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RESUMEN

Los microorganismos haldfilos son organismos que pueden crecer en altas
concentraciones de NaCl. Este grupo de microrganismos estd conformado por
procariontes en su mayoria, pero también se han identificado otros organismos
eucariontes como los hongos. Aspergillus sydowii es un hongo ascomiceto halofilo
que por sus caracteristicas ha sido propuesto como un organismo modelo para el
analisis molecular de las adaptaciones ante condiciones de alta salinidad. Algunos
de los mecanismos que utiliza este hongo para contrarrestar el estrés causado por
las altas concentraciones de NaCl son: aumento en la fluidez de la membrana
plasmatica, cambio en la composicion y rigidez de la pared celular, acumulacion de
solutos compatibles y cambios en la expresion de transportadores de membrana.

En algunos hongos, se ha identificado que el RNA pequefio juega un papel
importante en la regulacion de la formacion de heterocromatina, genes enddgenos,
elementos transponibles, defensa contra patégenos, patogénesis y adaptacion a
condiciones de estrés mediante mecanismos de RNA de interferencia (RNAI). Los
micro ARN (miRNA) son un tipo de RNA pequefio que regulan la informacién
genética a nivel postranscripcional mediante la degradacion, relocalizacion o
inhibicién de la traduccion de ARNm. A la fecha no existe informacion sobre la
regulacion por miRNAs de los mecanismos de halofilia en hongos halofilos.

En algunos hongos la maquinaria de sintesis de RNA pequefio desaparecio, por lo
que la busqueda de proteinas Dicer, Argonauta y RdRp es comUnmente utilizada
para identificar si estos mecanismos de regulacion estan conservados. En este
trabajo hallamos secuencias de proteinas Dicer y Argonauta en los subgéneros mas
importantes del género Aspergillus, lo que confirma que en este género se han
conservado los mecanismos de regulaciéon mediados por RNA pequefio. Con las
secuencias de estas proteinas se construyeron arboles filogenéticos que
permitieron identificar eventos de duplicacién que dieron lugar la aparicion de las
familias Argonauta 1y 2, y Dicer 1y 2. A. sydowii tiene una enzima Dicer 1 y Dicer
2 y mantiene una Argonauta 1 y dos Argonautas 2.

En las proteinas Argonauta se buscé el sitio catalitico DEDX y residuos de
aminoacidos que interactian con Cap para identificar in silico cuales de estas
proteinas mantienen actividad catalitica de RNasa y cuales inhiben los eventos de
traduccion inhibiendo el reconocimiento del Cap por elF4E. Una de las Argonautas
2 no mantiene actividad catalitica y solo la Argonauta 1 tiene los aminoacidos
necesarios para interactuar con el Cap.

Usando la base de datos STRING en Aspergillus nidulans, encontramos 17
proteinas homologas a proteinas que posiblemente participen en la sintesis de
MiRNAs en otros organismos eucariontes y mediante homologia de secuencia
identificamos 16 de estas proteinas en A. sydowii.



Finalmente se hicieron extracciones de RNA total por triplicado en A. sydowii cuando
crece en medio de cultivo sin NaCl, en 0.5 My 2.0 M de NacCl, con el objetivo de
aislar y secuenciar RNAs pequefios que participen en la regulacién de los
mecanismos de halofilia en estas condiciones. De estas extracciones, solo se
obtuvieron 5 muestras que cumplen con los criterios de calidad para la
secuenciacion de RNA.



ABSTRACT

Halophilic microorganisms are organisms that can grow in high concentrations of
NaCl. This group of microorganisms is conformed mainly by prokaryotes, but
eukaryote microorganisms like fungi have also been found. Aspergillus sydowii is an
ascomycete fungus and for its characteristics it has been proposed as a model
organism for the molecular study of adaptations to high salinity conditions. Some of
the mechanisms used by this fungus to counteract the stress caused by high
concentrations of NaCl are: increase in plasma membrane fluidity, change in
composition and rigidity of the cell wall, accumulation of compatible solutes and
change in expression pattern of membrane transporters.

In some fungi, it has been found that small RNA plays an important role in the
regulation of heterochromatine formation, endogenous genes, transposible
elements, defense against pathogens, pathogenesis, and adaptation to stress
conditions by RNA interference (RNAi) mechanisms. Micro RNA (miRNA) is a type
of small RNA that regulate genetic information at posttranscriptional level by
degradation, relocation, or inhibition of mMRNA translation. At the present time, there
is no information about regulation of halophilic mechanisms by small RNA in
halophilic fungi.

In some pathogenic fungi the synthesis machinery of small RNA has been lost. The
search of Dicer, Argonaute and RdRp proteins is commonly used to identify if this
regulation mechanisms are conserved. In this study we found sequences of Dicer
and Argonaute proteins in the most important subgenus of Aspergillus, these
findings confirm that mechanisms of gene regulation by small RNA are conserved in
the Aspergillus genus. With the sequences of these proteins, we built phylogenetic
trees that allowed us to identify duplication events that gave rise to the appearance
of Argonaute 1 and 2, and Dicer 1 and 2 families. A. sydowii has a pair of Dicer 1
and 2 enzymes and has one Argonaute 1 and two Argonaute 2 proteins.

In Argonaute proteinas we searched the catalytic domain DEDX and amino acid
residues that interact with Cap to identify in silico which Argonautes conserved
RNase catalytic activity and which inhibit translation initiation events by inhibition of
Cap recognition by elF4E. One of the two Argonaute 2 proteins does not have
catalytic activity and only the Argonaute 1 has the amino acid residues required for
interaction with Cap.

Using the STRING database in Aspergillus nidulans, we found 17 homologue
proteins to proteins involved in the synthesis of miRNAs in other eukaryotic
organisms and by sequence homology we found 16 of these proteins in A. sydowii.



Finally, we made extractions of total RNA by triplicate in A. sydowii when it grows in
culture media without NaCl, 0.5 M and 2.0 M of NacCl, with the objective of isolate
and sequence small RNAs that function in the regulation of halophilic mechanisms
in these conditions. From these extractions, we only obtained 5 samples that meet
the quality criteria for RNA sequencing.
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1.- INTRODUCCION

Andlisis morfologicos y moleculares en los hongos halofilos y halotolerantes modelo
Debaryomyces hansenii, Hortaea werneckii y Wallemia ichthyophaga, y la levadura
sensible a sal Saccharomyces cerevisiae han revelado una serie de mecanismos
de halofilia para la adaptacion de hongos a ambientes hipersalinos (Gunde-
Cimerman et al., 2009). Algunas de estos mecanismos son: sintesis de solutos
compatibles, activacion de la via HOG, cambios en la fluidez y composicion de la
membrana plasmatica, cambio en la composicion y engrosamiento de la pared
celular, y cambios en la composicion de transportadores de membrana (Plemenitas
et al., 2014a).

Aspergillus sydowii es un hongo ascomiceto haléfilo que por sus caracteristicas ha
sido propuesto como un organismo modelo para el analisis molecular de las
adaptaciones de hongos ascomicetos ante condiciones de alta salinidad. En
estudios previos de nuestro laboratorio en el hongo Aspergillus sydowii BMH-0004,
se identificaron algunos mecanismos de halofilia. Se analizé la acumulacién de
manitol, trehalosa, eritritol, arabitol y glicerol como solutos compatibles en distintas
condiciones y la expresion de genes involucrados en su sintesis. Aumento en la
fluidez de la membrana plasmatica mediado por el aumento de las insaturaciones
en los fosfolipidos y sintesis de ergosterol. Cambio en la composicion,
reordenamiento y engrosamiento de la pared celular mediado por el aumento en la
sintesis y ramificaciones de B-glucanos y disminucion de quitina y quitosano.
Aumento en la expresion de transportadores de internalizacion de azucares,
aminoacidos y otros metabolitos que corresponden a la degradacion de paja de trigo
(Pérez-Llano et al., 2020; Rodriguez-Pupo et al., 2021).

El mecanismo de RNA de interferencia (RNAI) es un mecanismo de silenciamiento
de genes guiado por RNA pequefio que puede ser de origen enddégeno o exdgeno.
Los micro RNAs (miRNAs) son RNAs de aproximadamente 22nt que estan
codificados en el genoma. Mediante complementariedad de secuencia, los miRNAs
dirigen al complejo de silenciamiento RISC para regular la expresién génica a nivel
post-transcripcional mediante la inhibicion de la traduccién, relocalizacién o
degradacion del transcrito (Chu & Rana, 2008).

Se han identificado miRNAs en hongos y se han descrito algunas vias de sintesis
en Neurospora crassa (Lee et al., 2010). Hasta la fecha no se ha publicado un
analisis de miRNAs en hongos halofilos para describir como estos regulan los
mecanismos de halofilia en ambientes de alta salinidad, por lo que este sera el
primer estudio en el campo. El objetivo de este trabajo es identificar in silico
proteinas que posiblemente participen en la sintesis de miRNAs en el hongo
Aspergillus sydowii, extraer y analizar el transcriptoma de miRNAs y encontrar
cuales podrian ser los posibles blancos biologicos. Esta aproximacion de
transcriptomica de RNA pequefios se sumara a la creciente informacion que esta
obteniendo nuestro grupo de investigacién en cuanto a la regulacion transcripcional
de los mecanismos de respuesta a condiciones de salinidad.



2.- ANTECEDENTES

2.1.- Microorganismos halo6filos

Existen microrganismos que colonizan hébitats con condiciones extremas como alta
y baja temperatura, alta presion, alta salinidad, sistemas &cidos y basicos,
disecacion y radiacion ultravioleta o ionizante. Los microorganismos que pueden
prosperar en estas condiciones se clasifican como extremotolerantes si pueden
tolerar estas condiciones, pero crecen Optimamente fuera de ellas y extremdfilos si
requieren obligatoriamente de estas condiciones para crecer (Singh et al., 2018).

Los microorganismos haléfilos son aquellos que pueden crecer en altas
concentraciones de NaCl y se clasifican en tres grupos con base en la concentracion
de sal donde tienen un crecimiento 6ptimo: ligeros entre 0.2-0.85M de NaCl (1-5%),
moderado entre 0.85-3.4M de NaCl (5-20%) y extremos entre 3.4-5.1M de NaCl (20-
30%) (DasSarma & DasSarma, 2017). Los haldfilos estan conformados
principalmente por microorganismos procariontes, pero también se han identificado
algunos eucariontes como protistas y hongos (Ventosa et al., 2015).

2.2.- Mecanismos de halofilia

La exposicion a alta salinidad induce un estrés osmotico y estrés ionico. El estrés
hiperosmotico en organismos no adaptados causa que las células se deshidraten e
incremente la concentracion de solutos en el citoplasma. Cuando hay estrés ionico,
los iones entran a la célula, lo que causa un incremento en la cantidad de iones
intracelulares que pueden dafiar las membranas y el sistema citosélico (Plemenitas
et al., 2014b).

