsRNA marcado radiactivamente al que no se
le adiciond enzima Dicer alguna se empled para verificar que el sustrato no habia sufrido
degradacién durante todo el proceso. Los resultados de la Figura 40 muesiran que la
proteina de fusién obtenida mediante solubilizacidén con sarcosil {calles 2 a 4) no presenta
actividad ribonucleasa enlas condiciones ensavadas, mientras que la enzima Dicer humana
es capaz convertir todo el sustrato en productos de dsRNA de ~22 pb. Ensayos realizados
utilizando distintas condiciones de temperatura, tiempo de incubacién, tampones ¥
cantidad de proteina dieron los mismos resultados negativos. Asimismo, también dieron
resultados negativos los ensayos realizados con proteinas GST-Dicer2 punficadas sin el

tratamiento de solubilizacién con sarcosil (resultados no mostrados).
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Figura 40. Ensayo de actividad ensimética de la proteina de fusidn GST-DicerZ. 1,5 % 10° cpm de dsRNA
de 0,5 kb marcado internamente con [@-32F]UTP fue incubado durante toda la noche con varnias de las
fracciones obtendidas durante la punficacidn de la proteina GST-Dicerd expresada en E. cofi BLZ1,
utilizando sarcosil parala solubilizacion. Los productos de digestion se separaron en un gel desnaturalizante
del 16% de poliacrilamida v se wisualizaron mediante autorradiografia Calle 1, marcador de tamafio de
EMN&4 DecadeTM Marker System (Applied Biosystemsfambion) Calle 2, dsRNA incubado con 10 pl dela
matriz de glutatidn-sefarnsa con la proteina GST-Dicer? unida (Figura 394, calle 53 Calle 3, dsRRHA
incubado con 5 pl (125 ng) de proteina de fusidn eluda de la matriz de glutation-sefarosa (Figura 394,
cale4). Calle 4, dsENA incubado con 30 wl (100 ng) de proteina de fusion dializada (Figura 39E, calle 2).
Calle 5, dsENA incubado con 0,5 U de enzmima Dicer humana recombinante (Gene Therapy Systems).
Calle 6, dsEMNA incubado sin ensima.

IIL. 3. 2. Expresion de la proteina Dicer2 completa en células de insecto ¥

ensayo de su actividad enzimatica.

La ausencia de actividad ribonucleasa IIT de la proteina de fusién GST-Dicer
purificada de E cofi podria ser consecuencia de la necesidad de modificaciones
post-traduccionales o de que los dominios no incluidos en ¢l fragmento expresado fuesen
necesarios para el correcto plegamiento de la proteina, entre otras cosas. Para solventar
estos posibles problemas se construyé un vector que permitiera la expresidn de la proteina
completa en ¢élulas de insecto mediante un sistema de baculovirus. El vector fue enviado a
ABGENT Enwvision Proteomies, que llevé a cabo la expresién y pun ficacion de la proteina

Dicer2 con la que se realizaron nuevos ensayos de actividad enzimatica.
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IIIL. 3. 2. 1. Construccion del vector para la expresion de la proteina

Dicer2 completa.

La expresién de la proteina Dicer2 completa en células de insecto se basé en un
sistema de baculovirus. El primer paso fue la obtencién de un ¢DNA con la secuencia
completa del gen dicer? mediante amplificacién de un inserto presente en el plasmido
pMATI281, que contiene la secuencia del gen dicer? sin intrones. El fragmento de
4850 pb obtenido e¢n una reaccién de PCR utilizando la pareja de cebadores D25ma3” v
D2Not3" (Tabla 6), que incluyen las sefiales de imicio v terminacién de la traduccién de
dicer? y presentan puntos de corte para las enzimas Smaf v Notl respectivamente, fue
digerido con dichas enzimas v ligado con el vector pVL1393-6xHis digerido con las
mismas restrictasas. El pliasmido resultante contiene el gen dicer? flanqueado por
secuencias del virus de la polihedrosis nuclear de Awrographa californica v se denominé
pMATI236. Mediante secuenciacién se comprobd que el gen dicer? se encontraba en la
fase de lectura correcta para permitir 1a adicién de 6 histidinas en el extremo C-terminal de
la proteina. También se determiné la presencia de un tnico error de copia que supone un
cambio del dcido aspartico de la posicion 833 de la proteina por dcido glutimico. Este error
estaba presente en la secuencia del plasmido original pMATI2Z8]1 v se asumidé que este
cambio, probablemente, no afectaria a la actividad enzimética, por tratarse de aminoacidos

similares v no afectar a ninguno de los dominios de 1a proteina.

I1L 3. 2. 2. Expresion y purificacion de la proteina Dicer2 completa.

La co-transfeccion de la linea celular S19 de insecto con el plasmido pMATI236 v
el DNA del baculovirus de la polihedrosis nuclear permitié obtener, por recombinacién
homéloga, baculovirus con el gen dicer? insertado en su genoma. Uno de los clones
recombinantes obtenidos se utilizé para volver a transfectar células de insecto v purificar la
proteina Dicer2 en condiciones nativas, mediante cromatografia de afinidad a niquel. Las
fracciones cluidas con Imidazol 40 mM y 80 mM en PBS contenian la proteina Dicer2
completa a una concentracién de 30 ng/pl (Dicer2a) v 25 ng/ul (Dicer2b), respectivamente
(Figura 41). Todo el proceso de expresién y purificacién fue realizado por ABGENT

Envision Proteomies.
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Figura 41. Purificacidn de la proteina Dicer? completa a partir de células de insecto. Uno de los clones
celulares se utilizd para punficar la proteina mediante cromatografia de afimdad a niquel. Distintas
fracciones proteicas obtemdas en diferentes pasos de la purificacion se analizaron mediante un experimento
tipo Western. Para la inmunodeteccion se uhilizaron anticuerpos dingidos contra el epitopo de histidinas
afiadido al extremo C-tenminal de la proteina DicerZ. Calle 1, fraccion de proteinas insolubles. Calle 2,
fraccion de proteinas solubles. Calle 3, fraccidn de proteinas no unidas ala columna Calle 4, proteina eluida
con Imidazol 40 mM. Calle 5, proteina eluida con Imidazol 80 mM. Calle 6, proteina eluida con Imidazcl
250 mbMl. Cdlle 7, proteina eluida con Imidazol 40 mM en FBE (DicerZa). Calle & proteina eluida con
Imidazol 80 mM en PBS (Dicerzb). Calle 9, proteina eluida con Imidazol 250 mM en PBS. 4 la derecha se
indica el tamafio en kDa de distintas bandas del marcador (no mostrado).

IIL. 3. 2. 3. Ensayo de actividad in vitro de la proteina Dicer2 completa.

Los ensayos se llevaron a cabo en las mismas condiciones deseritas en el Apartado
IT11.3.1.3. Entre 100 v 150 ng de proteina Dicer2 procedente de las dos fracciones cluidas
durante la purificacién se incubaron con el sustrato de dsRNA marcado radiactivamente.
Como se observa en la Figura 42 {calles 4 y 5), la proteina Dicer2 de M. circinelloides no
cenera siRNAs en las condiciones ensayadas. Repeticiones del ensayo en distintas
condiciones v con distintas cantidades de proteina dieron los mismos resultados negativos.
La incapacidad de detectar actividad enzimatica de la proteina Dicer2 podria ser debida a
problemas de plegamiento en las células de insecto. Alternativamente, podria sugerir la
necesidad de interaccionar con otras proteinas de M. circinelloides. Estas posibilidades

seran consideradas en la Diseusién.
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Figura 42. Ensayo de actividad enzimatica de la proteina Dicer2 de M. circinelloides. 1,5 = 10° cpm de
dsREMNA de 0,5 kb marcado internamente con [e-32P]UTP fue incubado durante toda la noche con las dos
fracciones obtenidas durante la purificacidn de la proteina (Figura 41, calles 7 v 8. Los productos de
digestidn se separaron en un gel desnaturalizante del 16% de poliacrilamida v se wisualizaron mediante
autorradiografia  Calle 1, marcador de tamafico de ENA DecadeTM Marker System  (Applied
BiosystemsfAmbion). Calle 2, dsENA incubado sin enzima. Calle 3, dsEMNA incubado con 0,5 U de enzima
Dicer humana recombinante (Gene Therapy Systems). Calle 4, dsENA incubado con 120 ng de proteina
DicerZa . Calle 5, dsRNA inbubado con 100 ng de proteina Dicerzh.

I1L. 4. Analisis genomico de los siRNAs endogenos de M. circinelloides.

Aunque la existencia de un mecamsmo de silenciamento que responde a la
introduceién de transgenes ha sido demostrada en hongos, son pocos los datos acerca de la
funcién endégena que cumple dicho mecanismo en este grupo de organismos. Para
determinar si esta funcién existe en M. circinelloides se procedid, en colaboracidn con el
grupo del Dr. Tamas Dalmay (Schoo! of Bislopical Sciences, University of East Anglia), a
la clonacién, secuenciacién vy caracterizacién de pequefios RNAs acumulados

endégenamente en M. circinelloides.

La utilizacién de la tecnologia de secuenciacién masiva Solexa® {(llummna) y la
comparacidon de las sccuencias obtenidas con la secuencia gendmica de M. circinelloides

(hitp://genome.jgi-psf. org/MuceilMueeil .home html), disponible recientemente, nos ha

permitido deternmnar el alto nivel de transeripeion del genoma de M. circinelloides, asi
como la presencia de un elevado nimero de pequeiios RNAs (sRNAs) correspondientes

tanto a exones, como a secuencias repetidas y transposones. La comparacién de los perfiles
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gendmicos de los pequefios RNAs acumulados en la estirpe silvestre v en los distintos
mutantes en los genes dicer nos ha permitido, ademas, determinar la ruta de silenciamiento

que ha generado cada uno de los pequefios RNAs.

En este apartado se presenta la validacion, mediante experimentos de Northern, de
los resultados obtenidos en el andlisis gendmico y bioinformiético de las secuencias de

sENAs clonadas.

III. 4. 1. Clonacién ¥ secuenciacion de sRNAs enddgenos de

M. circinelloides.

El primer paso en ¢l analisis de los sRNAs acumulados endégenamente en
M. circinelloides fue la construccién de librerias de sRNAs de las estirpes R7B
(silvestre), MU406 (diceri’) v MU410 (dicerZ’). Para ello, micelio erecido en medio
YP@G sélido pH 4,5 durante 48 horas en condiciones de tluminacién continua se utilizé
para extraer sRNAs v, tras su separacién electroforética, clonar los fragmentos de
tamafios comprendidos entre 14 v 28 nt (F. E. Nicolas, University of East Anpglia). La

secuenciacién de los sSRNAs clonados rindid las lecturas presentadas en la Tabla 20, en

R7B MU (diceri} MU414% (dicer2)
Lecturas totales 4.317.874 3619529 3.912.40
Lecturas iinicas TF1408 B0E.650 890708
Lecturas totales filtradas 29137736 2.581.230 1.415 659

Tabla 20. Estadisticas de los sRNAz secuenciados de las estirpes R7B, MU406 v MU410. Se muestran
las lecturas totales que coinciden con la secuencia gendmica de M. circinelloides v las lecturas Umicas, en
las que se omiten las secuencias redundantes. Asirmismo, se indican las lecturas totales filtradas una vez
eliminados los sENAs correspondientes aproductos de degradacion delos mENAs (Apartado IIL. 4. 2).

la que se indica el nimero total de secuencias obtenidas v el nimero de secuencias Ginicas
en cada una de las estirpes. Una vez localizadas las secuencias de los sSRNAs en la
secuencia genémica de M. circinelloides v con ¢l objetivo de caracterizar las regiones
gendémicas correspondientes a los sSRNAs clonados, se establecieron grupos de sRNAs

cuyas secuencias solapaban en al menos 1 nt. A continuacidn, se determiné ¢l niimero de
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pb que separaba a cada grupo del situado inmediatamente aguas abajo. Como se muestra
en los histogramas de la Figura 43, en M. circinelloides las regiones de mas de 2 kb sin
presencia de sSRNAs, aunque existen, son muy poco frecuentes (S. Moxon, University gf
East Anglia). Este hecho contrasta con los datos obtenidos en plantas (4. thaliana), en las
que aparecen con mas frecuencia grandes regiones gendmicas en las que no se detectan
sRNAs, s1 bien la distribucién de los grupos separados por distancias de 2 kb o menores
son muy similares en ambos organismos. Asi, los sSRNAs endégenos producidos en
M. circinelloides  parecen cubrir ¢l genoma casi por completo, lo que indica la

transcripeidn de la mayor parte del mismo.
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Figura 43. Distribucion genomica de grupos de sENAs solapantes en la estirpe silvestre (R7B) de
M. circinelloides ¥ en A. thationa. Loz histogramas muestran el nimero de grupos de sENAs separados del
siguiente grupo por el intervalo de distandaindicado.
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IIL. 4. 2 Anilisis bicinforméatico de sRNAs endiogenos de

M. circinelloides.

El anlisis bioinformiético de las secuencias obtenidas ineluyd, como primer paso,
la agrupacién de los sRNAs en foci. Para ello se siguié un criterio arbitrario basado en la
distancia que separaba en ¢l genoma a los distintos sBNAs. Asi, un grupo de sRNAs se

consideraba perteneciente al mismo focus si no existia entre ellos una distancia mayor de

200 pb.