Los microorganismos haldéfilos han desarrollado distintas estrategias para poder
balancear el estrés osmotico e i6nico de los ambientes hipersalinos. La levadura
Saccharomyces cerevisiae es un organismo sensible a sal, que ha sido utilizado
para para entender algunas respuestas a las altas concentraciones de NaCl, pero
los hongos Debaryomyces hansenii, Hortaea werneckii y Wallemia ichthyophaga
han sido propuestos como organismos modelo para estudiar los mecanismos de
halofilia y halotolerancia (Gunde-Cimerman et al., 2009).

Acumulacion de solutos compatibles

Las bacterias y algunos organismos eucariontes como los hongos utilizan la
estrategia de “salt out”. Esta estrategia consiste en excluir las sales del citosol y
sintetizar o almacenar solutos compatibles, que no interfieran con la maquinaria de
las células (DasSarma & DasSarma, 2015). Los solutos compatibles son moléculas
organicas osmoticamente activas y se clasifican en zwitterionicos, no cargados y
anionicos. Estas moléculas pueden ser polialcoholes y derivados, azucares y
derivados, aminoacidos y derivados, betainas, ectoinas y ocasionalmente péptidos
alterados para remover cargas (Roberts, 2005).



Los hongos haléfilos y halotolerantes modelo D. hansenii, H. werneckii y W.
ichthyophaga sintetizan y/o acumulan glicerol como su principal soluto compatible.
La sintesis, transporte y retencion de glicerol en estos hongos, esta estrechamente
regulado. También se ha visto que las vias de sintesis, transporte y retencion de
este soluto son adaptaciones importantes contra estrés salino. Ademas de glicerol,
otros hongos y levaduras producen y/o acumulan polialcoholes como eritritol, ribitol,
arabinitol, xilitol, sorbitol, manitol y galacticol (Gunde-Cimerman et al., 2009).

Deteccion y sefializacion de cambios en osmolaridad

La habilidad de medir los cambios en la concentracion de Na* en el medio
extracelular es de vital importancia para la supervivencia celular en ambientes
hipersalinos (Gunde-Cimerman et al.,, 2009). En hongos la principal via de
sefalizacion para medir estos cambios y montar una respuesta celular es la via de
alta osmolaridad del glicerol (HOG), que consiste en una cascada de fosforilacién
en proteinas MAPK cinasas. Esta via ha sido ampliamente estudiada en S.
cerevisiae, pero también se han identificado y caracterizado diversos componentes
de la via HOG en H. werneckii y W. ichthyophaga (Plemenita$ et al., 2014b).

En S. cerevisiae, la primera parte de la via de sefalizacion de HOG contiene dos
ramas que se caracterizan por los receptores SLN1y SHOL. En respuesta a estrés
hiperosmotico, ambas ramas convergen en la activacion de la MAPKK Pbs2, que
activa por fosforilacién a la MAPK Hogl. Hogl es importada a nucleo donde regula
la transcripcion, el ciclo celular, activa la via de sintesis de glicerol y otras vias.
Cuando la turgencia se reestablece, Hogl es inactivada por fosfatasas y es
exportada al citoplasma (Plemenitas et al., 2014b; Saito & Posas, 2012).

Modificacion de la pared celular

La pared celular de los hongos provee una barrera protectora contra diferentes
condiciones ambientales como calor, frio, disecacion y estrés osmotico. Esta
estructura esta conformada mayoritariamente por quitina, quitosano, B-(1,3)-
glicanos que se pueden ramificar con (3-(1,6)-glicanos, una mezcla de B-(1,3)-/B-
(1,4)-glicanos, a-(1,3)-glicanos, melanina y algunas glicoproteinas (Free, 2013).

Los hongos hal6filos han desarrollado la capacidad de modificar esta estructura. W.
ichthyophaga en respuesta al estrés salino, engrosa su pared 1.6 veces al pasar de
15% (2.57M) a 25% (4.28M) de NaCl (Plemenitas et al., 2014b). El transcriptoma de
Aspergillus salisburgensis cuando crece en 5y 20% (0.85 M y 3.42 M) de NaCl,
mostré que habia sobreexpresion de transcritos cuyas proteinas se ubican en la
periferia celular y regién extracelular. La funcion de estos transcritos se asocia con
proteinas de reparacion de pared celular como la D-alanina-D-alanina ligasa y la
manosa-6-fosfato isomerasa. Esto indica que hay dafio en la pared celular cuando
el hongo crece en estas condiciones (Tafer et al., 2019).



Modificacion de la membrana plasmética

Los cambios en la membrana plasméatica han sido descritos como importantes en la
adaptacién de microorganismos a distintas condiciones de estrés. Los acidos
grasos tienen efectos importantes en las propiedades de la membrana y la
composicién de estos tiene roles importantes en la retencién de glicerol. H.
werneckii y D. hansenii mostraron una menor proporcion de esterol-fosfolipidos y
mayor fluidez en la membrana plasmatica que S. cerevisiae. Esto indica que existe
una conexion entre la capacidad de prosperar en condiciones saladas y una baja
proporcion esterol-fosfolipidos. Ademas, H. werneckii puede aumentar los niveles
de insaturacion de los fosfolipidos de sus acidos grasos (Gunde-Cimerman et al.,
2009).

Transporte de cationes

Para evitar concentraciones toxicas de iones en la region intracelular y mantener
una proporcion estable y alta de K*/Na-, las levaduras utilizan transportadores de
membrana que tienen mayor afinidad por K* que por Na, efluyen las
concentraciones toxicas de Na fuera o los transportan a organelos especificos. En
S. cerevisiae, se han descrito seis tipos de transportadores a nivel de membrana y
tres intracelulares que corresponden a las membranas de la vacuola, sistema
endosomal y aparato de Golgi (Arifio et al., 2010). Mediante analisis genémico y
transcriptomico, se ha identificado que en los hongos H. werneckii y W.
ichthyophaga tienen homologos del sistema de captacion K* Trk, antiportadores
Nha que expulsa Na*(K*) e introducen H*, Ena Na* -ATPasa tipo P o
intercambiadores Na*/H* y simportadores Pho89 Na*/Pi (solo W. ichthyophaga)
(Plemenitas$ et al., 2014b; Zajc et al., 2013).

2.3.- Aspergillus sydowii

Aspergillus sydowii es un hongo ascomiceto que, debido a su ecologia
extremotolerante y su potencial biotecnolégico, ha sido propuesto como un
organismo modelo para el analisis molecular de las adaptaciones ante condiciones
de alta salinidad (Pérez-Llano et al., 2020). Se han identificado distintas cepas de
A. sydowii capaces de habitar ambientes hipersalinos. En nuestro laboratorio se ha
estudiado la cepa BMH-0004, aislada de una muestra de bagazo de cafia de azUlcar
(Batista-Garcia et al., 2014). De acuerdo con la clasificacién de Dassarma 2017,
esta cepa es un haléfilo moderado ya que su crecimiento 6ptimo se encuentra entre
0.5-1.0 M de NaCl, pero puede crecer en multiples concentraciones de sal e incluso
sin sal (Batista-Garcia et al., 2014; DasSarma & DasSarma, 2017).

Mediante un analisis del transcriptoma y la acumulacion de solutos compatibles en
la cepa BMH-0004 realizado por nuestro laboratorio, se identificaron algunos de los
mecanismos que utiliza el hongo para tolerar salinidad. Las modificaciones
fisiologicas mas evidentes en este hongo ocurren en alta salinidad (2.0 M) y no en
la condicion optima (0.5 M). Esto sugiere que la mayoria de los mecanismos que se



describen en este hongo son consecuencia de la respuesta al estrés salino y no una
adaptacion a salinidad (Pérez-Llano et al., 2020; Rodriguez-Pupo et al., 2021).

Cuando no hay NaCl en el medio de cultivo, el hongo esta sometido a un estrés
hipoosmotico. En esta condicion el manitol fue el soluto que mas se acumulo,
seguido de trehalosa y eritritol (Figura 1). Se produjo un incremento en la expresion
del gen de hidrofobina sih4 y un aumento en la transcripcion de genes de
catabolismo de carbohidratos y degradacion de otro tipo de substratos (Pérez-Llano
et al., 2020; Rodriguez-Pupo et al., 2021).

La condicion de salinidad donde el hongo tiene crecimiento 6ptimo es 0.5 M de
NaCl. Los solutos que se acumularon en esta condicion fueron manitol, eritritol y
arabitol (Figura 1). Las vias anabdlicas se ven favorecidas y aumenta la expresion
de sistemas de transporte a través de la membrana para la adquisicion eficiente de
nutrientes en lugar de sintetizar enzimas extracelulares que son costosas
energéticamente (Pérez-Llano et al., 2020; Rodriguez-Pupo et al., 2021).

Cuando el hongo crece en 2.0 M de NaCl se observan las mayores modificaciones
en su fisiologia, debido a que hay un estrés hiperosmoético. El glicerol solo se detectd
en estas condiciones, pero también se acumulo trehalosa y eritritol (Figura 1). Se
observé una sobreexpresion de genes relacionados con la sintesis y transporte de
glicerol del medio extracelular. Ademas, se propuso que hay un cambio en la
composicién y grosor de la pared celular debido a la sobre expresion de genes
relacionados con la degradacion de quitina y quitosano, y la sintesis y modificacion
B-glucanos. La composicion de la membrana plasmética podria verse afectada por
la expresion de genes de &cido graso desaturasa y metilesterol monooxigenasa
para hacerla mas fluida mediante el aumento de insaturaciones de los fosfolipidos
y el aumento en la sintesis de ergosterol. Finalmente, también se observo
sobreexpresion de las hidrofobinas sihl y sih2 (Pérez-Llano et al., 2020; Rodriguez-
Pupo et al., 2021)
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Figura 1) Acumulacion de solutos compatibles en Aspergillus sydowii BMH-0004. La
concentracion de cada soluto fue medida en los dias 5, 7 y 11 después de la inoculacion. Figura
tomada de Rodriguez-Pupo et al., 2021.



El genoma de A. sydowii codifica un alto nimero de transportadores APC que
podrian estar involucrados en la absorcion rapida de aminoacidos. Esto podria
indicar que al igual que en algunos procariontes, la acumulacion de aminoéacidos
sirve para regular la osmosis, aunque esto aun no se ha estudiado en hongos
haldéfilos. Con respecto a la via HOG, A. sydowii codifica dos variantes de la MAPK
hogA, pero ninguna de ellas se sobre expreso (Pérez-Llano et al., 2020).

Cuando el hongo crecié en 0.5 M de NacCl, se observé un aumento en la expresion
de transcritos relacionados con proteinas de transporte. La mayoria de estos
transcritos no estan involucrados en regular el estrés iénico, sino que participan en
la internalizacién de azucares, aminoacidos y otros metabolitos que corresponden
a la degradacion de paja de trigo (Pérez-Llano et al., 2020).

El gen ena2 que codifica a una ATPasa tipo P y los genes atc3 y atc9 que
corresponden a ATPasas hipotéticas, disminuyeron su expresion en 0.5 M de NaCl
comparado con 2.0 M y la condicion sin sal. Esto podria indicar que estos genes
son regulados por sefiales de estrés y no por concentracion de sal. El gen khal que
corresponde a un antiportador K*/H* para extruir K* de la célula o transportarlo a
vesiculas, aumentod su expresion cuando crecio sin sal (Pérez-Llano et al., 2020).

Los genes stps y ccg-9 que participan en la sintesis de trehalosa fueron sobre
expresados en las condiciones de estrés y su expresion disminuyo en la condicion
optima. Debido a la baja concentracidon de trehalosa y al alto nivel de expresion de
estos genes en las condiciones de estrés, es posible que los genes stps y ccg-9
estén involucrados predominantemente en otras respuestas a estrés y no en la
sintesis de este soluto (Rodriguez-Pupo et al., 2021).

El patron de expresion del gen mtld, que participa en la sintesis de manitol, fue
similar al de los genes de la sintesis de trehalosa. La expresion de este gen no
coincide con la acumulacion de manitol en 0.5 M de NaCl y sin sal. Por otro lado, el
gen m2dh que también participa en esta via de sintesis es sobre expresado cuando
no hay sal y su expresion baja en 0.5 M de NaCl. Esto indica que ambos genes no
participan en la regulacion de la sintesis de manitol en 0.5 M de NaCl (Rodriguez-
Pupo et al., 2021).

Como ya se menciono el glicerol es el soluto que mas se acumula en 2.0 M de NaCl.
La acumulacion de este soluto coincide con la sobre expresion del gen gpd que
participa en su sintesis. El nivel de expresion de este gen disminuyo cuando el
hongo crecio6 en las condiciones Optimas (Rodriguez-Pupo et al., 2021).

El eritirol y arabitol, al ser productos de la via de las pentosas fosfato, son
sintetizados preferentemente cuando la energia y el balance redox favorecen las
reacciones anabdlicas. Los niveles de expresion de tktA disminuyeron en 2.0 M de
NaCl, pero los niveles de tktB aumentaron conforme aumentaba la salinidad. El
patrén de expresién de ambos no se correlaciona con la acumulacién de ninguno
de los dos solutos (Rodriguez-Pupo et al., 2021)
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Tabla 1) Genes que participan en la sintesis de solutos compatibles en Aspergillus sydowii.

Los genes fueron tomados de Aspergillus nidulans y se muestran los genes homologos en Aspergillus sydowii. Esta
tabla fue tomada de Rodriguez-Pupo et al., 2021.



2.4.- RNA de interferencia (RNAI)

El RNA de interferencia (RNAI) es un mecanismo de silenciamiento de genes
iniciado por RNA de doble cadena (dsRNA) de origen enddgeno o exdgeno. Este
dsRNA es procesado por diversas endonucleasas para producir RNAs pequefios
(20-30nt). Estos se asocian con proteinas de la familia Argonauta para formar un
complejo de ribonucleoproteinas capaz de reconocer RNA mensajero (MRNA) y
degradarlo o inhibir su traducciéon (Chu & Rana, 2008; Rana, 2007).

Aunque han surgido diversos tipos de RNAs pequefios que participan en
mecanismos de RNAI, algunos aspectos de su evolucién, estructura, proteinas
efectoras asociadas y roles bioldgicos han llevado a la identificacion de tres
categorias principales: RNA pequefio interferente (SiRNA) (aprox. 21nt), miRNA
(aprox. 22nt) y RNA PIWI-interactuante (piRNA) (aprox. 24-26nt) (Carthew &
Sontheimer, 2009).

Los siRNA y miRNA estan distribuidos en una gran cantidad de organismos y a
pesar de sus diferencias funcionales, su sintesis esta relacionada. En cambio, los
piRNA se encuentran principalmente en animales y ejecutan sus funciones solo en
la linea germinal (Carthew & Sontheimer, 2009).

Se han descrito tres tipos proteinas claves para la funcion de los mecanismos de
RNAI: las RNasas de tipo Ill Argonauta/Piwi y Dicer, y una polimerasa de RNA
dependiente de RNA (RdRp). Estos tres componentes estan presentes en una gran
cantidad de organismos eucariontes, lo que sugiere que esta forma primitiva del
mecanismo estuvo presente en el ancestro comun mas lejano de eucariontes
(LECA). Se propone que la formacién de mecanismos mas complejos surgio a partir
de eventos de duplicacion génica de estas tres proteinas, mas la aparicién de
diversas proteinas accesorias (Shabalina & Koonin, 2008).

La funcion de las enzimas Dicer es cortar dsSRNA precursor del cual provienen los
RNA pequeiios que dirigen el mecanismo de RNAIi. Una clase de este tipo de
RNasas se caracteriza por una serie de dominios acomodados en orden desde el
grupo amino inicial al carboxilo terminal: domino ATPasa DEXD/H, dominio
DUF283, dominio PAZ, dos dominios de RNasa Ill y un dominio de union a dsRNA
(Figura 2). Algunos miembros de esta familia difieren un poco de este orden: no
tienen un dominio de ATPasa o PAZ funcional y en algunos casos pueden tener dos
dominios de union a dsRNA en el carboxilo terminal o ninguno.

Los dominios PAZ y RNasa lll son fundamentales para la funcién de estas enzimas.
El dominio PAZ reconoce y se ancla a dsRNA que en un extremo 3" tenga
aproximadamente 2nt sobresalientes con respecto a la cadena complementaria. El
resto del dsRNA se extiende aproximadamente dos giros helicoidales a lo largo de
la superficie de la enzima hasta llegar al sitio activo. Este sitio esta hundido en un
dimero intramolecular formado por los dominios RNasa Ill. Cada uno de estos
dominios corta una de las dos cadenas, generando un dsRNA mas corto que el



original, con 2nt sobresalientes en el extremo 3" y un grupo fosfato en el extremo
5.

Algunos organismos incluyendo mamiferos y nematodos tienen una sola enzima
Dicer que participa tanto en la sintesis de siRNA, como en la sintesis de miRNA.
Otros organismos tienen multiples enzimas Dicer y en general las Dicer de estos
organismos se han especializado para procesar distintos tipos de RNA pequefio.

Drosophila melanogaster expresa dos Dicer distintas y Arabidopsis thaliana produce
cuatro (Carthew & Sontheimer, 2009).

Figura 2) Estructura cristalografica de

| | una enzima Dicer. Arriba se muestra el

N DEX " H gggj RNﬁlse ozl | | B> dsRBD WC  ,:omodo de los dominios de la enzima
; Dicer. Debajo se muestra la estructura
cristalogréfica de la Dicer de Giardia
lamblia. En morado se muestran los iones
del sitio activo y en rojo una regla que
ayuda a medir el tamafio del producto de

la enzima. Esta figura fue tomada de
Carthew & Sontheimer, 2009.

Se piensa que todos los fendbmenos de regulacion y silenciamiento de genes que
involucran RNAs pequefios requieren la funcion de una proteina Argonauta. La
superfamilia de las proteinas Argonauta se divide en tres subgrupos: el clado PIWI
gue se asocia a piRNA, el clado Ago que se asocia a sSiRNA y miRNA, y un tercer
clado que solo se ha descrito en nematodos.

Las Argonautas son el componente central de varios tipos del complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC, por sus siglas en inglés). Este complejo
desenrolla al daplex de RNA producido por Dicer y asocia una de sus cadenas a
una proteina Argonauta, mientras que la otra en la mayoria de los organismos es
descartada. La cadena que se queda es conocida como la cadena guia y dirige
mediante complementariedad de secuencia, tipo Watson-Crick, al complejo RISC
para degradar o inhibir a una molécula de RNA blanco.

Las proteinas Argonauta estan conformadas por cuatro dominios: el dominio PAZ
(compartido con las Dicer), el dominio PIWI que es exclusivo de las Argonauta y los
dominios N y Mid. La estructura de la proteina esta formada por dos Iébulos, uno de
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ellos esta formado por el dominio PAZ y el otro esta formado por el dominio PIWI
gue esta flanqueado por los dominios N y Mid (Figura 3).

El dominio PAZ reconoce en 3" la cadena guia de la misma forma que lo hace en
las Dicer, el extremo 5" acopla su grupo fosfato en un sitio de unién formado por el
dominio MID, el resto de la cadena se estabiliza por la carga positiva que hay en la
superficie de la cadena formada por todos los dominios.

El dominio PIWI puede adoptar un plegamiento de RNasa H-like que cataliza un
corte endonucleolitico en una molécula blanco dependiente de Ila
complementariedad de secuencia de la cadena guia con dicha molécula. Este corte
es un paso critico en los eventos del mecanismo de RNAI.

Algunos organismos como Schizosaccharomyces pombe tienen una sola
Argonauta, aungue la mayoria expresan multiples, como es el caso de Drosophila
melanogaster con 5, humanos con 8 y Caenorhabditis elegans con 27 parélogos. Al
igual que con las Dicer, los organismos con multiples Argonauta se han
especializado para unirse selectivamente con siRNA o miRNA. En humanos 4 de
las 8 Argonautas son del clado Ago y se asocian tanto a SIRNA como miRNA
(Carthew & Sontheimer, 2009).

Figura 3) Estructura cristalogréafica de una enzima Argonauta. Arriba se muestra el acomodo canénico de los dominios de la
enzima Argonauta. Debajo se muestra la estructura cristalografica de una Argonauta de Thermus thermophilus perteneciente al
clado de las AGO. En rojo se muestra una cadena de ADN y que esta unida mediante complementariedad de secuencia a une
cade de RNA en azul. Esta figura fue tomada de Carthew & Sontheimer, 2009.

En plantas, hongos y gusanos, se ha identificado que el mecanismo de RNAIi debe
cumplir un proceso de amplificacion mediado por una RNA polimerasa dependiente
de RNA (RdRp). En este mecanismo, las RdRp convierten un RNA blanco del
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complejo RISC en dsRNA que puede servir como substrato para las Dicer y producir
siRNA secundario (Figura 5) (Rana, 2007).