Una vez eliminados los foci correspondiente a secuencias de tRNA v tRNA, que
representan entre el 2,4 y el 3,7 % de las secuencias obtenidas, el siguiente paso fue
establecer categorias de lori en funcién de la orentacion de los sRNAs {con sentido,
antisentido, o ambos) y de su abundancia en cada una de las estirpes analizadas. Esto
permitié identificar un grupo de /oci caracterizado por presentar los mismos niveles de
acumulacién de sRNAs en las estirpes R7B, MU406 y MU410 v que, en su mayoria,
tnicamente generan sRNAs con sentido que se corresponden con secuencias exodnicas
(Figura 44A), lo que sugeria que las secuencias clonadas fuesen productos de degradacién
de mRNAs. Para confirmar esta hipétesis se llevaron a cabo experimentos tipo Northern
{ver Materiales y Métodos) en los que se analizé la presencia de estos sSRNAs en las tres
estirpes estudiadas. La dispombilidad de la estirpe MU411 (diceri” dicerZ’) en el momento
en que s¢ iniciaron las validaciones mediante Northern permitié incluirla en los ensayos.
Los resultados de la Figura 44B, C, I} y E muestran que en los tres loci estudiados se
detecta degradacion del mRNA correspondiente, pero en ningiin caso se identifican sRNAs
de tamafio discreto generados por la maquinaria de silenciamiento. Como cabia esperar en
base a los resultados de la clonacidn, secuenciacién y analisis bioinformatico tampoco se

detectaron sSRNAs antisentido ¢n ninguno de estos lori.

Los {oci con un nivel de acumulacion de sRNAs similar en las tres estirpes v que
exclusivamente generan sRNAs con sentido correspondientes a exones representan
alrededor del 40 % de las lecturas totales de sRNAs obtenidas en la estirpe silvestre v el
mutante dicer! vy un 63 % en el mutante dicer?2” (Tabla 2{0). Como se ha demostrado, estos
sRNAs son productos resultantes de la degradacion de mRNAs por mecanismos
independientes del silenciamiento génico. Por este motivo, los sRNAs de la citada
categoria fueron exclmdos de los analisis posteriores. Los sRNAs restantes se clasificaron

segln sus secuencias correspondiesen a exones, regiones intergénicas y transposones o
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secuencias repetidas, indicindose su distribucién en cada una de las estirpes en la

Figura 45.
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Figura 44. Loci con miveles de acumulacion similar de sEMNAs en las estirpes RE7B, MU406 » MU410.
(40 Ejemplo de locus caractenzado por generar exclusivamente sENAs con sentido respecto al mENA del
gen de la piruvato descarboxilaza (Pde) de M circinelfoides. Las secuencias de sENAs clonados de cada
estirpe se presentan comno flechas de distintos colores (Rosa 15-19 at, Rojo: 20-21 nt, Verde: 22-23 nt;
Azul 24-25 nt, Gris: otros). El grosor de la flecha representa 1a abundancia de esa secuencia concreta La
direccion de cada flecha se corresponde con la secuencia del sRNA leida en sentido 5" — 37, Las flechas
amarillas indican la direccidon ¥ posicion de las nbosondas ubilizadas para detectar sENAs con sentido
iribosonda especifica con sentido) o antisentido {ribosonda especifica antisentido). (B) Hibridacidn tipo
Morthern de muestras de RMNA de bajo peso molecular (50 wg) aisladas de las estirpes R7B, MU408
(dicer?T, MU0 (dicer2) v MU411 (dicer? dicer??). La hibridacion se llewd a cabo con la ribosonda
especifica con sentido indicada en (&), (C) Igua gque en B pero empleando la ribosonda especifica
antizentido del gen Pde. (D) Igual que en B pero empleando una nbosonda especifica con sentido del gen
CRE7E (nbosondab). (E) [gual que en B pero empleando una ribosonda especifica con sentido del gen
ADHT (nhosondac) Oligonucledtidos de DNA con sentido o antisentido respecto alas sondas utilizadas se
utilizaron como matcadores de tamafio (ho mostrados en las figuras) Como control de carga se tifieron los
tRMAs v el 58 rRINA con Bromuro de Etidio (EtBr).
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Figura 45. Distribucion en dases de los sEMAs totales secuenciados en la estirpe silvestre v los mutantes
dicer]” v dicer?”. Se han descartado las lecturas correspondientes alos loc que sdlo presentan sRMNAs con
sentido que coincden con exones.

IIL. 4. 3. Validacion mediante Northern de las distintas clases de loci

establecidas.

Para identificar foci cuyos sRNAs fuesen dependientes del mecanismo de
silenciamiento génico, se seleceionaron aquellos que mostraron una disminucién de al
menos cuatro veces en el nimero de lecturas normalizadas en los mutantes dicer! o
dicer2” comparado con la estirpe silvestre. Utilizando este criterio, los {ocf se clasificaron
en cuatro categorias en funcién de la acumulacidén diferencial de los sSRNAs en las distintas
estirpes: menor acumulacién en los mutantes direri’ y dicer? respecto de la estirpe
silvestre, menor acumulacion sélo en el mutante dicer!”, menor acumulacién sélo en el
mutante dicer?2 v sSRNAs acumulados por igual en las tres estirpes pero correspondientes a
las dos orientaciones o Gnicamente a la orientacién antisentido (en el caso de secuencias

exdénicas). Dentro de cada clase se identificd el nhimero de Ioei correspondientes a
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transposones o repeticiones, regiones intergénicas v exones. En la Figura 46 queda
detallada esta disinbucién. Las cuatro clases de foci establecidas fueron sometidas a

validacién mediante experimentos tipo Northern.
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Figura 46. Distribucidn de los fecd en cuatro clases segin el nivel de acumulacddn de los sRMAs
correspondientes en la estirpe silvestre E7B, el mutante dicer? (MU406) v el mutante dicer?” (MU410). Los
datos de cada una de las clases aparecen desglosados de forma que se muestran los foc! que se corresponden
con exones, los gque coinciden con transposones o repeticiones ¥ los gque se localizan en regiones
intergénicas. Sobre cada una de las harras se muestra el nimern deloci de esa categoria

IIL. 4. 3. 1. Loci con niveles reducidos de sSRINAs en el mutante dicer2".

Una de las clases mis representativas corresponde a loci cuyos sSRNAs presentan un
nivel de acumulacién muy reducido en el mutante dicerZ’, perteneciendo a ella 1306 loci
de los 3096 establecidos. En esta clase encontramos 302 loci con sRNAs que coinciden
con exones, 360 {oci localizados en regiones con transposones y secuencias repetidas y 644
loci que se corresponden con regiones intergénicas,. Representantes de estas tres categorias
se sometieron a validacién mediante hibridacién con oligonueledtidos mareados

radiactivamente (ver Materiales y Métodos). Los resultados de la Figura 47 indican que
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los datos obtenidos en la secuenciacién y analisis bioinforméatico se corresponden con lo

observado expernimentalmente, detectindose sSRNAs con sentido v antisentido para cada

uno de los loci analizados en la estirpe silvestre y el mutante dicer!’, no siendo detectados

estos sSENAs en el mutante dicer? ni en el doble mutante diver! dicer?’.
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Figura 47. Distintas clases de focd con niveles reducidos de sRFAs en el mutante dicer?” (&) Locus con
sRMAs con sentido v antisentido respecto al mRNA del gen de una kinasa de sennaftreonina de
M. circinelioides. Las secuencias de sEMNAs clonados de cada estirpe se presentan cormo flechas de distintos
colores (Rosa: 15-19 nt, Eojo: 20-21 nt, Verde: 22-23 nt, A=zul: 24-25 nt;, Gnis otros). El grosor de la flecha
representa la abundancia de esa secuencia concreta. La direccion de cada flecha se corresponde con la
secuencia del sENA leida en sentido 5°— 37 Las flechas amarillas indican la direccidn v posicidn de los
olignmucledtidos utilizados como sonda para detectar los sRNAs Para la hibridacidn tipo Northern,
muestras de ENA de bao peso molecular (50 wg) asladas de indiwiduos de las estirpes R7B, MU406
(dicer?), MU410 (dicer2) v MU411 (dicer? dicer?’) fueron somentidas a electroforesis en gel de
poliacrilamida v transferidas a una membrana. Oligonucledtidos de DNA en orentacion con sentido o
antisentido respectn a las sondas utilizadas fueron utilizados como marcadores de tamafio (no mostrados en
las figuras). Comao control de carga se tifieron los tRMNAs v el 55 RN A con EtBr. (B) Igual que en & pero
para un focus con sENAs generados a partir de una regidn intergénica (C) [gual que en & pero para un
locus con sEMAs generados apartir de secuencias repetidas.

Las regiones intergéni cas son las candidatas prineipales para pro ducir miRNAs. Sin
embargo, ninguno de los 644 laci correspondientes a estas regiones que muestran una
menor acumulacién de sRNAs en el mutante dicer?” era capaz de adoptar la estructura en
horquilla caracteristica de los foci de muRNAs (Nicolas er af, 2010). Tampoco se¢
identificaron presumibles fori de miRNAs cuando el anélisis se extendid a todos los loci
identificados, incluyendo aquell os que no mostraron variacién en los mutantes dicer. Estos

datos sugieren, por tanto, que M. circinelisides no produce miRNAs.

Debido a su localizacién poco habitual, los sRNAs que coinciden con secuencias
exénicas son los mas interesantes. Para analizar con més detalle los loci correspondientes a

estos sRNAs se dividieron en tres subecategorias: foci que presentan mayoritariamente
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sRNAs antisentido, /o con una mayor proporeién de sRNAs con sentido y {oci con una
abundancia similar de sRNAs con sentido y antisentido. Los resultados de las
hibridaciones utilizando ribosondas v oligonueledtidos marcados radiactivamente se
presentan en la Figura 48. Los resultados experimentales validan mayoritariamente los
datos derivados del analisis genémico v bioinformatico de las secuencias de sRNAs. Sélo
algunos de los {oci que presentan exclusivamente sRNAs con sentido no fueron validados

experimentalmente, no detectindose SRNAs en ninguna de las estirpes analizadas.

Lorus | sSRMNA Mixto Locus 2sRN A Mixto
MU MU MU MU MU MU
2p R84 416 an 2p D 406 410 411
ohgonucletide d 1 Iethd
I e phgonucledhdo &
n o sREA s anb senbido 253nt -4 = sB Az anbizenbdo
ntosonda d
25 nt
oA s con senlido 25 ut i nibosonda &

et As con senbido

55 rRMAY
tRMNAz
55 rRMAs
EtBr tR M4
Locus 3 sRMAs Antisentido Locus 4 sARM As Antisentido
R7B MU MU MU MU MU MU
4 410 411 R7B
zp zp 406 410 411
; : hgonudedlide £ chigonucledbdo
25k - @\ e ° : B B
n T @ s il s anb senbido 24 nt - & . R Az anbizenbdo
5 0t - ol gonucledido £ chigonuclediido g°
sREA s con senlido 24 nt = R T4z con senbido
55 rRMNAY
55 rRMAY
tRMAS EtBr tRMAs

Locus 35PN As con sentido

MU MU MU
RTB 406 410 411

32P
oligorucl edide b
24 nt = sELHA s anlizendido
olhigomucl edide L'
24 nt 4 sBLHA s con senbido

55 rRMNAS
tRMAs

Figura 48. Loci correspondientes a secuencias exdnicas con miveles reducidos de sREMAs en el mutante
dicer?” El andisiz bioinformatico indica que los fecé | v 2 generan sENAs de ambas polaridades aniveles
sitnilares. Los decd 3 v 4 presentan mayortariaments sRHAs antisentido. El focws 5 presenta
mayortanamente sEMAs con sentido. A la derecha de cada imagen se indican las sondas utlizadas para
detectar, en expertmentos tipo Northern, los sRNAs con sentido v antisentido v walidar expenmentalmente
los datos bioinformaticos. Cligonucledtidos de DNA en onentacion con sentido o antisentido respecto alas
sondas utilizadas fueron utilizados como marcadores de tamafio (no mostrados en las figuras). Como contraol
de carga se tifieron lostRNAs v el 58 tRMNA con EtBr.
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Los resultados obtenmidos confirman que estos sRNAs estin generados por la
magquinaria de silenciamiento, ya que el mutante direr?’, esencial en este mecamsmo, es
incapaz de generar sRNAs con la misma eficacia que la estirpe silvestre. Muestran,
ademis, que en ¢l doble mutante diceri” dicer?” la maquinaria de silenciamiento esta
completamente afectada, indicando que los pequefios mveles de sSRNAs generados en el
mutante dicer?” son debidos a una actividad residual de la proteina Dicerl. El anélisis
detallado de los /oci correspondientes a esta categoria debe aportar informacién esencial

sobre ¢l papel endégeno del mecanismo de silenciamiento en M. circinelloides.

IIL 4. 3. 2. Loci con niveles similares de sSRNAs en la estirpe silvestre v en

los mutantes dicer.

Esta es la clase de loci mayoritaria, englobando 1746 loci que corresponden, en la
oran mavoria de los casos (1621 [oci) a regiones intergénicas (Figura 46). Una gran parte
de estos loci generan exclusivamente sRNAs de una de las dos orientaciones posibles. Sin
embargo, al corresponder a secuencias anotadas como regiones intergénicas v no tener
asignadas, por tanto, direccién de transecripeidn, no se pueden someter al filtrado que
eliina los productos de degradacién de los posibles RN As transeritos de estas regiones
cromosémicas. De hecho, la validacién mediante experimentos tipo Northern muestra que
la biogénesis de estos sSRNAs, al menos en algunos casos, podria no estar relacionada con
la maquinaria de silenciamiento. Asi, en el locus analizado enla Figura 49 se detecta una
banda discreta de un tamafio aproximado de 35-37 nt, superior al de los sRNAs, en todas
las estirpes estudiadas. La deteccién de sRNAs de entre 19 v 26 nt al sobreexponer la
pelicula podria indicar que los sSRNAs clonados proceden de la degradacién del fragmento
de 35-37 nt o de algn fragmento de tamafio mavor. En la mayoria de los casos analizados,
sin embargo, no se detecté ninguna sefial positiva en los experimentos de Northern en

ninguna de las estirpes estudiadas (datos no mostrados).

En cuanto a los sRNAs localizados en exones cuya expresidén no varia en las tres
estirpes, son 39 los {oci en los que se agrupan, y generan Gnicamente sRNAs antisentido.
Ninguno de los que se ha intentado validar mediante experimentos tipo Northern ha dado
resultados positivos, no detectindose sefial en ninguna de¢ las estirpes. Probablemente, la

ausencia de sefial en la hibridacién esté determinada por ¢l bajo nivel de expresién (bajo
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numero de secuencias clonadas para cada uno de estos locd) v 1a dispersidn de los sRNAs a

lo largo del {ocus, una caracteristica comin a casi todos estos loci.

Fegion intergénica R7B MU MU wIU
406 410 411

R7E 9 _ Hp L 35 nt
MU406
- 25 nt

nen it
MU410
EtBr 55 rRNAS
pligonucleatido 1 tRNAs
oligonudledtido i” oligonueledtido
MU MU WU MU MU WU
R7B 406 410 411 R7B 406 410 411
P | %i - 35nt P - asnt
= 13 nt
EtBr 55 rRNA/ EiBr 55 RNA/
tRNAs tRNAs
oli gonueleatida 1 oligonueledtido i

sobreexpozicion de lapelicula

Figura 49. Locus correspondients a una regidn intergénica con niveles similares de sEMAS en la estirpe
silvestre E7B, el mutante dicer? (MU406) ¥ el mutante dicer? (MU410). Las flechas amarillas indican la
direccion v posicdn de los oligonucleotidos uhilizados como sonda para detectar los sEN.As La hibridacion
tipo Morthern con una sonda que detecta los sEMAs secuenciados {oligonucledtido 1) permite identificar un
fragmento de unos 35-37 nt (panel inferior de la figura). Cuando se sobreexpone la pelicula se observan
fragmmentos que coinciden en tamafio con los sEMAs clonados. El uso de una sonda complementaria ala
anterior (oligonwcledtido 17) no da sefial de librdacion (panel superior de la figura). Oligonucledtidos de
DMA en orientacion con sentido o antisentido respecto a las sondas utilizadas fueron utilizado: como
marcadores de tamafio {no mostrados en las figuras). Como control de carga se tifieron los tRMNAsS v el
58 rREMA con EtBr.

En conjunto, no se ha podido validar ningin loci perteneciente a esta clase. Sin
embargo, dado su elevado nimero, no podemos descartar que algunos de estos loci
generen sSRNAs reales. En tal caso, su presencia en cantidades similares tanto en la estirpe
silvestre como en los mutantes dicer! o dicer? indicaria que ambas enzimas tendrian

funeciones completamente redundantes en la produccién de esta clase de sSRNAs.
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IIL. 4. 3. 3. Clases de {oci minoritarias.

Ademas de las clases mayoritarias ya citadas, aparecen otras dos clases con un
escaso namero de representantes. Por unlado, encontramos focf cuyos niveles de expresién
estan reducidos iinicamente en el mutante #irerf”. De un total de 13 loci, 10 se encuentran
localizados en regiones intergénicas y 3 coineiden con exones. Ninguno de los intentos de
validacién ha dado resultados positives, no detectindose ningin tipo de sRNAs en las
estirpes estudiadas. El bajo mivel de expresién de estos [oci puede ser responsable de estos
resultados. No obstante, los datos indican que el gen dicerf no parece cumplir un papel
relevante en la produccién de sSRNAs endégenos, al menos en las condiciones estudiadas,

tal como ocurre en el silenciamiento génico inducido por transgenes.

Repint intergénice Fegion intergénica
L
F7B 7B
MU OE Blger. ) et
9’ - b R M U406 “
MU4LD _msr;_:r_mlmt e €< < W
oligonucledtido
ribosonda § oliponucledtidn |
fibosonda £
— MO MO MO MU MU MO
406 410 411 RTB 406 410 411
SJ.P 3213,
sibosonda | 35t - & olipgonu cledtido §
25 nt o
N o 351t o oligoaucledtido §
25 nt ribosonda
Err 35 R0/
EtBr tRNA=

Figura 5. Loci correspondientes a regiones intergénicas con niveles reducidos de sRNAs en los mutantes
dicer Las flechas amarillas indican la direccitn v posicidn de las ribosondas v oligonud edtidos utilizados
para detectar los sEMAs en las hibridaciones tipo Morthern. Oligonucledtidos de DMNA en orientacidn con
sentido o antisentido respecto a las sondas utilizadas fueron utilizados como marcadores de tamafio (no
mostrados en las figuras). Como control de carga se tifieron los tRNAs v el 55 rRNA con EtBr.

La segunda clase minoritaria la componen seis loci que muestran niveles de sSRNAs

reducidos en los dos mutantes dicer. Dos de e¢llos corresponden a exones v cuatro a
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regiones intergénicas. El bajo nimero de secuencias clonadas de los dos loci
correspondientes a secuencias exdnicas hacia que no fuese posible su estudio por no
alcanzar la capacidad resolutiva de las téenicas empleadas. Los cuatro floci
correspondientes a regiones intergénicas fueron sometidos a validacién, v en dos de los
casos, los resultados experimentales confirmaron las predicciones, detectindose sRNAs
tnicamente en la estirpe silvestre (Figura 50). En los restantes casos no se detectd ninguna
sefial positiva, posiblemente debido al bajo nivel de acumulacién de estos sRNAs en la
estirpe silvestre. La caracteristica peculiar de estos foci, en los que se requiere la
colaboracién de las proteinas Dicerl y Dicer2 para generar los sRNAs, merecerd un

analisis mas detallado en un futuro préximeo.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que, a pesar de la redundancia
funecional entre dicer ! v dicerZ, la proteina Dicer2 es la responsable de producir 1a mayoria
de los sSRNAs enddgenos en M. circinellsides, aunque un pequefio nimero de genes podria

requerir a Dicerl o ineluso a las dos proteinas para producir los sSRNAs.
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IV. 1. El gen dicer2 de M. circinelloides.

El silenciamiento gémco mediado por RNA actia mediante mecamsmos
transeripcionales v post-transcripeionales para suprimir, de forma especifica, la expresién
de los genes diana. Desde hongos hasta mamiferos, este mecanismo controla una amplia
variedad de procesos biolégicos mediante pequefias moléculas de RNA que son generadas
a partir de precursores de dsRNA por la nbonucleasa IT Dicer. En el hongo
M. circinelloides el silenciamiento génico post-transeripcional estd asociado ala presencia
de moléculas de siRNAs antisentido y con sentido, con tamafios de 21 y 25 nt (Nicolas ez
al., 2003). La disrupcidén del gen dicer], el primer gen de esta familia identificado en
M. circinelloides, permitié determinar que la enzima Dicerl no es esencial para generar las
dos clases de siRNAs derivadas de la introduccién de transgenes (Nicolas er al., 2007).
Ello nos llevé a plantear, como objetivo fundamental de esta Tesis, 1a identificacién de
nuevos genes dicer y el anilisis del papel que desempeiian en el silenciamiento gémco

mediado por RNA en M. circinelioides.

El uso de oligonucledtidos degenerados, correspondientes a dominios conservados
de las proteinas Dicer identificadas en varios hongos, permitié clonar un fragmento del gen
dicer? de M. rircinelloides, que se utilizé como sonda para rastrear una genoteca genémica
de dicho hongo. Mediante esta aproximacidn se consiguié aislar un contiguo de 7941 pb
que contiene ¢l gen dicer? completo. Dicho gen se encuentra flanqueado en su extremo 3°
por una secueneia que presenta elevada similitud con coxt (Figura 20), un gen que
determina la subunidad VI del complejo citocromo ¢ oxidasa, componente terminal de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial. Flanqueando el extremo 5 del gen dicer?
y en la misma orientacién que éste, se encuentra una fase de lectura abierta que presenta
similitud con ¢l gen sec8, que determina uno de los ocho componentes del complejo
“exocyst”, responsable de que el proceso de exocitosis se lleve a cabo de forma polarizada
en las ¢élulas eucariotas. El mismo patrén de organizacién génica se encuentra en la regién
del genoma de R oryzae donde se localiza el gen dicer completo, con los genes cox6 v
sec8 conservando la misma disposicidon que en M. circinelioides (Figura 51). El alto grado
de sintenia en esta regidn es un indicador mas de la proximidad filogenética de ambos
orgamsmos. En P. blakeslecanus, otro hongo zigomiceto, sélo el gen roxf conserva la

posi¢idn v orientaci 6n respecto al imico gen dicer presente en su genoma.