En plantas y en el nematodo Caenorhabditis elegans se han identificado dos
mecanismos para la amplificacion del mecanismo de RNAi mediado por siRNA
secundario:

En plantas la produccion eficiente de los siRNA secundarios depende de que la
molécula blanco tenga dos sitios de reconocimiento para un siRNA primario. Una
vez que Argonauta corta la molécula blanco, la RdRp es reclutada y reconocera a
la molécula cortada para sintetizar un dsRNA que sera reconocido por Dicer y
entrara en el mecanismo de RNAi mediado por siRNA y para repetir el proceso de
amplificacion (Figura 5) (Baulcombe, 2007; Rana, 2007).

En Caenorhabditis elegans, cuando Argonauta se une a la molécula blanco, la RARp
es reclutada. Los siRNA secundarios que sintetiza tienen la peculiaridad de tener
en el extremo 5" un grupo trifosfato, ademas estos son sintetizados de manera
adyacente a lo largo de la cadena cada 22nt. Se propone que el siRNA primario en
este organismo funciona como cebador y que la transcripcién termina de forma
automatica o que los transcritos son cortados por una endonucleasa que no ha sido
identificada (Figura 4) (Baulcombe, 2007)
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Figura 4) Mecanismo de amplificacidon del RNAiI mediante la actividad de una Polimerasa dependiente de RNA para sintetizar
siRNA secundario identificado en Caenorhabditis elegans y plantas. Figura tomada de Baulcombe, 2007.
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2.5.- RNA pequeiio interferente (sSiRNA)

Los siRNA silencian la expresion de genes mediante la degradacion del mRNA y
funcionan como defensores de la integridad del genoma en respuesta a 4cidos
nucleicos invasivos o extrafios como los virus, transposones y transgenes. Cuando
un organismo se enfrenta a un nuevo invasor, las secuencias de los acidos
nucleicos foraneos pueden introducirse al mecanismo de RNAi mediante SiRNA,
para adaptarse a la amenaza e inhibir la expresion de sus genes (Carthew &
Sontheimer, 2009).

Cuando un dsRNA entra en el citoplasma de los organismos eucariontes es
reconocido y procesado por la endonucleasa Dicer para producir un duplex de RNA
que mide aproximadamente 21nt. Las cadenas de este duplex se conocen como
cadena guiay pasajera, y cada una tiene un grupo fosfato en 5" y 2nt que sobresalen
en 3" (Chu & Rana, 2008).

Este duplex entra en el complejo RISC y se selecciona la cadena guia mientras la
otra cadena es descartada. Cuando un complejo RISC introduce como cadena guia
a un siRNA, este pasa a llamarse complejo siRISC, para diferenciarlo cuando se
une a miRNA. Posteriormente el complejo siRISC identificara moléculas blanco
mediante complementariedad de secuencia de un siRNA a las cuales silenciara y
utilizara para amplificar su funcion mediante la actividad de una RdRp y la sintesis
de siRNA secundario (Figura 5) (Chu & Rana, 2008).
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Figura 5) Via de RNAi mediada por siRNA. Esta figura fue tomada de Carthew & 13
Sontheimer, 2009.



2.6.- Micro RNA (miRNA)

Los miRNA son enddégenos y estan codificados en el genoma de los organismos
donde van a cumplir su funcion. Su funcién es regular la expresion de genes
enddgenos. Evidencia sugiere la funcion de los miRNA puede ser mediada por
varios mecanismos: degradacion de mRNA, represion de la traduccion o secuestro
de mRNA en compartimentos celulares (Figura 8) (Chu & Rana, 2008; Rana, 2007).

Se han identificado miRNA en plantas, animales, hongos y también en el alga
unicelular Chlamydomonas reinhardtii, lo que sugiere que los miRNA pueden tener
un origen en la evoluciébn méas antiguo de lo que se penso en un principio (Filipowicz
et al., 2008; Rana, 2007).

En plantas y animales los genes de miRNA estén localizados mayoritariamente en
regiones intergénicas que no son cercanas al transcrito que van a regulan (Millar &
Waterhouse, 2005). Cada uno de estos genes de miRNA tiene su propio promotor
individual y su patron de expresion es independiente al del mRNA que regulan. Una
minoria de miRNA, conocidos como mirtrons, esta codificada dentro de intrones de
MRNA, su orientacion es la misma que la del transcrito y su patron de expresion se
correlaciona con la expresion de su molécula blanco. Algunos miRNA estan
organizados en clusteres donde la transcripcion de estos genes produce un
transcrito poli-cistronico. La mitad de los miRNA conocidos en Drosophila se
acomodan de esta forma y estos no siempre regulan transcritos con actividad
relacionada (Figura 6) (Bartel, 2004).

a miR-23a~27a~24-2

poly(A)
[BAUAAA
§' Cap L (Al
miR-21 EF
5 Cap L Ay,

miR-155in bic ncRNA {F

5 Cap L (Al

b miR-15a~16-1in DLEUZ ncRNA

5 Cap W\/—\M/—L 1Al

c miR-106b~83~25in MCM7 pre-mRNA

Figura 6) Estructura de cinco pri-miRNA. A) Estructura de pri-miRNA del miR-21, miR-155 y en el clister miR-23a~27a~24-2.
B) Estructura de pri-miRNA del clister miR-15a~16-1 que esté localizado en el cuarto intrén de un RNA largo no codificante. C)
Estructura de un pri-miRNA del clister miR-106b~93~25 que est& codificado en el intrdn nimero 13 del transcrito del factor de
licencia de replicacion de ADN MCM?7. Esta figura fue tomada de Kim, 2005.
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En animales el sitio de union entre mRNA y miRNA ocurre en distintos sitios dentro
de la region 3’'UTR del mRNA vy al parecer mientras mas sitios de union existan, la
actividad del miRNA va a ser mas efectiva. El silenciamiento de la expresion de
genes en este organismo ocurre mediante la inhibicion de la traduccion y la posterior
degradacion del mRNA (Millar & Waterhouse, 2005).

La via de sintesis de miRNA mas estudiada es la via canoénica (Figura 8). Esta via
inicia en el nucleo, donde los genes de miRNA son transcritos por la RNA polimerasa
Il (Bartel, 2004). El producto de esta transcripcién es una cadena sencilla de RNA
conocida como miRNA primario (pri-miRNA), que al igual que el mRNA producido
por esta misma polimerasa, tiene en su extremo 5" un Cap y en el 3" una cola de
Poli-A (Kim, 2005). La estructura representativa de un pri-miRNA es una estructura
de tallo horquilla flanqueada por los extremos 5" y 3" de la cadena (Figura 6).

La estructura de tallo del pri-miRNA es cortada a 11nt de la base por el complejo
formado por Drosha-DGCRS8. Drosha pertenece a la familia de RNasas de tipo Il y
tiene dos dominios de RNasa Il y un dominio de unién a dsRNA, DGCRS8 (DiGeorge
syndrome critical region gene-8) tiene un dominio de unién a dsRNA. Este corte
produce un pre-miRNA de aproximadamente 70nt con 2nt que sobresalen en el
extremo 3" y una estructura de tallo horquilla (Figura 7) (J. S. Yang & Lai, 2011).

Después de este procesamiento, el pre-miRNA debe ser exportado al citoplasma
para que continle su procesamiento. La Exportina-5 reconoce los 2nt que
sobresalen en el extremo 3" del pre-miRNA y lo exporta a través del complejo del
poro nuclear. Después de ser exportado al citoplasma, el pre-miRNA es reconocido
por la RNasa Dicer y corta aproximadamente 2 vueltas de hélice del bucle para
producir un duplex de RNA de aproximadamente 22nt. Las cadenas de este duplex
se conocen como cadena guia y pasajera, y cada una cuenta con un grupo fosfato
en 5"y 2nt que sobresalen en 3" (J. S. Yang & Lai, 2011)

Después del procesamiento por Dicer, el diplex de RNA es pasado de Dicer a la
Argonauta, donde la cadena pasajera es degradada y la cadena guia es utilizada
para guiar al complejo RISC (J. S. Yang & Lai, 2011). Argonauta, Dicer, TRBP ((HIV-
1 transactivation responsive element (TAR) RNA-binding protein) y la proteina de
unién a RNA PACT forman al complejo RISC, que cuando tiene un miRNA, se llama
mMIiRISC, para diferenciarlo del siRISC (Rana, 2007)
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A) pre-miRNA de lin-4 y let-7 en C.
elegans, se han identificado homdlogos
en moscas y mamiferos.
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homélogos en arroz y otras plantas.

Figura tomada de Bartel, 2004.
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Existen mecanismos de sintesis de miRNA en animales que son independientes del
procesamiento nuclear por Drosha-DGCRS8. En Drosophila melanogaster se han
mapeado miRNA llamados mirtrons, que estan dentro de regiones de intrones y sus
extremos coinciden con los sitios donadores y aceptores de corte y empalme (J. S.
Yang & Lai, 2011).

Cuando un intron es escindido, este tiene una estructura en forma de lariat que se
forma por un enlace fosfodiéster 2'-5' entre dos nucledtidos (Figura 9). Cuando un
mMiRNA es generado a partir de un intron, la estructura de lariat debe ser resuelta
para que pueda adoptar la estructura de un pre-miRNA. La enzima que se encarga
de este proceso es una enzima desramificadora de lariat (Dbr, por sus siglas en
inglés lariat debranching) y se encarga de hidrolizar el enlace fosfodiéster 2'-5" (Ooi
et al., 2001; J. S. Yang & Lai, 2011).

o >

G 2
H,0 + | Dbr o—p—o0-G UACUAA3—C
2 —
UACUAA3—C o
Estructura de lariat Intron lineal

H,O0 + Estructura de lariat

Intron lineal

Figura 9) Actividad de la enzima desramificadora de lariat (Dbr). Figura
tomada de Ooi et al., 2001.

Existen intrones cuyos extremos no corresponden con los sitios de corte y empalme.
En Drosophila se han identificado mirtrones que tienen una horquilla en el extremo
5" que corresponde a un sitio de corte y empalme, y antes del otro sitio hay una
region que no esta estructurada. En vertebrados se han identificado mirtrones que
son la contraparte de los que hay en Drosophila, mirtrones con horquilla en el
extremo 3" que corresponde a un sitio de corte y empalme, y antes del otro sitio hay
una region que no esta estructurada (J. S. Yang & Lai, 2011).
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Estos mirtrones con cola no estructurada resuelven su estructura mediante distintos
mecanismos. En Drosophila los que tienen la cola en 3 utilizan el complejo nuclear
de RNA exosoma. Este complejo degrada la cola en 3" para producir un pre-miRNA
mediante su actividad de exoribonucleasa en la direccion 3" a 5. En mamiferos se
propone que los que tienen cola en 5° son procesados por una exoribonucleasa de
la familia XRN con actividad 5" a 3" (J. S. Yang & Lai, 2011).