Aguas armba del posible codén de inicio de la traducciéon del gen dicer? se

encuentran dos elementos caracteristicos de promotores de hongos filamentosos, una
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regién rica en pirimidinas v una seccuencia CAAT (Figura 20) (Gurr er af,, 1987). No existe
sin embargo un motivo canénico TATAAA, aunque esto no es infrecuente en genes de
hongos filamentosos (May er af., 1987; Kos er al., 1988). Es més, su ausencia se relaciona
con la presencia de secuencias ricas en pirimidinas especialmente largas (Gurr er
al., 1987), regiones que han sido implicadas en la correcta iniciacién de la transeripeidn en
algunos promotores de 4. nidulans (Punt er al,, 1990). El extremo 3° del gen dicer? se
identificé mediante experimentos de 3°’RACE, estableciéndose el sitio de poliadenilacién
23 pb aguas abajo de la secuencia AAUAAA, localizada 71 pb aguas abajo del codoén de
fin de mensaje (Figura 20).

M., circinelloides

coxh

dicer! cox
DUF283 RMNasallla KNasalllb
P blakesleeanus
dicer coh

i -l

ATPasa'Helicasa DUF233 PAZ  BNasallla BNasalllb

M. circinelloides
-l

dicer! Oty

| B

v DUF283 PAZ RNasallla RNasalllbDSRM

i

R. oryzue

aurk dicer truncado empd
l. 4

RNasallla RNasalllbDSRM

L

Figura 51. Organizacion de las regiones gendmicas que incluyen los genes dicer de los hongos cigomicetos
M. circinelloides, R. orvrae v P. blakes!eecnis.

El anélisis de 1a secuencia gendmica del gen dicer? v su comparacién con la de los
¢cDNAs obtemidos por RT-PCR permitié localizar con exactitud los cuatro intrones

presentes en la secuenecia del gen dicer? (Figura 20). La eliminacién de estos cuatro

144



e usidn

intrones genera una Unica fase de lectura abierta de 4824 pb, que se ajusta al tamafio del
mRNA detectado en los experimentos de Northern y que ecifra una proteina de 1608
aminoacidos, con un peso molecular caleulado de 185 kDa. La secuencia de aminoacidos
de la proteina Dicer2, deducida de 1a secuencia de nucledtidos del gen, presenta los seis
dommmos caracteristicos de las proteinas de la farmlia Dicer: el domimo DEXDe, el
dominio helicasa HELICe, el dominio DUF283, el dominio PAZ, los dos dominios
RNasalll v el dominio DSRM (Figura 23). La combinacién de los dominios DEXDe v
HELICe¢ s¢ ha denominado ATPasa/RWNA Helicasa (Filipowicz er al., 2005) v aunque atn
no se¢ conocen con detalle las funciones que desempeiia, resulta esencial para la actividad
in vivo de la proteina Dicer-2 de D melanogaster (Lee, Y.S. er al., 2004). Estos dominios
no aparccen en todas las proteinas de la familia Dicer, como es ¢l caso de las enzimas de
Dictyostelium discoideum (Martens er al., 2002), Frypanosoma brucei (Shi et al., 2006) o
G. imestinalis, s1 bien se ha demostrado que esta altiima puede suplir la funcién de la
enzima Dicer de S, pombe, que si contiene los citados dominios (MacRae er af, 2006).
Entre las funciones propuestas para este dominio ATPasa/RNA Helicasa se encuentran la
de participar en el alineamento de secuencias de RNA complementarias (Obi, 2009) v la
de restar procesividad a la propia enzima Dicer, manteniéndola en una conformacién poco
eficiente para el corte del dsRNA mientras no se asocia a otras proteinas que revierten esta
autoinhibicién (Ma et af., 2008). El dominio DUF283 ha sido propuesto ¢como un dominio
de unién a dsRNA en base a su estructura secundaria v su homologia con proteinas de
umén a dsRNA (Dlakié, 2006). Entre las funciones que podria desempefiar se encuentran
la de permitir la unién de Dicer a otras proteinas (Dlakié, 2006) v servir de regién
conectora entre los dominos PAZ v RNAasalll en la estructura terciaria de la proteina,
estableciendo al mismo tiempo interacciones electrostaticas con el dsRNA unido a Dicer
{(MacRae er af, 2006; MacRae er 2f, 2007). El domino PAZ, también presente en las
proteinas Argonauta, se une especificamente a los dos nucleétidos protuberantes presentes
en el extremo 37 del dsRNA unido a Dicer (Song er al., 2003; Yan er al., 2003; Ma er al,
2004). Los dominios RNasalll, ademas de su funcién catalitica, también participan en la
interaccién de Dicer con las proteinas Argonauta (Tahbaz er al, 2004). Finalmente, el
dominio de unién a dsRNA DSRM de la proteina Dicer2 presenta, al contrario que el
identificado en Dicerl, una baja homelogia con la secuencia consenso. En 1a enzima Dicer
humana, este dominio no parece intervenir en la unién al dsRNA sino en su procesam ento

(Ma er al., 2008).
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La proteina Dicer2 de M. circinelloides presenta una elevada similitud con las
proteinas Dicer de otros orgamsmos, principalmente con las identificadas en hongos v
plantas (Tabla 12). El mayor grado de similitud se obtiene al comparar con proteinas Dicer
de otros cigomicetos, como la proteina completa codificada en el genoma de R, orvrae
(776 %) vy la inica enzima Dicer de P. blakesiceanus (69,5 %), ambas mas simmlares a
Dicer2 que la proteina pariloga Dicerl de M. circinellsides (52,2 %). Un resultado similar
a este Gltimo se obtiene al comparar con la proteina Dicer truncada de R. aryzae (51,6 %),
que carece del dominio ATPasa/RWNA Helicasa v que se ha propuesto como ortélogo de la
proteina Dicerl de M. circinelloides (Nicolas er al., 2007). Dentro de los cigomicetos, sélo
en M. circinelloides (Nicolas et al., 2003; Nicolas er al, 2007; de Haro er al, 2009) y
Mortierella alpina (Takeno er al, 2005) se¢ han obtenido datos experimentales sobre la
existencia de un mecanismo de silenciamiento génico inducido por transgenes. Sin
embargo, la similitud de las secuencias de las proteinas Dicer de M. circinelloides y
R. oryzae, asi como la organizacién de las regiones génicas en las que se localizan los
genes correspondientes, sugieren que el gen dicer! de M. circinelloides se corresponde con
el gen truncado de R oryzae v el gen dicer? con la version completa (Figura 51). Si las
funciones que cumplen estos genes en ambos organismos son también similares es algo

que requerird una investigaci 6n més profunda.

El analisis de la expresidn del gen dicer? en la estirpe silvestre revela que los
niveles de mensajero son muy bajos al inicio del ciclo vegetativo y se inerementan
considerablemente durante la fase exponencial (Figura 254), a diferencia de lo que ocurre
con el gen dicer], que se expresa constitutivamente durante todo el erecimiento vegetativo
a mveles muy reducidos (Nicolas er al., 2007). No se han detectado mensajeros de distintos
tamafios que evidencien la existencia de un procesamiento alternativo de los transcritos

primarios, algo que si ha sido deserito en el caso del gen diceri (Nicolas er al., 2007).

En N. crassa la expresidén de los genes implicados en el silenciamiento gémco
inducido por transgenes, incluyendo ¢l gen dicer, se activa en respuesta a la presencia de
moléculas de dsRNA (Choudhary er al., 2007). En M. circinelloides el nivel de expresién
del gen direr? no cambia en las estirpes silenciadas con respecto a las no silenciadas
(Figura 25B), lo que indica que la induccién del mecanismo de silenciamiento por
transgenes con repeticiones invertidas no es necesaria para activar la expresién del gen
dicerZ, una caracteristica que es compartida por el gen dicerf (Nicolas er al., 2007). Esto

podria explicarse si la expresién constitutiva del gen dicer? estuviera relacionada con su
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papel en el control de funciones celulares endégenas. De hecho, en nuestro laboratorio
hemos demostrado que los mutantes dicerZ” muestran una reduccién sigmficativa en la
produceidén de esporas asexuales (de Haro er af., 2009), un complejo proceso de desarrollo
en ¢l que estin implicados muchos genes distintos. También en otros hongos, mutaciones
en los genes dicer provocan alteraciones fenotipicas. Asi, los mutantes dei-1" de V. crassa,
afectados en el mecanismo de silenciamiento meidtico inducido por DNA desaparcado
(MSUD) son estériles (Alexander er af., 2008) v las mutaciones en el gen MDI-] de
M. oryrae provoecan malformaciones en las esporas (Kadotam er af., 2004). Los mutantes
en ¢l gen dicer! de M. circinelloides no presentan mnguna alteracién en su capacidad de
silenciar en respuesta a la introducei6n de transgenes, siendo ademas capaces de produeir
las dos clases de siRNAs identificadas en este organismo. 5in embargo, si manifiestan una

reduccién en la tasa de crecimiento vegetativo, asi como la alteracién de 1a morfologia de

las hifas de los extremos de la colonia (Nicolas er af., 2007).

Con objeto de determinar el papel del gen dicer? de M. circinelloides en el proceso
de silenciammento génico, se construyé un mutante nulo en dicho gen v se analizé su
capacidad para silenciar la expresién génica en respuesta a la introduccién de transgenes
con sentido o transgenes con repeticiones invertidas. Los resultados obtenidos muestran
que la frecuencia de silenciamiento se encuentra severamente reducida respecto a la que
presenta la estirpe silvestre (Tabla 13), demostrando que ¢l gen dicer? es esencial para que
el proceso de silenciamiento sea eficaz. Asimismo, la estabilidad del silenciamiento se
encuentra afectada en el mutante dicer2’, ya que los escasos individuos silenciados
recuperan el fenotipo silvestre tras un solo ciclo de crecimiento vegetativo (Tabla 14 v
Figura 30). Esto parece indicar que la enzima Dicer2 interviene tanto en el procesarmento
de las moléculas de dsRNA generadas a partir de los transgenes introducidos, como en el
de las nuevas moléculas de dsRNA sintetizadas por las RARPs en el proceso de
amplificacién. Esta amplificacién de la sefial inductora, dependiente de la enzima RdRP2,
es esencial para que ¢l silenciamiento se mantenga de forma estable en M. circinelloides

{resultados de nuestro laboratorio pendientes de publicaci én).

La mavyoria de los transformantes dicer?” portadores de transgenes con repeticiones
invertidas no muestran fenotipo silenciado v no acumulan nminguno de los dos tipos de
siRNAs antisentido, de 21 v 25 nt, lo que sugiere que ambos siRNAs son generados por la
actividad Dicer2. Esto también ocurre en el ascomiceto A. oryzae, donde se ha

determinado que sé6lo uno de los genes dicer es responsable de la produccién de siRNAs de
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distintos tamafios (Kadotam et af., 2004). Incluso en el pequefio nimero de transformantes
dicer?” que muestran un fenotipo parcialmente silenciado la deteceidn de los siRNAs sélo
fue posible cuando se extrajo el RNA de parches albinos de varias colonias silenciadas
cultivadas en medio sélido (Figura 31B). En estas condiciones se detectan pequefias
cantidades de las dos clases de siRNAs, si bien la dindmica de acumulacién es distinta,
detectandose mavyor cantidad del siRNA de 25 nt que en la estirpe silvestre. Esta actividad
residual presente en el mutante dicerZ2” es muy probablemente debida a la enzima Dicerl,
va que en la secuencia gendmica de M. circinelloides no se identifican genes dicer
adicionales. La presumible capacidad de las enzimas Dicer para producir dos clases
distintas de siRNAs antisentido contrasta con lo descrito en otros organismos, como en
plantas, donde distintas enzimas Dicer son responsables de la generacidn de siRNAs de

distintos tamafios (Xie er al., 2004).

El gen dicer! no esti normalmente implicado en el silenciamiento inducido por la
presencia de dsRNA exdgeno procedente de transgenes (Nicolas er al, 2007). Sin
embargo, en un fondo genético dicer?’, la enzima Dicerl puede compensar, parcialmente,
la falta de funcién Dicer2. La capacidad de las enzimas Dicer de intervenir en otras rutas
de silenciamiento distintas a aquellas de las que son las responsables primarias es frecuente
en otros organismos. En ¢l protozoo ciliado Terrahymena thermophila la ausencia de la
enzima Dicerl, que genera los siRNAs mavoritarios, de 28 nt, provoca un aumento en la
abundancia de siRNA de 24 nt, dificiles de detectar en el silvestre, v que son generados por
alguna de las otras dos enzimas Dicer que posee este organismo (Mochizuki v Gorovsky,
2004). En A rthaliana los casiRNAs generados por la enzima Dicer3 pueden ser
producidos, en su ausencia, por Dicer2 y Dicerd, v los tasiRNAs, de cuya generacion se
encarga normalmente Dicerd, pueden ser generados en los mutantes dicerd” por Dicer2,
Dicerd v probablemente Dicerl. Esta redundancia parcial no se da en todos los casos,

como ocurre con la enzima Dicerl de 4. thaliana, que es la Ginica responsable de generar

los miRNAs (Gaseiolli er al., 2003).

Es probable que la capacidad de las ribonucleasas Dicer de intervenir en distintas
rutas esté limitada en una situacién normal por la dispomibilidad de los sustratos, al
bloquear la principal enzima responsable de cada ruta el acceso a sus sustratos al resto de
posibles competidores. De ser asi, sélo en ausencia de la enzima principal el resto de
proteinas Dicer tendrian acceso a moléculas de dsRNA con un ongen distinto al de las que

normalmente reconocen. En D melanopaster, el reconocimiento del origen de los dsRNAs
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s¢ basa en el grado de complementariedad de sus cadenas. Si ésta es perfecta, son
reconocidas por el complejo DicerZ/R2D2 vy se incorporan a la ruta de los siRNAs (Liu er
al., 2003). En caso de existir bucles formados por bases desapareadas, es ¢l complejo
Dicerl/LOQS el responsable de procesar estas moléculas vy dirigirlas hacia la ruta de los
miRNAs (Férstemann er al., 2005). A pesar de la preferencia de las enzimas Dicer por uno
u otro tipo de moléculas pueden reconocer, aunque con muy baja eficacia, dsRNAs que por
su estructura no son su sustrato natural (Lee, Y.5. er al., 2004, revisado en Siomi y Siomn,
2009), presentando un nivel de redundancia similar al observado en el mutante dicer?” de

M. circinelloides.

En M. circinelloides se desconoce ¢l papel que desempeiia la enzima Dicerl en el
mecanmsmo de silenciamiento (Nicolds er al, 2007). Las alteraciones en la tasa de
crecimiento y la morfologia de las hifas de los mutantes direrf no se observan en el
mutante dicer?’, lo que sugiere que ambos genes deben intervemir en rutas distintas,
procesando moléculas de dsRNA de diferentes origenes. A pesar de los defectos durante el
desarrollo que se han desenito para algunos mutantes en los genes dicer en hongos
filamentosos (Kadotani er al., 2004; Nicolas et al., 2007; Alexander et al., 2008), no se han
identificado miRNAs en estos organismos. No obstante, ¢l mecanismo de MSUD se ha
propuesto como una ruta de hongos filamentosos que ha evolucionado a partir de la misma
magquinaria de silenciamiento que en eucariotas superiores ha dado lugar a la ruta de los
miRNAs (revisado en Nakayashiki, 2003). En D. melanogaster la enzima Dicerl, que
genera los miRNAs, carece de un dominio ATPasa/RNA helicasa funcional (Lee, Y.S. et
al., 2003), como sucede con el producto del gen truncado de R. oryzae, ortélogo del gen
dicer] de M. circinelloides. Es posible que los genes dicer] de M. circinelloides v dicer
truncado de R. oryrzae participen, junto con proteinas Argonauta y RJARP especificas, en
una ruta similar a la del MSUD, de forma aniloga a lo que ocurre en N. crassa. En este
orgamsmo, las proteinas Sad-1 {(RdRP), Sms-3 (Dicer) v Sms-2 (Argonauta) son las
responsables del funcionamiento de este mecanismo, mientras que las proteinas Qde-1
(RARP), Del-2 (Dicer) v Qde-2 (Argonauta) participan en la ruta de los siRNAs (revisado
en Nakayashiki, 2005) (Figura 8). En M. circinelloides no es posible estudiar el proceso de
MSUD, va que las esporas sexuales no son capaces de germinar en las condiciones de
laboratorio. Sin embargo, una diversificacion de rutas de silenciamiento como la descrita
en N.crassa se ve apoyada por el hecho de que sélo una de las tres proteinas Argonauta de

M. circinelioides tiene un papel relevante en el silenciamiento inducido por transgenes
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{resultados de nuestro laboratorio pendientes de publicacién). El reconocimiento por parte
de las enzimas Dicerl y Dicer de los dsRNA derivados de secuencias desapareadas de
DNA o de transgenes, respectivamente, podria hacerse a través de la interaccidén de Dicer
con proteinas que s¢ unan al dsRNA durante su generacidn e identifiquen asi hacia qué ruta

debe derivarse esa molécula.

La confirmacién de que la actividad residual de silenciamiento observada en el
mutante dicerZ” se debia a la aceidn de la enzima Dicerl, requeria la construccidén de un
doble mutante diceri” dicerZ” partiendo del mutante simple dicer2’. Esta tarea llevé
asociada grandes dificultades, motivadas por la escasa disporubilidad de marcadores
seleccionables en M. circinelloides. La necesidad de que ¢l doble mutante dispusiera de un
marcador que permitiese analizar el silenciammento mediante la introduccidén de copias
transgénicas del gen carB, requiné la obtencion de denivados pyrG del mutante simple
dicer?”. De este modo, se podria utilizar el mismo marcador pyrG para generar la mutacién
diceri”. Esto se llevé a cabo mediante mutagénesis al azar con nitrosoguanidina, un
procedimiento que ha demostrado su éxito a la hora de obtener mutantes pyrGG de
M. circinelisides (Benito er al, 1993) v que ha sido utilizado ampliamente en nuestro
laboratorio (Navarro er al, 2001; Quiles-Rosillo er af., 2003; Nicolas er al, 2007). Sin
embargo, los intentos de generar ¢l doble mutante mediante esta estrategia se¢ vieron
entorpecidos por la alta frecuencia de reversién espontinea al fenotipo Ura' en los
denvados pyrG del mutante direr?’. Siete mutantes pyr(G obtemdos a partir de la estirpe
mutante dicer?” en cinco experimentos de mutagénesis independientes mostraron el mismo
comportamiento, encontrindose una  frecuencia de reversién espontinea de entre
086x107 y 5,79 x 10° (Tabla 17). Puesto que es altamente improbable que las
mutaciones que conducen a la pérdida de funcién del gen pyrG en estas estirpes coincidan,
la reversién es probablemente consecuencia de eventos de conversién génica que tienen
lugar entre las dos copias mutadas de 1a secuencia pyrG, una presente en el locus endégeno
v 1a otra en el locus dicer?. La existencia de estas dos copias mutadas en la estirpe tratada
constituye la diferencia fundamental entre estos experimentos y otros intentos de generar
mutantes pyrG en nuestro laboratorio, que no han mostrado problemas de reversién. De
hecho, estudios llevados a cabo en el hongo zigomiceto R. orvrae demuestran que la
conversidn génica enire secuencias homdélogas no ligadas es unas 10 veces mas frecuente
que la recombinacién homdéloga (Skory, 2004). Esto apova la idea de que ¢l evento que

marea la aparicidn de un revertiente a partir de un derivado pyrG del mutante dicer2 es la
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reparacién de una de las copias no funcionales del gen pyrG por conversién génica. No
obstante, cualquiera que sea el ongen del fenémeno de reversién, el analisis por PCR de
138 transformantes Ura" obtenidos en distintos experimentos disefiados para interrumpir el

gen dicer] indicé que en ningan caso existid integracién del gen pyrG en el locus dicer].

Una de las ventajas de M. circinelisides como modelo de estudio es que se pueden
obtener mutantes en genes esenciales debido a que los transformantes obtemdos no son
inicialmente homocariéticos. En estos ¢asos, sucesivos ciclos de crecimiento vegetativo
conducen a un porcentaje determinado de niicleos transformados a partir del cual comienza
a mamfestarse la letalidad de 1a mutacion generada. Para descartar que la imposibilidad de
obtener un doble mutante dicerl” dicer? se debiera a la letalidad de esta condicidn, incluso
a bajos porcentajes de nicleos transformados, se intenté una aproximacién diferente en la
que se perdian los dos marcadores seleceionables dispomibles en M. circinelloides (ver
Apartado TIT.2.2.4). La obtencién de una estirpe doble mutante por este método descarté la
existencia de efectos letales asociados a la doble mutacién v sugiere que los fenémenos
relacionados con la reversion de las mutaciones pyrG reducen, de algin modo, la
posibilidad de integracién de una tercera copia de dicho gen en el genoma de

M. rircinelloides.

El anilisis del silenciamiento en la estirpe mutante dicer] dicer?” requiere generar
de nuevo un derivado pyrGG, algo que va se ha llevado a cabo en nuestro laboratorio
{de Haro et af., 2009). Como cabia esperar, las estirpes pyrG generadas mostraron también
problemas de reversién. Sin embargo, como demuestran los experimentos de
complementacién de la mutacién dicerZ’, el nimero de transformantes obtenidos al
introducir plasmidos circulares autorreplicativos supera ampliamente al nimero de
revertientes espontineos (Tabla 16), lo que permite analizar ¢l fenotipo de transformantes
portadores de plasmidos con el marcador pyrG (Figura 33). La transformacién de los
derivados pyrG™ del mutante diceri” dicer? con transgenes con repeticiones invertidas del
gen carB mostré que ninguno de los individuos obtenidos presenta un fenotipo silenciado,
indicando que el mecanismo de silenciamiento estd completamente afectado (de Haro er
al., 2009). Asimismo, estos resultados confirman que el gen dicer] es responsable del mvel
residual de silenciamiento observado en ¢l mutante dicer?’, asi como que el silenciamiento

observado en los mutantes dicer!” es exclusivamente debido al gen dicer2.
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IV. 2. Actividad Dicer.

La estructura cristalografica obtenida para la enzima Dicer de G. imrestinalis sugiere
que la particular organizacién estructural de los dominios PAZ v RNasalll le otorga a esta
clase de ribonucleasas 1a capacidad de actuar como “reglas moleculares”™, definiendo la
longitud de los siRNAs generados mediante el anclaje del extremo 37 protuberante del
dsRNA sustrato al dominio PAZ v el corte a una distancia fija de ese extremo (MacRae er
al., 2006). En la estructura terciaria de la proteina, la distaneia entre los domimos PAZ v
RNasalll vendria dada por una larga hélice a conectora, cuya longitud determinaria el
tamafio de los siRNAs producidos por una enzima Dicer concreta (Figura 13B). Los
resultados obtemdos con los mutantes dicer simples de M. circirelloides (Nicolas er
al., 2007, esta tesis) apuntan la posibilidad de que cada una de las enzimas Dicer, de forma
independiente, es capaz de generar in vive las dos clases de siRNAs antisentido, de 21 v
25 nt. Para caracterizar la actividad in virre de la nbonucleasa Dicer2, purificamos
inicialmente un fragmento de esta enzima en un sistema heterélogo comeo es £ coli, una
aproximacién que ha dado buenos resultados en la purificacién de un fragmento funcional
con los dominios RNasalll de la enzzima Dicer de S pombe (Qian er al, 2005) vy un
fragmento similar de la enzima Dicer de ratén (Du er 2!, 2008), atn cuando ambos carecen

del dominio PAZ.