La sintesis de miRNA en plantas ha sido estudiada en Arabidopsis thaliana (Figura
10). Los pri-miRNA son producidos por la RNA polimerasa Il, que pueden medir
desde 70nt hasta cientos de ellos y tienen Cap en 5" y cola de Poli-A en 3". En el
Cap se asocia la proteina CBP (Heterodimeric cap-binding complex) y en otras
regiones de, transcrito se asocia la proteina DDL (DAWDLE), que es una proteina
de union a RNA, estas dos proteinas promueven la sintesis de miRNA, pero no son
esenciales (Axtell et al., 2011; X. Chen, 2009).

Este pri-miRNA es procesado por la Dicer-like 1 (Dcl1), una de las cuatro proteinas
Dicer-like que estan codificadas en el genoma de Arabidopsis. Esta enzima esta
acoplada a Hyll (Hyponastic leavesl), una proteina de uniéon a dsRNA y a SE
(Serrate), una proteina de dedos de zinc. Las tres proteinas se localizan en cuerpos
nucleares conocidos como cuerpos Dicing (Dicing bodies) (X. Chen, 2009).

Dcl1 corta desde la base del tallo al pri-miRNA para producir un pre-miRNA (Figura
7) y después lo vuelve a cortar, pero esta vez en la region cercana a la horquilla
para producir un duplex de RNA. Aunque comunmente Dcll primero corta en la
base del tallo y después cerca de la horquilla, esto también puede ocurrir en el orden
inverso. Aunque normalmente un pri-miRNA puede derivar en un solo duaplex de
RNA, en plantas hay pri-miRNA que pueden derivar en multiples duplexes (Millar &
Waterhouse, 2005).

La sintesis de miRNA en plantas es completada en los cuerpos D. Ahi, los
nucleodtidos del extremo 3" del duplex son metilados en el oxigeno del C2", por la
proteina Henl (Hua Enhancer). Henl es una RNA metiltransferasa que reconoce
2nt que sobresalen en el extremo 3" de las cadenas de RNA. Cuando un mRNA es
cortado por una Argonauta, el mRNA es uridilado para ser degradado, asi que la
metilacion del mMRNA previene la uridilacion de esta cadena. Finalmente, Hasty, el
homologo en plantas de Exportina 5, exporta al duplex de RNA para cargarlo en las
proteinas Argonauta (X. Chen, 2009).
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- — — e, Figura 10) Mecanismo de sintesis de
miRNA en plantas. Figura tomada de
Pol Chen, 2009.

Pri-miRNA

Pre-miRNA

MIRNA/mMIRNA®

El mecanismo que utiliza el complejo RISC para silenciar una molécula blanco
depende del grado de complementariedad de secuencia que exista entre ambas
moléculas. EI RNA pequefio que tenga un grado de complementariedad alto,
regularé la expresion de genes mediante la degradacion y mientras mas baja sea la
complementariedad, la expresidon de genes sera regulada mediante la inhibicion de
la traduccién. Los siRNA y los miRNA de plantas tienen una complementariedad
perfecta o casi perfecta, asi que el mecanismo que utilizan es el de degradacion.
Los miRNA de animales tienen una complementariedad menor que su contraparte
en plantas, asi que el mecanismo que utilizan mayoritariamente es el de inhibicion
de la traduccion (Chu & Rana, 2008; Filipowicz et al., 2008; Millar & Waterhouse,
2005).

Para describir como es la interaccion entre miRNA con una molécula blanco, se han
identificado ciertos patrones en miRNA de metazoarios mediante experimentos y
analisis bioinforméticos donde estos miRNA interaccionan de manera imperfecta
con su molécula blanco (Figura 11):

e En la region semilla (2-8nt del miRNA) la interaccion entre los nucleoétidos
debe ser perfecta, porque esta es la zona de nucleacion de la interaccién.
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Nucleotidos mal emparejados o protuberancias dentro de esta region afectan
la represion. Para una mejor eficiencia, se toleran una A o una A/U en la
posicion 1 y 9 respectivamente, aunque estas no tengan apareamiento de
base.

e Los nucleodtidos mal emparejados o protuberancias deben estar en la regiéon
central de la interaccion, porque ahi es donde el dominio PIWI de la
Argonauta va a cortar.

e Debe existir una complementariedad razonable en la zona 3" del miRNA. Los
nucleotidos mal emparejados y protuberancias se toleran en esta region.
Cuando la interaccion en la region semilla es subdptima, las interacciones en
la zona de nucleétidos que comprende del 13-16 en el miRNA son
importantes. (Filipowicz et al., 2008)

Para que exista actividad de un complejo miRISC, el miRNA debe tener una
complementariedad minima de 7nt en la region semilla. Probablemente basado en
esta sola region, un solo miRNA puede reconocer multiples mRNA (Chu & Rana,

2008)
:15 nucleotides Bulge
R 7y
ORF |s==seessaanaa. NNNNNNNNNN - [DINNNNNNNA. - - oo ee e oo AAAAAA
S HEAEE R S
NNNNNNENNN - NEEEENEEN - miRNA
| | . L |
6 13 ”l 1
- , DUlge o
3" complementarity Seed
region

Figura 11) Patron de interaccién entre miRNA y mRNA identificado a partir de experimentos y analisis bioinforméaticos en miRNA de
matazoarios. Esta figura fue tomada de Filipowicz et al., 2008.

2.7.- Mecanismo de RNAIi en hongos

Basado en la presencia las proteinas Dicer, Argonauta y la RdRp, se ha determinado
gue el mecanismo de RNAI esta presente en los principales grupos de hongos,
incluyendo a los filos Ascomicota, Basidiomicota y Zygomycota (Billmyre et al.,
2013), aunque también se ha identificado un pequefio grupo de hongos que han
perdido estas proteinas y por lo tanto también este mecanismo (Torres-Martinez &
Ruiz-Vazquez, 2017).

El RNAI en hongos funciona como: mecanismo de defensa contra virus, control de
elementos transponibles, regulacion de genes enddégenos, formacion de
heterocromatina, adaptacion a condiciones de estrés y patogénesis (Lax et al.,
2020). En hongos patégenos como Cryptococcus deuterogattii, la ausencia del
mecanismo de RNAI, provocOo un aumento en la expresion de transposones que
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beneficio la plasticidad del genoma y le confirié al hongo una diversidad genética
para llevar a cabo los procesos de infeccidbn de manera mas efectiva. Esto indica
gue en algunos organismos la perdida de este mecanismo les confiere una ventaja
evolutiva que contrarresta los efectos negativos (Torres-Martinez & Ruiz-Vazquez,
2017).

Por mucho tiempo se creyo que los miRNA estaban ausentes en los hongos debido
a que no se habian identificado fenotipos donde se pudiera analizar la actividad de
estas moléculas y a que habia hongos que perdieron su maquinaria para sintetizar
MIiRNA. Fue hasta que se hicieron estudios en el hongo Neurospora crassa que se
identifico la existencia de Micro RNA-like RNA (milRNA) (Figura 12) (Torres-

Martinez & Ruiz-Vazquez, 2017).
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Figura 12) Estructura del pre-milRNA Afl-milR-4 de Aspergillus flavus. Figura tomada de Youhuang Bai, 2014.

Los milRNA reciben ese nombre debido a que comparten caracteristicas y actividad
similar con los miRNA de plantas y animales, pero son producidos por vias de
sintesis similares, pero no idénticas, a las de estos organismos. Son transcritos a
partir de genes en regiones intergénicas, miden aproximadamente 25nt y tienen una
alta prevalencia de U en su extremo 5°. Al igual que los miRNA de animales, los
milIRNA probablemente llevan a cabo su funcibn mediante la represién de la
traduccion (Lee et al., 2010).

En Neurospora Crassa, se ha reportado que los milRNAs son transcritos
principalmente por la RNA polimerasa lll, pero también existen algunos tipos que
son transcritos por la RNA polimerasa Il y en algunos casos se sugiere que esto
ocurre mediante una combinacion de la actividad de ambas (Nicolas & Ruiz-
Vazquez, 2013). También se reportd el mecanismo de sintesis de 4 loci de milRNA:
milR-1, milR-2, milR-3, y milR-4 (Figura 13):

e El pri-miRNA de los milR-1 milRNA es procesado por Dicer para generar un
pre-miRNA sin la horquilla, con participacion de la RNasa MRPL3. La
proteina QDE-2 es necesaria para el procesamiento del pre-miRNA y recluta
a la exonucleasa QIP para separar las cadenas del duplex de milRNA. Para
producir un milRNA maduro se necesita la funcion del Exosoma y de QIP.

e El pri-miRNA de los milR-2 tiene un procesamiento independiente de Dicer,
se desconoce cudl es la endonucleasa que lleva a cabo este procesamiento.
La actividad catalitica de QDE-2 es importante para la produccion del pre-
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mMiRNA y del milRNA. La actividad de la exonucleasa QIP no es necesaria la
maduracion, pero se desconoce cual es la ultima endonucleasa que participa

en la maduracion.

e El pri-miRNA de los milR-3 y 4 milRNA es parcialmente procesado por Dicer.
En el caso de los milR-4 cuando Dicer y MRPL3 fueron silenciados, solo hubo
una disminucion del milRNA maduro, asi que probablemente otra nucleasa
esta involucrada en el proceso. Para ambos milRNA la Qde2 no esta
involucrada en el proceso de sintesis y a actividad de la exonucleasa QIP no
es necesaria para la maduracion. EI milR-4 es producido a partir de un tRNA,
por lo que para su maduracién se necesita la tRNAsa Z.

La diversidad de mecanismos que existe para la sintesis de milRNA, sugiere que
en hongos filamentosos existen diversos mecanismos para la sintesis de RNA
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Los milIRNA han sido detectados en una gran cantidad de hongos: Trichoderma
reesei (Kang et al.,, 2013), Sclerotinia sclerotiorum (J. Zhou et al.,, 2012),
Metarhizium anisopliae (Q. Zhou et al., 2012), Zymoseptoria tritici (F. Yang, 2015),
Fusarium oxysporum (R. Chen et al., 2014), Fusarium graminearum (Y. Chen et al.,
2015), Aspergillus flavus (Bai et al., 2015), Penicillium chrysogenum (Dahlmann &
Kick, 2015), Antrodia cinnamomea (Lin et al., 2015), Penicillium marneffe (S. K. P.
Lau et al., 2013), Cryptococcus neoformans (Jiang et al., 2012), Curvularia lunata
(Liu et al., 2016), Ganoderma lingzhi (B. Li et al., 2016), Coprinopsis cinerea (A. Y.
T. Lau et al., 2018) y Ophiocordyceps sinensis (Zhang et al., 2019). En estos hongos
se ha identificado el papel de los miRNAs durante el desarrollo del hongo, cuerpos
fructiferos, regulacion de enzimas con importancia biotecnoldgica y en eventos de
infeccion.
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3.- HIPOTESIS
Los miRNA participan en la regulacion de los mecanismos de tolerancia a salinidad
en el hongo Aspergillus sydowii.