A pesar de que el modelo propuesto para explicar el tamafio de los siRNAs
generados por las distintas enzimas Dicer se¢ basa en la unidén del dsRNA al dominio PAZ,
no todas las enzimas Dicer contienen este dominio. Asi, estd ausente en las ribonucleasas
Dicer de la levadura S. pombe, que in vitrro genera siRNAs de ~22 nt (Provost er al,
2002b; Qian er al., 2003); el protozoo parisito Trypanosoma brucei, que genera siRNAs de
24-26 nt in vivo (Dykeng er al., 2001) e in vitro (S er al., 2006) v en las tres Dicer del
ciliado Terrafiymena thermophila, que in vive producen siRNAs de 28 v 24 nt, segin la
enzima (Mochizuki y Gorovsky, 2004). En el alga verde Chlamydomonas reinhardrii, una
de las tres enzmimas Dicer que posee genera siRNAs de ~21 nt v carece de PAZ (Casas-
Mollano er al, 2008), como la enzima Dicer-2 de 1. melanogasier, capaz de producir
in vitro siIRNAs de ~22 nt, tanto en extractos celulares (Lee, Y.S. et al, 2004) como
puritficada (Ye v Liu, 2008). En todos estos casos no se conoce qué regiones de las
proteinas actiian como “regla molecular™ para determinar el tamafio de los siRNAs, aunque

es posible que otros dominios no caracterizados eumplan esta funcidén.
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Las condiciones del ensayo de actividad Dicer descritas en la literatura son muy
variadas. En general, estos ensayos se llevan a cabo en presencia de ATP, que resulta
indispensable para el procesamiento del dsRNA cuando se utilizan extractos celulares de
N. crassa (Catalanotto er al, 2004) v C elegans (Ketting er al, 2001) vy en altas
concentraciones aumenta la velocidad a la que lisados embrionarios de D melanogaster
generan siIRNAs (Zamore er gl , 2000). En ensayos in vitro con proteinas recombinantes, el
ATP es requerido por la enzima Dicer-2 de D. melanogaster (Ye y Liu, 2008), pero su
ausencia no tiene efecto alguno en la actividad de la enzima Dicer-1 de este organismo
{(Ye v Liu, 2008), de la enzima Dicer humana (Provost er al, 2002a, Zhang er af , 2002) o
del fragmento con los domnios RNasalll de la enzima Dicer de 5. pombe {Qian er al.,
2005). Por otro lado, el Mg®" ¢s indispensable para la actividad de algunas enzimas Dicer,
como la humana (Provost er /., 2002a), el fragmento Dicer de 5. pombe (Qian et al., 2005)
v la enzima de G. imestinalis (MacRae er af., 2006). Los tiempos de meubacién pueden
variar desde 30-60 minutos, que resultan efectivos para los ensayos con las enzimas de
D melanopaster (Ye v Liu, 2008) v G inrestinalis (MacRae er al, 2006), hasta las
14-16 horas requeridas por enzimas recombinantes, que son mas ineficientes in vitro, como

€5 el ¢aso de la enzima recombinante humana completa

(www.ambion. com/techlib/tn/103/6.html) o un fragmento con los dominios RNasaIll de la

enzima de ratén (Du er af., 2008). Aunque la mayoria de ensayos con proteinas Dicer se¢
llevan a cabo a 30 °C, los ensavos con la enzima recombinante humana demuestran que
ésta presenta mveles superiores de actividad a 37°C (Provost er al., 2002a). Todas estas
condiciones fueron ensayadas con la enzima Dicer2 de M. circinelloides. Tanto en el
ensayo enzimitico como en la purificacién del sustrato de dsRNA se evité el uso de
EDTA, pues se ha demostrado su efecto inhibitorio sobre la enzima Dicer humana
{Zhang er al., 2002). Como sustrato se empled dsRNA de aproximadamente 500 pb, va que
sustratos de un tamafio similar son digeridos mucho més eficientemente que fragmentos

mas pequefios (Ketting er af., 2001).

A pesar de que las condiciones del ensayo enzimatico utilizadas satisfacen los
requerimientos de las enzimas Dicer de otros organismos, como lo demuestra el
procesamiento del dsENA por la enmma Dicer humana utilizada como control, el
fragmento purificado de la enzima Dicer2 de M. circinelloides no mostré actividad
RNasalll en ningtn caso (Figura 40). Las causas de esta falta de funcién pueden ser varias.

La purificacién a partir de £ rofi elimina la posibilidad de que se lleven a cabo
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modificaciones post-traduccionales, que podrian ser necesarias para que la enzima Dicer2
sea funcional. Ademas, los elevados mveles de proteina insoluble que se obtienen en los
cultivos inducidos indican que es posible que la proteina no se¢ pliegue de forma correcta.
Alternativamente, puede que alguno de los dominios ausentes en ¢l fragmento utilizado sea
indispensable para que la enzima procese ¢l dsRNA. En este sentido, hay que destacar que
un fragmento de la enzima Dicer humana con sélo los dominios RNAsalll v DSEM no es
capaz de generar siRNAs in virro (Zhang er af., 2004), aunque si lo hace un fragmento
similar de la enzima Dicer de ratén, con el que la enzima humana guarda un 98 % de
identidad (Du er @/, 2008). La climinacién del dominio PAZ de la enzima Dicer de
G. intestinalis no altera su capacidad para procesar el dsRNA, pero los sSRNAs generados
poseen longitudes muy variables (MacRae er af, 2007), en consonancia con ¢l modelo
propuesto en base ala estructura cristalogrifica de esta enzima. Los intentos de expresar en
E. coli un fragmento de la enzima Dicer2 de M. circinelloides que incluyese el dominio
PAZ vy los dominios RNasalll no dieron resultados positivos, aparentemente por problemas
relacionados con la toxicidad de los plasmidos utilizados para la transformacién

{resultados no mostrados).

Para intentar solventar los problemas mencionados se expresé la enzima Dicerl
completa en c¢élulas de insecto, un método que ha sido empleado para purificar las dos
enzimas Dicer de D. melanopaster (Ye v Liu, 2008) v la enzima Dicer humana (Zhang er
al., 2002; Provost er al., 2002), todas ellas activas in vitro. Sin embargo, las fracciones de
proteina obtenidas mediante este procedimiento carecen igualmente de actividad
ribonucleasa (Figura 42). También en el caso de e¢élulas de insecto, sélo una pequefia parte
de la proteina expresada se pudo obtener en forma soluble, acumulindose el resto de la
proteina en cuerpos de inclusién. Esto podria indicar que, incluso en un sistema eucaridtico
como las células de insecto, el plegamiento de la enzima no es el adecuado para que sea
funecional. Es posible también que las condiciones del ensayo, aunque similares a las que
resultan efectivas con otras enzimas Dicer, no sean las apropiadas para que la enzima de
M. circinelioides lleve a cabo el procesamiento del dsRNA. No se puede descartar tampoco
la posibilidad de que la umién de otras proteinas constituya un requerimiento para que la
enzima sea activa. Aunque varias enzimas Dicer recombinantes son activas como
endonucleasas especificas de dsRNA in vitro, in vivo actilan en asoeciacién con otras
proteinas formando complejos (revisado en Jaskiewicz y Filipowicz, 2008). La proteina

Drosha de humanos que, como las enzimas Dicer, pertenece a la clase II de 1a familia
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RNasalll (revisado en Jaskiewicz v Filipowicz, 2008), e¢s incapaz de procesar in vitro un
pri-miRNA en pre-miRNAs por si misma. 5in embargo, la adicién de la proteina DGCRS,
con la cual Drosha se encuentra asociada in vivo, es suficiente para generar pre-miRNAs
de 63 nt a partir del pri-miRNA empleado comeo sustrato (Gregory er al, 2004). Una
situacidn similar podria ser la causante de la falta de actividad observada en los ensayos

con la enzima Dicer2 recombinante de M. circinellioides,

A pesar de la imposibilidad de caracterizar la actividad Dicer2 in virro, los
resultados obtenidos en M. circinelloides v datos de otros organismos permiten especular
sobre como se pueden estar generando las dos clases de siRNAs detectadas. Asumiendo
que ¢l procesamiento del dsRNA por las enzimas Dicer de M. circinelloides puede seguir
¢l modelo propuesto para la enzima de G. irrestinalis (MacRae er al., 2006), es posible que
la longitud que separa los domimos PAZ y RNasalll se vea afectada por la interaccion de
las enzimas Dicer con proteinas de unién a dsRNA (dsRBP) (Figura 52). En A. thaliana,
donde se han detectado distintas clases de siRNAs (Hamilton er al., 2002), cada uno de los
tamafios se ha asociado con una enzima Dicer concreta (Reinhart er al., 2002; Xie er al.,
2004). Sin embargo, debido a la redundancia funcional que presentan estas proteinas, una

enzima Dicer concreta, Dicer3, puede generar siRNAs de un tamafio distinto al habitual
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Figura 52. Modelo para explicar laproduccidn delas dos clases de siENAs basado en la unidn de Dicera
proteinas de umdn a dsREMA (dsEBF). Mondmeros de Dicer2 procesarian el dsENA en moléculas de
siBMAs de 25 nt Lainteraccion de Dicer? con una dsRBP alteraria la distancia entre los dominios PAZ v
RlMasalll, dando lugar alaproduccion delas moléculas de stEMAs de 21 nt.
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cuando suple la funcién de la proteina Dicerd en el correspondiente mutante. Se¢ ha
propuesto que, en ausencia de la enzima Dicerd, la proteina dsRBP que se asocia a ella
quedaria libre para interaccionar con Dicerd v esa asociacién determinaria la longitud de
los siRNAs generados (Gaseiolli er al, 2005). La asociacién de las enzimas Dicer con
proteinas dsRBP diferencialmente expresadas a lo largo del crecimiento vegetativo de
M. circinellsides podria explicar tanto la existencia de dos tamafios de siRNAs, como las
diferencias en la dindmica de acumulacién de ambos (Figura 52). De hecho, en
M. circinelioides se ha identificado una proteina dsRBP homdéloga a la R2D2 de
D). melanopaster. Los mutantes afectados en el gen correspondiente muestran una
disminucién en la frecuencia de silenciammento respecto a la estirpe silvestre, sinmlar a la
observada en ¢l mutante dicer?’, sefialando que proteinas de este tipo también juegan un
papel esencial en el silenciamiento génico en M. circinelloides (resultados de nuestro

laboratorio pendientes de publicacidn).

Al considerar distintos modelos para explicar la produccién de los dos tipos
diferentes de siRN As en M. circinelioides hay que tener presente que sélo se ha detectado
la cadena con sentido del siRNA de 23 nt v no la de 21 nt (Nicolas er al, 2003). Esto
podria sugerir que este Gltimo siRNA no se origina a partir de un precursor de dsRNA por
la accién de una proteina Dicer. Por tanto, cabe la posibilidad de que las enzimas Dicer de
M. circinelisides generen solamente diplices de siRNA de 25 nt v que la transferencia de
una de las cadenas al complejo RISC, para lo que se requiere la asociacién con la proteina
dsRBP, lleve asociada la eliminacién de 4 nucledtidos. Ello daria lugar a complejos RISC
activos cargados con cadenas de siENA antisentido de 21 nt (Figura 53). Este
procesamiento inusual requeriria proteinas Dicer muy especificas, v probablemente
componentes adicionales del complejo RISC como la exonucleasa QIP de V. crassa, que
convierte el daplice de siRNA en RNA de cadena sencilla mediante 1a eliminacién de la
cadena pasajera (Maiti et @/, 2007). Puesto que RISC es un complejo con una composicion
dindmica (revisado en Tomari v Zamore, 2003), la entrada de e¢sos componentes en un

momento del crecimiento vegetativo seria el evento que marcaria el inicio de la produccién

delos siRNAs de 21 nt.