4.- OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar posibles vias de sintesis de miRNA y analizar la expresion diferencial de
mMIiRNA en el hongo Aspergillus sydowii cuando crece sin NaClyen 0.5 My 2.0 M
de NacCl.

Objetivos Particulares

1 - Identificar proteinas Dicer y Argonauta en A. sydowii y en otros miembros del
género Aspergillus para analizar su evolucion.

2 — ldentificar in-silico posibles vias de sintesis de miRNAs en el hongo A. sydowii
a través de la busqueda de homodlogos de vias descritas en otros organismos
modelo.

3 - Realizar la extraccion y secuenciacion de RNAs pequefios de A. sydowii en tres
condiciones diferentes de salinidad (Sin NaCl, 0.5M y 2M de NaCl) mediante RNA-
seq.

4 - Analizar la expresion diferencial de RNA pequefios en las condiciones
estudiadas.

5 — Predecir la posible funcién de los RNA pequefios como miRNA mediante la
prediccion de su estructura secundaria, la identificacion de posibles mRNA diana y
la correlacién de expresion mMRNA-miRNA.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Identificacion de proteinas Dicer y Argonauta de Aspergillus

Se realizé la busqueda de estas enzimas en el genoma de un grupo de Aspergillus,
mostrados en la Tabla 2. Estos hongos son representativos de los subgéneros mas
importantes del género Aspergillus con base en andlisis filogenéticos previos
(Kocsubé et al., 2016). Los genomas de estos hongos se encuentran depositados
en la base de datos MycoCosm (Nordberg et al.,, 2014). Las secuencias se
obtuvieron mediante una busqueda por términos PFAM en MycoCosm, con el
dominio de Dimerizacién Dicer (Dicer_dim) (PF03368) para Dicer y PIWI (PF02171)
para Argonauta.

Tabla 2. Especies de Aspergillus utilizadas para la reconstruccion de la

historia evolutiva de las enzimas del mecanismo de produccién de miRNAs

Subgénero Especie Cepa
Aspergillus sydowii CBS593.65
Nidulantes Aspergillus versicolor CBS795.97
Aspergillus nidulans FGSC A4
Aspergillus niger ATCC1015
Circumdati Aspergillus flavus NRRL3557
Aspergillus oryzae RIB40
Aspergillus fumigatus Af293
Fumigati Aspergillus fischeri NRRL 181
Aspergillus clavatus NRRL1

5.2.- Alineamiento y Construccién de Arboles Filogenéticos

Las secuencias de las proteinas obtenidas se alinearon utilizando MAFFT (Katoh &
Toh, 2010) con parametros por defecto en el programa Jalview versién 2.11.1.5
(Waterhouse et al., 2009). De la misma forma que en otros analisis filogenéticos de
Dicer y Argonauta reportados en la literatura, para construir estos arboles, solo se
utilizaron los dominios RNasa Il para Dicer y PIWI para Argonauta (Nakayashiki et
al., 2006) (Hu et al., 2013). Los arboles se construyeron en MEGA X (Kumar et al.,
2018) mediante el método de maxima verosimilitud, modelo de substitucion LG+G+I
y 500 réplicas de Bootstrap. Como outgroups para el enraizamiento de los arboles
se seleccionaron las cuatro Argonautas del clado Ago de Homo sapiens (Q9UL18,
Q9UKVS8, Q9H9G7 y Q9HCKS5), la Argonauta de Schizosaccharomyces pombe
(O74957), la Dicer de Homo sapiens (Q9UPY3) y la Dicer de Schizosaccharomyces
pombe (Q09884).
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5.3.- Identificacién in silico de posibles vias de sintesis de miRNAs en el
hongo A. sydowii

Para identificar posibles vias de sintesis de miRNAs en Aspergillus sydowii, se hizo
una busqueda en STRING (Szklarczyk et al., 2021) de proteinas con probable
interaccion fisica y funcional con Dicer y Argonauta. Esta busqueda de interacciones
se realizé en Aspergillus nidulans por tres razones: i) es uno de los Aspergillus mejor
anotados, ii) al igual que Aspergillus sydowii, esta en el subgénero de Nidulantes
(de Vries et al., 2017) y iii) posee solo una copia de los genes Argonauta y Dicer.
Los genes de Dicer y Argonauta de este hongo se usaron como nodos centrales en
la busqueda.

Se consider6 ademas que las proteinas obtenidas a partir del analisis de STRING
debian cumplir con los siguientes criterios: tener un puntaje de confidencialidad
mayor a 0.4 en STRING, estar involucradas en mecanismos de sintesis de miRNAs
en otros organismos y coincidir su arreglo de dominios con homologos que estén
anotados manualmente anotados en la base de datos Uniprot. Para la identificacién
de los dominios se us6 PFAM (Mistry et al., 2021) y se confirmd la anotacién con
SMART (Letunic et al., 2021). Las proteinas que cumplieron con el criterio anterior
fueron buscadas en el genoma de A. sydowii (Taxid:75750) con la herramienta
BLAST de NCBI, mediante blastp con parametros predeterminados.

5.4.- Cepa, condiciones de cultivo y conservacion

La cepa A. sydowii BMH-0004 fue aislada en el Laboratorio de Biologia Molecular
de Hongos del Centro de Investigacidon en Biotecnologia (CEIB), Universidad
Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), México. Esta cepa fue depositada en la
Coleccion de Cultivos Fungicos del CEIB (UAEM, México) con numero de referencia
BMH-0004, en la coleccion TUCIM (Coleccion de Microorganismos Industrialmente
Relevantes, Universidad Tecnoldgica de Viena, Austria) con niumero de referencia
6524 y en la Coleccion de Cultivos Extremdfilos del Centro De Infraestructura
Mycocosmo (MRIC UL) (Liubliana, Eslovenia), con nimero EXF-12860.

La cepa se mantuvo en placas Petri con agar extracto de papa (PDA) almacenadas
a 4 °C, o como suspension de esporas en 20% de glicerol complementado con 0.5
% NaCl a — 80 °C en la Coleccion de Cultivos Fungicos del CEIB (UAEM, México).

Para la extraccion de RNA el hongo se obtuvo de un preinéculo en medio YMB
(Caldo de Malta y Levadura) con 1.0 M de NaCl incubado durante 4 dias a 28°C.
Este inoculo se transfirié a un medio sin sal, y con 0.5 My 2.0 M de NaCl y se incubo
durante 5 dias a 28°C. El medio YMB se preparé con 10g/L de Malta, 4g/L de
Dextrosa, 4g/L de extracto de levadura y 5¢g/L de peptona, adicionado con 29.22g/L
para tener una concentracion de 0.5 M de NaCl y 116.88g/L para tener una
concentracion de 2.0 M de NaCl.
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5.5.- Extraccion de RNA total

El micelio se colecté mediante centrifugacion y se maceré con nitrégeno liquido para
romper la pared celular. EI RNA total se aisl6 mediante el método de fenol acido
calentado a 62°C. El fenol interactia con las moléculas hidrofébicas para
precipitarlas y separa en la fase acuosa a los acidos nucleicos. La separacion del
DNA y RNA depende del pH: a un pH &cido, el DNA pierde carga negativa por lo
que se favorece su solubilidad en la fase organica, mientras que el RNA se mantiene
en la fase acuosa. La concentracion de RNA se determindé mediante medicion de la
absorbancia a 260nm en nanodrop Y la integridad y calidad se evaluaron mediante
electroforesis de agarosa al 1% y Bioanalyzer 2100 (Agilent) por la compafiia
Novogene (Sacramento, CA).

27



6.- RESULTADOS

6.1.- Proteinas Dicer y Argonauta del género Aspergillus

En distintos hongos de los filos Ascomicota, Basidiomicota y Zygomycota, la
presencia de las enzimas Dicer, Argonauta y RdRp indica que estos hongos
mantienen los mecanismos de RNAI (Billmyre et al., 2013). Se usan estas tres
proteinas como marcadores porque multiples evidencias sugieren que estos
componentes se han conservado a lo largo de la evolucién, indicando que los
mecanismos de RNAI que utilizan estas proteinas surgieron desde el LECA. En
distintos organismos eucariontes se han identificado multiples paralogos de estas
enzimas, que surgieron a partir de eventos de duplicacion genica, por lo que es
comun encontrar mas de un gen que codifica para estas proteinas (Paturi &
Deshmukh, 2021).

Para confirmar la presencia del mecanismo de RNAI en el hongo Aspergillus sydowii
y en otros hongos del genero Aspergillus, se hizo una busqueda de enzimas Dicer
y Argonauta en sus genomas Yy se realizaron andlisis filogenéticos para entender
como ha sido la evolucion de estas proteinas en estos hongos. No se realiz6 este
andlisis para la enzima RdRp debido a que en la literatura no se ha descrito que
esta enzima participe en la amplificacion de miRNAs.

Dicer es una endonucleasa que pertenece a la familia de las RNAsas Ill. Esta familia
se divide en cuatro clases, las enzimas Dicer pertenecen a la clase IV y en humanos
estas enzimas contienen un dominio Helicasa, dos RNAsa lll, dos de union a dsRNA
y un dominio Piwi/Ago/Zwille (PAZ) (Paturi & Deshmukh, 2021).

El arreglo de los dominios de Dicer estd muy conservado entre distintos eucariontes
y algunas especies utilizan mas de una enzima, lo que en algunos casos les ha
conferido ventajas funcionales. El hongo filamentoso Neurospora crassa codifica
dos enzimas Dicer funcionalmente redundantes que participan en el mecanismo de
Quelling y en la produccién de siRNA (Paturi & Deshmukh, 2021).

En esta busqueda de enzimas Dicer en Aspergillus, logramos identificar que
Aspergillus sydowii, Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus y Aspergillus oryzae
tienen genes paralogos (Tabla 3), lo que sugiere que en estos hongos tal vez cada
Dicer tiene una funcion particular o patrones de expresion distintos. Aspergillus
clavatus fue el tnico hongo de este estudio que no codifica ninguna enzima Dicer.

Una vez identificadas las proteinas Dicer en el genero Aspergillus, se identificaron
los arreglos de dominios y se compararon con los arreglos de las proteinas Dicer de
Homo sapiens (Uniprot: Q9UPY3) y Schizosaccharomyces pombe (Uniprot:
Q09884) (Figura 14A, Tabla 3). En el arreglo 1 se encuentra la Dicer de Homo
sapiens, que es la unica que tiene los dominios PAZ y de unién a dsRNA. En el
arreglo 2 se presenta la perdida de los dominios PAZ y de union a dsRNA y aqui se
encuentran la Dicer de S. pombe y la mayor parte de las Dicer de Aspergillus.
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Finalmente, el arreglo 3 no tiene los dominios PAZ, de unién a dsRNA y el dominio
Helicasa DEXD. Solo tres Dicer del genero Aspergillus presentan este arreglo.

La pérdida del dominio PAZ en hongos ya ha sido documentada en la literatura y se
observa en los arreglos 2 y 3. En estudios protedmicos se identificO que este
dominio aparecia solamente en 9 de 232 proteomas de hongos, mientras que en
metazoarios en 51 de 92 proteomas y en plantas en 99 de 111, siendo en hongos
donde este dominio aparece menos (Choi et al., 2014). Debido a su ausencia, no
se sabe si el dominio PAZ es esencial en la funcion de las Dicer de estos
organismos.

Tabla 3. Enzimas Dicer de Aspergillus utilizadas para la reconstruccion de

la historia evolutiva

Subgénero Especie Dicer ID de Arreglo de
Proteina Dominios
Nidulantes | Aspergillus sydowii 2 158697 2
195183 2
Aspergillus versicolor 2 87955 2
181452 2
Aspergillus nidulans 1 8926 1
Circumdati Aspergillus niger 1 1115623 2
Aspergillus flavus 3 2215063 2
2280744 2
2285283 2
Aspergillus oryzae 2 10336 1
2210 2
Fumigati | Aspergillus fumigatus 1 4846 1
Aspergillus fischeri 1 5303 2
Aspergillus clavatus 0 - -

En el &rbol obtenido a partir de las secuencias de RNAsa Il (Figura 14B), se observa
que la Dicer humana, a diferencia de la de S. pombe, se ubica como outgroup de
las Dicer de hongos. Esto concuerda con informacion en la literatura sobre la
diversificacion independiente de Dicer en hongos.

En el arbol de genes Dicer se identificaron al menos dos clados, el primero formado
por tres Dicer que pertenecen a especies de los subgéneros Nidulantes y
Circumdati, y esta relacionado con la Dicer 1 de S. pombe (clado de las Dicer 1). El
segundo clado esta formado por proteinas de los subgeneros Nidulantes, Fumigati
y Circumdati (Clado de las Dicer 2).

A partir de este arbol, se pueden formular dos hipotesis sobre eventos de
duplicacion de Dicer en el género Aspergillus. La primera es un evento de
duplicaciéon que dio lugar a la aparicion de las Dicer 1y 2 y que posiblemente tenga
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un origen evolutivo anterior a la diversificacion de Aspergillus, y la segunda es un
evento de duplicacién que ocurrio en el clado de las Dicer 2, en el subgénero
Circumdati, que dio lugar a la obtencion de una segunda Dicer en Aspergillus oryzae

y una tercera en Aspergillus flavus.
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Figura 14: A) Arreglo de dominios correspondientes a Dicer del género Aspergillus, Homo sapiens y
Schizosaccharomyces pombe. Dominios: DEXD helicasa (PF04851, SM000487), Helicasa C (PF00271, SM000490),
Dicer Dim (PF03368), PAZ (PF02170, SM000949), RNAsa Il (PF00636, SM000535) y DSRM (PF14709, SM000358).
B) Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud obtenido con base en la alineacién del dominio RNAsa Il de las Dicer del
género Aspergillus y 500 réplicas de Bootstrap. Las Dicer de Homo sapiens (Human_Dicer) y Schizosaccharomyces
pombe (Schpo_DCR1) fueron usadas como outgroups. En Rojo se encuentran las Dicer del subgénero Nidulantes, en

Azul las del género Fumigati y en Verde las de Circumdati. Los arreglos de dominios se muestran con las figuras negras.
La linea Naranja indica el clado Dicer 1y la linea Morada indica el clado Dicer 2.

Las proteinas Argonautas se han conservado a lo largo de la evolucion y diversos
organismos han adquirido multiples paralogos. El nimero de estos paralogos puede
variar desde 1 hasta 27, como es en el caso de S. pombe y C. elegans
respectivamente. Hasta la fecha todas las proteinas Argonautas descubiertas
mantienen dos dominios fundamentales: el PAZ y el PIWI (Héck & Meister, 2008).

Se identifico mas de una proteina Argonauta en cada uno de los Aspergillus usados
en este estudio (Tabla4). La minima cantidad de paralogos encontrados fueron dos
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en un hongo y la méxima fue de 4, que estan codificados en A. versicolor. En A.
sydowii se encontraron 3 Argonautas.

Algo interesante es que A. clavatus codifica dos proteinas Argonautas, pero ninguna
Dicer (Tabla 3 y 4). Esto podria significar que este hongo mantiene las actividades
del mecanismo de RNAi mediante el complejo Argonauta y la formacién de un
complejo RISC, pero tal vez la generacion de RNAs pequefios no codificantes
depende de vias independientes a Dicer.

Una vez identificadas las Argonautas en este genero, se identificaron los arreglos
de dominios (Tabla 2) y se compararon con de las cuatro Argonautas de Homo
sapiens (Uniprot: Q9UL18, Q9UKV8, Q9HI9G7 y QI9HCKS5) y la Argonauta de S.
pombe (Uniprot: O74957) (Figura 15A), Se identificaron 5 arreglos de dominios. El
arreglo 1 mantiene todos los dominios identificados en las proteinas Argonautas, las
cuatro Argonautas humanas y la de S. pombe mantienen este arreglo. En el arreglo
2 se perdio el dominio MID y en el arreglo 3 se perdio el dominio N.

El arreglo 4 solo mantiene los dominios N y PIWI (Figura 15A), y debido a que no
mantienen el dominio fundamental PAZ su funcion como homélogos de proteinas
Argonautas no es segura. A la fecha no se han estudiado proteinas Argonautas sin
dominio PAZ, pero es posible que las Argonautas de este arreglo colaboren como
proteinas accesorias en el mecanismo de generacién de RNAs pequefios.

Finalmente el arreglo 5 esta conformado por dos proteinas de Aspergillus nidulans
y Aspergillus fischeri que Unicamente mantienen el dominio catalitico PIWI (Figura
15A). La funcion de las proteinas con este arreglo no ha sido discutida o investigada
hasta el momento, por lo que no sabe cudl sea su importancia en la evolucién del
mecanismo de RNAs pequefios en hongos.

Tabla 4. Enzimas Argonauta de Aspergillus utilizadas para la

reconstruccion de la historia evolutiva
Subgénero Especie Argonauta ID de Arreglo de
Proteina Dominios
Nidulantes | Aspergillus sydowii 3 148201 1
688147
88080
Aspergillus versicolor 4 126397
60063
79543
82417
Aspergillus nidulans 2 7172
229
Circumdati Aspergillus niger 3 1088545
1124628
1186438
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Figura 15: A) Arreglo de dominios correspondientes a Argonauta del género Aspergillus, Homo sapiens y
Schizosaccharomyces pombe. Dominios: ArgoN (PF16486), PAZ (PF02170, SM000949), MID (PF16487) y PIWI
(PF02171, SM000950). B) Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud obtenido con base en la alineacién del dominio
PIWI de las Argonauta del género Aspergillus y 500 réplicas de Bootstrap. Las 4 Argonautas de Homo sapiens
(Human_Agol-4) y Schizosaccharomyces pombe (Schpo_Agol) fueron usadas como outgroups. En Rojo se
encuentran las Argonautas del subgénero Nidulantes, en Azul las del género Fumigati y en Verde las de Circumdati.
Los arreglos de dominios se muestran con las figuras en negro. La linea Naranja indica el clado Argonauta 1y la linea
Morada indica el clado Argonauta 2.
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En el &rbol filogenético de Argonutas de Aspergillus se observa que hay tres clados
(Figura 15B): uno formado por las Argonautas humanas que estan funcionando
como outgroups, un segundo clado que estéa relacionado con la Argonauta 1 de S.
pombe (Argonautas 1), y un tercer clado (Argonautas 2). Al igual que en el &rbol de
las Dicer, los nodos finales tienden a agruparse en subgeneros. Débido a que
algunos nodos internos del arbol tienen niveles muy bajos de Bootstrap, no se
pueden determinar relaciones evolutivas estadisticamente confiables.

Las Argonautas que tienen funcién de endonucleasa para cortar mRNA blanco y
degradar a la cadena pasajera, solo lo hacen cuando tienen presente el sitio
catalitico del dominio PIWI (Hauptmann et al., 2013). Inicialmente se creia que el
sitio catalitico era una triada formada por dos residuos Asparticos y un tercero
denominado X, que puede ser Aspartato o Histidina, de ahi el nombre DDX para
este sitio. Sin embargo, a partir de analisis estructurales en estas proteinas se
identifico que el sitio catalitico no es una triada, sino una tétrada conformada por los
aminoacidos Asp, Glu, Asp y X, por lo que ahora a este sitio catalitico se le conoce
como DEDX (Nakanishi et al., 2012).

En humanos solo la Argonauta 2 posee actividad catalitica y su sitio DEDX esta
formado por lo amino&cidos Asp597, Glu637, Asp669 e His807. A pesar de que
otras Argonautas humanas tengan el sitio DEDX, no todas tienen actividad catalitica
(Nakanishi et al., 2012). La actividad endonucleasa no es imprescindible para las
Argonautas, pues algunas de ellas llevan a cabo el silenciamiento de genes a través
de la represion de la traduccion y no por la degradacion del mRNA blanco (ver
seccién 2.6). La Argonauta 1 humana es un ejemplo de Argonauta que ha sido
predicha como inactiva debido a que no tiene el sitio catalitico DEDX completo, en
este caso X=Arg (Fig 16) (Jin et al., 2021).

Para identificar la presencia del sitio DEDX de las Argonautas de Aspergillus y
comprobar in silico la actividad endonucleasa, se hizo un alineamiento del dominio
PIWI y se identificaron los aminoacidos de este sitio utilizando como referencia la
Argonauta humana 2.