Cabe también la posibilidad de que la biogénesis de los siRNAs de 21 nt
antisentido no implique la participacién de enzima Dicer alguna. En € elegans, los
siRNAs secundanios son exclusivamente antisentido {Sijen er al, 2001) y poseen un

extremo 57 trifosfato (Pak v Fire, 2007; Sijen er @l., 2007), una caracteristica que indica
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Figura 53. Modelo para explicar la produccidn de las dos dases de siRNAs basado en modificaciones del
sRMA& generado por Dicer durante la transferencia al complejo RISC. La transferencia de los siRMNAs de

25 nt generados por Dicer al complejo RISC llevaria asociada la eliminacidn de cuatro nucledtidos de la
cadenaguia dando lugar alos sstRNAs antisentido de 21 nt.

que son directamente producidos por las RARPs a partir de los moldes de RNA, sin que
medie corte por enzimas Dicer. El mejor molde para la produceién de estos siRNAs por la
RdARP lo constituyen RN As con caracteristicas aberrantes, como la ausencia de cola de
poliA. Una vez sintetizados, los siRNAs secundarios antisentido son transferidos a
proteinas Argonauta especificas, que muestran preferencia por siRNAs con un extremo
37 trifosfato y que inducen la degradacion de los mRNAs diana con gran eficacia (Aoki er
al., 2007). Sin embargo, experimentos in vivo indican que, en M. circinelloides, las dos
clases de siRNAs antisentido, de 21 v 235 nt, estin asociadas con la amplificacidén
dependiente de las RdARPs, identificindose siRNAs secundarios ¢on sentido y antisentido
de 25 nt v siRNAs exelusivamente antisentido de 21 nt (Nicolas er al., 2003 ). De hecho, las
moléculas de siIRNAs detectadas normalmente en los transformantes silenciados
corresponden, en su mayoria, a siRNAs secundarios producidos por la amplificacién a
partir del mRNA diana (Nicolas er al, 2003). No se puede, por tanto, establecer una
correspondencia entre los siRNAs primarios, producidos por Dicer, v los siRNAs

secundarios, independientes de Dicer, con los tamafios de 25 v 21 nt, respectivamente.

No obstante, si se puede sugerir que cada tipo de siRNA secundario podria ser
generado por una enzima RARP distinta, va que se han identificado tres genes rdrp en el

genoma de M. circinelloides y al menos dos de ellos estin implicados en el silenciarmi ento

157



DHaeusicn

inducido por transgenes (resultados de nuestro laboratorio pendientes de publicacién). Una

de estas enzimas podria generar moléculas de dsRNA a partir de los mRNAs aberrantes,

que serian procesados Dicer en siRNAs de 25 nt, mientras otra podria actuar de forma

similar a la RARP de C. elegans, generando directamente siRNAs antisentido de 21 nt. Al

1gual que ocurre en C. elepans estas mol éculas serian preferentemente incorporadas en los

complejos RISC (Figura 54). De hecho, la sobreacumulacién de la clase de 21 nt se ha

asociado con un aumento en la eficacia v estabilidad del silenciamiento (Nicolds er al,

2009), mientras que no se¢ ha asignado un papel especifico a los siRNAs de 25 nt. La

acumulacién de siRNAs en mutantes afectados en los genes rdrp podria avudar a

establecer la idoneidad de esta hipétesis, aunque la redundancia funcional parcial que

presentan las distintas enzimas RdARPs dificulta esta tarea.

Ruta dependicnte de Dicer Ruta independicnte de Dicer
_ mRNA diana .. _ mRNA diana
J 3 3
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Figura 54. Modelo para explicar la produccion de las dos clases de stEMAs basado en la actuacion de
distintas RdRPs. Los stBMNAs de 25 nt serian producidos por la actividad de la proteina Dicerd sobre las
moléculas de dsRMNA generadas por una EJdRP en el proceso de amplificacion. Los siEMNAs antisentido de 21
nt serian produnidos directamente a partir de loz mRNAs diana por una RdARP diferente, sin la participaci on

de la proteina Dicer. Cuadrados extremos 5 -monofosfato; circulos: extremos 5°- tnfosfato.
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Finalmente, es posible que la actuacién de dos RARPs distintas en el proceso de
amplificacion genere sustratos de dsRNA con caracteristicas diferentes, que sean
procesados diferencialmente por las enzimas Dicer. Ensavos in vitre han demostrado que
distintos tipos de sustratos son procesados en siENAs de distintos tamafios por la misma
enzima {Provost er al., 2002; MacRae er al., 2007), en algunos casos provoeando, ademis,
una seleceién no igualitaria de la cadena guia (Elbashir er al., 2001a). Es posible, por tanto,
que sea la cadena antisentido respecto al mRNA utilizado como molde por una RARP la
que se¢ transfiera preferencialmente al complejo RISC para, de esa manera, dirigir
cficazmente la destruccién de los mRNA diana. La caracterizacién bioquimica de los
siRNAs antisentido de 21 nt nos permmtira dilucidar s1 son productos del procesamiento de

una molécula de dsRNA o de la sintesis de rovo por una enzima RARP.

IV. 3. siRNAs endogenos de M. circinelloides.

En los orgamsmos eucariotas se han identificado varios tipos de sSRNAs enddégenos
que participan en distintos procesos celulares, como la defensa frente a wvirus, el
silenciamiento de transposones v elementos repetidos, la eliminacién de DNA, la
formacion de heterocromatina y el silenciamento génico post-transeripeional (revisado en
Matzke v Birchler, 2003; Ghildiyal v Zamore, 2009; Siomi v Siomi, 2009). Sin embargo,
los sSRNAs endégenos de hongos han sido muy poco estudiados en comparacién con los de
plantas y anmimales, y no esta claro cuiles son las clases de sRNAs enddégenos presentes en
este grupo de organismos, ni si regulan la expresidn de genes que determinan proteinas. La
secuenciacion masiva de sSRNAs enddgenos de la estirpe silvestre de M. circinelloides v de
mutantes dicer nos ha permitido profundizar en el conocimiento de las funciones
enddgenas que cumple el mecanismo de silenciamiento en hongos v el papel que

desempefian las enzimas Dicer en tales procesos.

La localizacién de los sRNAs secuenciados en el genoma de M. circinelloides ha
demostrado que este hongo presenta un genoma transcripeionalmente muy activo, algo que
contrasta con las observaciones en otros organismos, como A. thalfigna, en los que existen
grandes regiones transeripcionalmente inactivas (Figura 35). La organizacién de los
sRNAs secuenciados en loci permitié identificar un total de 24.111 focf distribuidos a lo
largo del genoma de M. circinellnides v para cada uno de ellos se comparé 1a abundancia v

orientacidon de las secuencias en las estirpes silvestre, dicer]” v dicer2. Los sRNAs de
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Regiones de 20 kb tipicas de M. circinelloides
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Figura 55. Ejemplos de regiones de 20 kb de M circinelloddes v A thaliarne. Las flechas de colores indican
la localizacidn gendmica de las lecturas ohtenidas tras la secuenciacidn masiva de sRN Az enddgenos de
amhos organismos (datos aportados por el Dr. Tamas Dalmay, Schoa! of Bislogical Sclences, tniversicy of
Earst Anglic).

muchos de estos {oci correspondieron a productos de degradacién de los mRNAs, como se
demostrd en experimentos de Northern (Figura 44) v fueron descartados de los anilisis
posteriores. También se descartaron las secuencias correspondientes a rRNAs v tRNAs por
considerarse productos de degradacién de estas moléculas. Las propias células presentan
mecanismos para evitar que los productos resultantes de la degradacidén de los mRNAs se
incorporen a la ruta de silenciamiento, por ejemplo, acoplando el corte por Dicer a la
transferencia al complejo RISC, reconociendo los extremos caracteristicos de los sRNAs
generados por Dicer o asegurando que la amplificacion del silenciamiento sélo se lleve a

cabo a partir de los mRNAs diana (revisado en Siomi y Siomi, 2009).

Los productos de degradacién de mRNAs representaron un 40 %o de las secuencias
totales de sRNAs obtenidas para la estirpe silvestre. En ¢l mutante dicer? el valor fue
similar, pero no asi en ¢l caso del mutante direr?’, en el que el 63 % de las lecturas totales
se corresponden con productos de degradacion. El aumento no se debe a que el mvel de
degradacién de mRNAs sea superior en esta estirpe, sino a que la cantidad de lecturas
correspondientes a sRNAs endégenos auténticos estd muy reducida con respecto a las

estirpes silvestre y diceri” (Tabla 20). En efecto, la comparacion de los resultados
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obtenidos en la estirpe silvestre v los mutantes dicer sugiere que es la enzima Dicer2 la que
juega un papel fundamental en la produccion de sRNAs enddgenos, viéndose muy
reducida la acumulacién de éstas moléculas en el mutante dicerZ. Sin embargo, las
diferencias entre estirpes son sélo cuantitativas, va que cuando se analizan las lecturas no
redundantes filtradas su niimero es sirmlar y también lo es su distribucion en el genoma.
Estos datos indican que en ¢l mutante dicer?” se continfian generando sRNAs enddégenos a
partir de los mismos [oci, pero su abundancia es mucho menor que en presencia de un gen

funcional.

Tras el filirado imecial de informacién, los sRNAs se agruparon en base a la
anotacién de cada [ocus, encontrandose distribuidos entre regiones interg énicas, secuencias
exénicas v regiones con transposones v repeticiones (Figura 45). Este anilisis pone de
mamni fiesto que, en el caso del mutante dicerZ’, la reduceidn en la abundancia de sRNAs
enddgenos es especialmente severa en aquellos que se localizan en las regiones
codificadoras de genes, lo que podria indicar que 1a enzima Dicer2 no sélo participa en el
control de la estabilidad del genoma sino que también juega un papel importante en la

regulacidn de la expresién de genes endégenos.

Los sRNAs endégenos que tienen como diana transposones parecen ser los que
primero aparecieron en la linea evolutiva de los eucariotas, yva que se han encontrado en
hongos, plantas y animales (Vaucheret, 2006; Aravin er afl, 2007, Murata er al., 2007;
Okamura v Lai, 2008; Drinnenberg ez af., 2009). Los miRNAs estin presentes en plantas v
anmimales, aunque no se ha encontrado ningliin MENAs conservado en ambos grupos. Esto,
junto al hecho de no haberse detectado miRNAs en hongos, hace pensar en la ausencia de
estas moléculas en el ancestro comin de las distintas lineas de eucariotas v en su aparicidén
independiente al menos dos veces en la evolueidn (revisado en Ghildival v Zamore, 2009).
Dada la enorme diversidad de los hongos v que sélo s¢ ha analizado ¢l contenido de
sENAs enddgenos en unas pocas familias (Drinnenberg er al., 2009), cabe 1a posibilidad de
que algunos hongos produzean miRNAs. Para comprobar si los cigomicetos generan
miRNAs se analizaron todos los loci de M. circinelloides en los que se habian detectado
sENAs endégenos. En ninglin caso se encontrd una secuencia capaz de plegarse con la
forma caracteristica de la horquilla de los precursores de miRNAs. Asi, aunque no se
puede descartar que se puedan identificar miRNAs en otras clases de hongos, su ausencia
en M. circinelioides apoya la hipétesis de su apancidn tras la diversificacidn de los grandes

orupos de eucariotas.
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La comparacién de los datos de las tres estirpes estudiadas permitié establecer
cuatro categorias de loci en base a la abundancia de sRNAs endégenos en las distintas
estirpes (Figura 46). El grupo més interesante es el que presenta bajos miveles de
acumulacién en el mutante dicer?’, tanto por el nimero de locf que engloba como porque
es el gen dicer? el que juega el papel fundamental en la induccion del silenciamiento por
transgenes. Los loci de este grupo se distribuyen entre regiones codificantes, regiones
intergénicas y zonas con repeticiones vy transposones. El gran nimero de loci que
corresponden a transposones v repeticiones pone de manifiesto que una posible funcién de
Dicer2 seria controlar ¢l salto de los elementos transponibles. En S. pombe, 5. castellii v
Candida albicans los sSRNAs endégenos producidos a partir de repeticiones y transp osones
representan ¢l grupo mayoritario (Verdel er @f, 2004; Drinnenberg er af, 2009). Sin
embargo, en M. circinelloides 1a mayoria de sSRNAs endégenos identificados se localizan
en regiones intergénicas (Figura 45 y Figura 46). No se debe descartar la posibilidad de
que este resultado se deba a deficiencias en la anotacién del genoma de M. circinellsides,
cuyo primer anilisis genémico global llevado a cabo es el que se presenta en esta tesis.
Asi, muchos de estos /ori podrian corresponder a exones de genes que deterrmnan
proteinas. En cualquier caso, sSRNAs enddégenos procedentes de loci representantes de las
distintas regiones gendmicas han sido detectados mediante Northern (Figura 47),

demostrando la participacion de Dicer2 en su biogénesis.

Entre los loci validados que muestran diferencias en el mutante dicer?” destacan
aquellos con sRNAs endégenos que coinciden con exones. En animales sélo se han
detectado este tipo de sRNAs en C elegans (Ruby er al, 2006) v en D. melanogaster
{Ghildiyal er al, 2008) mediante técnicas de secuenciaciéon masiva. Fl analisis de estos
datos sugiere que los sSRNAs localizados en regiones codificantes se generan directamente
por una RARP sin la participacién de una enzima Dicer o a partir de estructuras de dsRNA
formadas por el solapamiento de las secuencias de dos transeritos distintos,
respectivamente. Si estas moléculas son funcionales in vive es algo que no se ha
comprobado. En plantas, los natsiRNAs también son producidos por la transeripeidn
convergente de dos genes situados en orientaciones opuestas pero, mientras que uno de los
mRNAs se expresa constitutivamente, la presencia del transcrito complementario se
resiringe a situaciones de estrés {(Borsam et al., 2005; Katiyar-Agarwal er al., 2006). En
M. circinelloides, la gran mavyoria de siRNAs procedentes de exones que requieren la

funeién Dicer2 para su produceién también requieren la actividad de la enzima RdRP1,
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implicada en la produccién de dsRNA a partir de transcritos aberrantes de los transgenes
{Nicolas er af, 2010). La ruta de los siRNAs enddégenos de M. circinelloides utiliza, por
tanto, elementos comunes a plantas y animales pero en una combinacién novedosa v inica.
El analisis de los sRNAs endégenos de M. circinelloides se ha llevado a cabo en
condiciones 6ptimas de creciimento por lo que, ademas de los cerca de 300 genes que
podrian estar regulados por sRNAs enddgenos, es posible que la expresién de otros
muchos genes esté también regulada en situaciones de respuesta a diferentes sefiales
ambientales. Asi, la desregulaciéon de algunos genes podria explicar los defectos en la

produceién de esporas asexuales que presenta el mutante dicer?” (de Haro et al., 2009).

Los loci que corresponden a exones con niveles reducidos de siRNAs en ¢l mutante
dicer?” pueden dividirse en tres subeclases, en funcién de la polaridad de las cadenas de
siRN A producidas (Figura 48). Los sSRWNAs antisentido producidos por muchos {oci, yva sea
de forma mavoritaria o a mveles sinmlares a las cadenas con sentido, tienen un claro papel
regulador, segtn 1a forma de operar del mecanismo de silenciamiento. Sin embargo, en el
caso de los foci que producen sRNAs mayorntariamente con sentido, la funcionalidad de
estas moléculas no estd tan clara. El Gnico [ocus de esta subelase que ha sido validado
mediante Northern (Figura 48, locus 5) se corresponde con uno de los dos exones de un
ven, detectindose en ¢l otro exdn tanto sSRNAs con sentido comeo antisentido, por lo que, al
menos en este caso, la presencia mavoritaria de sRNAs con sentido podria responder
simplemente a que las cadenas antisentido de esa regién son mas inestables. Esto parece
ocurrir también en otros lori pertenccientes a esta misma clase, en los que otros exones del
gen producen sRNAs de las dos polaridades, aunque en estos casos no han sido validados
experimentalmente. En general, los sSRNAs con orentacién antisentido y con sentido de un
determinado focis tienden a solapar poco en sus secuencias (Figura 56). Este hecho
concuerda con que la cadena guia de los daplices de sSRNAs sea seleccionada siguiendo la
regla de asimetria (Toman er al., 2004) (ver Apartado 1.2.3), siendo degradada dentro del
complejo RISC la cadena pasajera. Asi, los sRNAs que estarian siendo detectados son

aquellos que, al actuar como cadenas guia en el complejo RISC, presentan una alta

estabilidad.

Es necesario apuntar que la acumulacién de sSRNAs enddgenos que se localizan en

regiones exdnicas no necesariamente implica que estas moléculas sean funcionales. En
A. thaliana, algunos mRNAs detectados carecen de mRNAs diana (Fahlgren er af., 2007).

Para determinar si esta clase de sSRNAs endégenos afecta a la expresidn de los genes diana
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Locus 2 ( ver Figura 48)
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Figura 56. Locus correspondiente ala secuencia de un exdn con niwveles reducidos de sREMNAs en el mutante
dicer?” En este locus se detectan niveles similares de sENAs antisentido v con sentido respecto al mRNA
En la primera fila, correspondiente a las lecturas obtenidas para la estirpe silvestre se han desplegado los
datos de los sEMAs secuenciados, observandose la tendencia a que una secuencia concreta del locus esté
representada por sRMNAs antizentido o con sentido, con poco solapamiento entre amboz. La segunda fila
corresponde alaz lecturas obtenidas para el mutante dicer? v latercera fila alas ohtenidas para el mutante
dicar?

s¢ ha analizado 1a acumulacién de los mRNAs correspondientes en la estirpe silvestre v los
mutantes dicer, mediante expenimentos de Northern. Los resultados obtenidos indican que
la ausencia de sRNAs en los mutantes se¢ relaciona con miveles mas elevados de los
mRNAs diana, demostrando la funcionalidad de los sSRNAs identificados (Nicolas er al.,
2010). Estos sRNAs probablemente actiien a mivel post-transcripeional pues, al igual que

ocurre en ¢l ascomiceto M. oryzae (Kadotani er al, 2003), en M. circinelloides no se ha

detectado metilacion del DNA dinigida por RN A (Nicolas er af., 2003).
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Existe un pequeiio nimero de {oci en los que los mveles de acumulacién de sSRNAs
estin reducidos sélo en el mutante direrl’, correspondiendo 3 de ellos a genes que
codifican proteinas. La implicacién de Dicerl en la regulacién de la expresién de ciertos
genes que participen en el desarrollo vegetativo de M. circinelloides podria explicar la
reduccion en la tasa de crecimiento vegetativo y la alteracion de la morfologia de las hifas
observadas en los mutantes dicer!” (Nicolas er al., 2007). En este sentido, cabe destacar
que uno de los genes presumiblemente regulados por Dicerl cifra una proteina conservada
que ¢n otros hongos, como levaduras, co-localiza en sitios de crecimiento polarizado
(Nicolas er al, 2010). Esto, junto con ¢l hecho de que los otros genes cifran proteinas
implicadas en el metabolismo mitocondnial v la funeién rnbosémica, puede ayudar a
entender ¢l fenotipo del mutante dicer!’. Sin embargo, los datos de secuenciacidén
obtenidos para esta categoria de loci no han podido ser validados experimentalmente,
probablemente debido al bajo mvel de acumulacién de sRNAs en estos loci, como se

refleja en ¢l bajo niimero de lecturas obtenidas para cada uno de ellos.

Finalmente, la validacién experimental de los resultados de la secuenciacién
confirma la existencia de sSRNAs enddgenos en cuva biogénesis participan las dos enzimas
Dicer (Figura 50). Serd necesario el anilisis genémico del pequefio nimero de loci que
mani fiesta este comportamiento v el estudio de sus niveles de expresién para conocer las
caracteristicas que deben tener las moléculas de dsRNA generadas a partir de estos loci,

que requieren la aceidén conjunta o secuencial de las dos enzimas Dicer.

A pesar de la redundancia existente entre los dos genes direr de M. circinelisides,
los resultados indican que la enzima Dicer? es la principal responsable de generar los
sENAs enddgenos en este organismo, existiendo un reducido nimero de Ioci para los que
la biogénesis de los sRNAs depende principalmente de Dicerl. Asi, ambas enzimas
mantienen la misma jerarquia que en la ruta de silenciamiento inducida por la introduccién

de transgenes donde, como se demuestra en este trabajo, Dicer2 juega el papel principal.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo conducen a las sigulentes conclusiones:

1. Sehaclonado y caracterizado a nivel estructural el gen dicer? de M. circinelloides,
que cifra una proteina con todos los dominios estructurales caracteristicos de las
enzimas Dicer. La expresion de este gen se incrementa a lo largo del crecimiento
vegetative y no requiere para ello la activacion del mecanismo de silenciamiento en

respuesta a la introduccidn de transgenes.

2. El analisis funcional de un mutante nulo para el gen dicerZ indica que dicho gen es
esencial para el eficaz silenciamiento de la expresién génica mediada por RNA en
M. circinelloides. Tanto la induccion del silenciamiento por la introduccion de
transgenes come la estabilidad del silenciamiente tras sucesivos ciclos de crecimiento

vegetativo se encuentran severamente afectados en el mutante dicer2”.

3. La mayoria de los individuos dicer2” portadores de vectores de silenciamiento no
muestran fenotipo silenciado ¥ no acumulan ninguna de las dos clases de siRNAs
antisentido, de 21 y 25 nt, indicande que ambos siIRNAs son generados, directa o

indirectamente, por la actividad DicerZ.

4. Loz escasos individuos dicer? silenciados pueden generar, en condiciones
forzadas, los dos tipos de siIRNAs, de 21 vy 25 nt. Estos siRNAs son probablemente
producidos por la actividad residual de la proteina Dicerl presente en un fondo

genético mutante para dicerZ.

5. La conversion génica entre dos coplas mutadas del marcador seleccionable ocurre
en M. circinelloides con una frecuencia mayor que la Integracidon de un fragmento por
recombinacion hemologa, 1o que ha dificultado 1a obtencion de dobles mutantes dicerd
dicerZ2’. No obstante, 1a obtencion de esta estirpe por métodos alternativos descarta la

exlstencia de efectos letales asoclados a la doble mutacion.

6. Se han expresado distintas versiones de la proteina Dicer2 de M. circinelloides en
sistermnas procaridticos y eucaridtices. En ningidn caso se ha podido demostrar actividad
RNasalll ir vitro, probablemente debido al mal plegamiento y posterior degradacion de

laenzima o al requerimiento de otras proteinas.
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7. M circinelloides acumula sSRNAs enddgenos generados a partir de regiones que se
corresponden con secuencias repetidas v transposones, exones y reglones Intergénicas.

En la biogénesis de estos sSRNAs esta implicada la maquinaria de silenciamiento.

8. Ninguno de los loci que generan sRNAs es capaz de adoptar la estructura en
horguilla bicatenaria caracteristica de los pre-miRNAs, lo que indica que, al menos en

las condiciones de crecimiento utilizadas, M. circireligides no presenta mIRNAs.

9. A pesar de clerta redundancia funcional, el gen dicer? cumple el papel principal en
la produccion de sRNAs enddgenos, viéndose muy reducida su acumulacion en los
mutantes direrZ” y anulada en el doble mutante. S8lo para un grupo pequenc de sSRNAs

enddgenos se requiere la accion conjunta o secuencial de las dos enzimas Dicer.

10. Una proporcion importante de los sRNAs enddgenos que requieren para su
biogénesis la proteina Dicer2 comresponden a exones, lo que indica que el gen dicer?

Juega un papel importante en la regulacidn de la expresion de genes endogenos.
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