Del alineamiento de la figura 16, se puede observar que de las tres Argonautas de
A. sydowii, solo la 88080 no mantiene el dominio DEDX, ya que, en lugar de un
Glutamato, tiene una Lisina con propiedades fisicoquimicas opuestas y en el
segundo Aspartato hay una Glicina. Esto podria indicar que esta Argonauta no
mantiene la actividad de corte y tal vez necesite de proteinas accesorias para
cumplir su funcion. Probablemente esta Argonauta participe en las actividades
mediadas por miRNAS, ya que con estos no se necesita actividad endonucleasa
para la regulacion de expresion génica. Ninguna de las proteinas del arreglo 5
mantiene el sitio DEDX, por lo que es probable que estas enzimas no tengan
actividad catalitica endonucleasa, por lo que su funcién es un enigma.
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Se ha asociado la funcion de las Argonautas y el complejo RISC con la inhibicion
del inicio de la traduccidn, la interaccion entre elF4E y el Cap en 5” es la estrategia
mas comun para inhibir este inicio (Fabian et al., 2010). Se han identificado dos
posibles mecanismos por los cuales las Argonautas pueden evitar esta interaccion:

Las Argonautas tienen un dominio de union a Cap, que tiene homologia
limitada a elF4E, este dominio en Argonautas se llama MC y se encuentra
dentro del dominio MID. En la elF4E humana, la capacidad de unirse al Cap
recae en los aminoacidos Trp56 y Trp102. En el dominio MC de la Argonauta
2 humana, estos dos aminoacidos han sido reemplazados por Phe470 y
Phe505. Esto sugiere que hay una competencia entre Argonauta y elF4E por
unirse al Cap (Kiriakidou et al., 2007), aunque este mecanismo ha sido
cuestionado debido a la poca similitud en la estructura de ambas proteinas
(Kinch & Grishin, 2009).

El otro mecanismo consiste en la interaccion de Argonauta y el complejo
mMIRISC con componentes de elF4F (elF4E, elF4G y elF4A). En Drosophila
se reporta la Argonauta 2 compite con elF4G por unirse a elF4E, impidiendo
la circularizacion y el inicio. Se cree que este mecanismo no esta conservado
en la evolucion debido a que elF4E y la Argonauta 2 de mamiferos no
interaccionan (Fabian et al., 2010).

D E D X
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Figura 16: Sitio catalitico DEDX de las proteinas Argonauta del género Aspergillus. A la izquierda se muestran los

nombres de cada proteina, en Rojo estan las Argonautas de Aspergillus sydowii y en Azul las proteinas de arreglo 5. En 34
colores se encuentran marcadas las posiciones de los aminoacidos que corresponden al sitio DEDX de la Argonauta

humana 2. Aminoacidos coloreados con base en las propiedades fisicoquimicas Zappo: negativos (Rojo), positivos (Azul),

hidrofilicos (Verde) y G (Rosa). El alineamiento se hizo con Jalview y Mafft por defecto.



Para saber si las Argonautas de Aspergillus pueden interactuar con el Cap, se hizo
un alineamiento para identificar los aminoacidos que puedan participar en esta
interaccion usando la Argonauta 2 humana como referencia (Figura 17). Los
resultados de este alineamiento mostraron que la gran mayoria de estas Argonautas
no mantienen los aminoacidos hidrofébicos en estas posiciones. En Aspergillus
sydowii solo la Argonauta 148201 mantiene una Fen y Tyr que corresponden a los
aminoacidos aroméaticos de la interaccion de Argonauta 2 humana, por lo que podria
interactuar con el Cap. Estos resultados sugieren que tal vez las Argonautas de este
género, en su mayoria, inhiben el inicio de la traduccion mediante la degradacion
de mRNA o mediante mecanismos independientes a la interaccion con el Cap.
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Figura 17: Aminoacidos involucrados en la interaccién con Cap 5° en las Argonauta del género Aspergillus. A la izquierda
se muestran los nombres de cada proteina, en Rojo estan las Argonautas de Aspergillus sydowii y en Azul las proteinas
de arreglo 5. Las flechas rojas indican las posiciones de las Fen de la Argonauta humana 2 y en colores se encuentran
marcadas estas posiciones. Aminoacidos coloreados con base en las propiedades fisicoquimicas Zappo: negativos (Rojo),
positivos (Azul), hidrofilicos (Verde), hidrofébicos (Naranja), Gly (Violeta) y Cis (Amarillo). El alineamiento se hizo con
Jalview y Mafft por defecto a lo largo de todas las proteinas Argonauta.

6.2.- Proteinas involucradas en la sintesis de miRNAs en Aspergillus sydowii
STRING es una herramienta que permite identificar interacciones entre proteinas
con relacion funcional o fisica. En STRING las interacciones se obtienen con base
en evidencia por conservacion de vecindad y fusion de genes, co-ocurrencia, co-
expresion, experimental, bases de datos y mineria de textos en distintos
organismos. Cada tipo de evidencia tiene asociado un puntaje que indica que tan
confiable o no puede ser una interaccion y la suma de todos estos puntajes se ve
reflejado en un puntaje de confidencialidad que va de 0 a 10 (Szklarczyk et al.,
2021). Mientras mas grande sea el puntaje, mayor es la confidencialidad de una
interaccion, pero menor la probabilidad de obtener un gran numero de interacciones.

La busqueda de proteinas que interactian con Dicer y Argonauta en A. nidulans
arrojo un total de 29 proteinas que superaron un puntaje de confidencialidad mayor
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a 0.4. Una desventaja de este analisis es que gran parte de la evidencia de estas
interacciones recayo en bases de datos, mineria de textos y en muy poca cantidad
en evidencia experimental. Esto se debe a que en comparacidon con otros
organismos eucariontes, existe poca informacion relacionada a miRNAs en hongos
y sus vias de sintesis.

De las 29 proteinas que arroj6 STRING, 17 pasaron los criterios de seleccion
establecidos (ver Seccion 5). Las proteinas seleccionadas se muestran en la Tabla
5y la red de interacciones se muestra en la Figura 18.

Tabla 5. Proteinas seleccionadas del analisis de STRING

Anotacion Aspergillus Aspergillus Valor de
STRING nidulans sydowii confiabilidad
Ars2 AN7544.2 153624 0.909
Translin AN2847 780145 0.998
TRAX AN3367.2 43499 0.7
Hsp90 AN8269.2 61916 0.616
Hsp70 AN5129 33431 0.999
ADAT AN4093.2 31002 0.578
Tudor-SN AN0242.2 85834 6.611
Dcpl/Dcp2 AN10010 40472 0.999
Patl AN2751.2 59484 0.999
Dhh1 ANIA_10417 77727 0.711
Lsml AN6199.2 151821 0.999
Lsm2 ANIA_10963 - 0.999
Lsm3 ANIA_10007 40490 0.999
Lsm4 ANIA 10781 45335 0.999
Lsm5 AN5679.2 43764 0.999
Lsm6 ANIA 10719 43604 0.999
Lsm7 ANQ0767.2 41589 0.999
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Figura 18: Red de interacciones de proteinas seleccionadas en STRING. Argonauta y Dicer fueron usadas como nodos
centrales para la busqueda. Los conectores indican interacciones, a mayor intensidad del conector, mas confiables son
las interacciones.



6.2.1.- Proteina de Resistencia a Arsénico (Ars2)

La proteina de resistencia a arsénico (Ars2) se localiza principalmente en nucleo y
participa en el procesamiento de mRNA y RNA pequefio, asi como en su
exportacion y degradacion. Ars2 estd altamente conservada en mamiferos y
metazoarios, pero ademas existen homologos en plantas y en la levadura S. pombe
(Egan et al., 2014; Gruber et al., 2009; Lobbes et al., 2006; Y. Zhou et al., 2015)
(Sabin 2009).

En A. nidulans y A. sydowii se encontré una proteina Ars2 (Tabla 5) y sus dominios
coinciden con los de proteinas manualmente anotadas en Uniprot (Figura 19). La
Unica diferencia entre estas y las Ars2 de estos Aspergillus, es que las dltimas tienen
un dominio de funcién desconocida (DUF4187).

En el hongo Ascomiceto Fusarium graminearum, un patdogeno de plantas, se
describio que Ars2 tiene funciones en respuesta a dafio de DNA y patogénesis, pero
no en la produccion de RNA pequefio (Bui et al., 2019). Esta es la Unica evidencia
experimental que existe sobre el papel de Ars2 en mecanismos de RNAi en hongos.
A falta de mayor evidencia experimental, Ars2 en A. nidulans y A. sydowii no deberia
participar en la produccién de miRNAs.
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Figura 19: Proteina de Resistencia a Arsénico (Ars2) en Homo sapiens (AR2_HUMAN; Uniprot: Q9BXP5), Arabidopsis
thaliana (SRRT_ARATH; Uniprot Q9ZVDO0) y Schizosaccharomyces pombe (PIR2_SCHPO; Uniprot: 094326),
Dominios: Dominio Terminal N (NTD) (PF12066), ARS2 (PF04959) y DUF4187 (PF13821). Todas las proteinas estan
alineadas en el inicio del dominio NTD.

6.2.2.-Deaminasa de Adenosina Actuante sobre tRNA (ADAT)

La familia de enzimas Deaminasa de Adenosina Actuante sobre RNA (ADAR), se
encargan de catalizar la conversion de Adenina (A) a Inosina (I) en dsRNA. Se sabe
gue estas enzimas llevan a cabo ediciones A-l en miRNAs, lo que resulta en una
regulacion negativa debido a que este tipo de modificaciones evitan que sean
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reconocidos por enzimas clave durante su procesamiento y sean marcadas para
degradacion (Nishikura, 2016).

Se han propuesto algunos mecanismos de regulacion de miRNAs mediados por
ADAR y se ha descrito que estos pueden ser dependientes o independientes de
edicion A-l. Los dependientes pueden ocurrir en nucleo o citoplasma y evitan que
enzimas claves en el procesamiento de miRNAs, como Drosha o Dicer, reconozcan
a estas moléculas debido a la gran cantidad de Inosinas que contienen. También se
ha visto que pueden evitar que estos miRNAs editados sean cargados al complejo
RISC. Los mecanismos independientes son mediados por la capacidad de las
enzimas ADAR de reconocer y unirse a dsRNA para secuestrar pri-miRNAs en
ndcleo y evitar su procesamiento (Nishikura, 2016).

En la literatura se ha reportado que no existen ortélogos de enzimas ADAR en
hongos. Sin embargo, se ha identificado que las modificaciones A-l no solo ocurren
en dsRNA, sino también en tRNAs y son mediadas por enzimas Deaminasa de
Adenosina Actuante sobre tRNA (ADAT). Aunque las enzimas ADAT son capaces
de reconocer la estructura completa de tRNAs, en bacterias se ha comprobado que
homélogos de ADAT llevan a cabo su funcién sobre un pequefio substrato con
estructura de tallo-asa perteneciente al brazo del anticodén. También se ha visto
que la edicion A-1 en mRNA es mediada por un homologo ADAT. Debido a que la
mayoria de las modificaciones A-l en hongos Ascomicetos estan situadas en
estructuras tallo-asa, se ha levantado debate sobre si estas enzimas ADAT en
hongos pueden llevar a cabo una funcion similar a la de bacterias. S. cerevisiae, F.
graminearum y N. crassa tienen 3 genes homadlogos de enzimas ADAT (Teichert,
2020).

En A. nidulans, STRING reconoci6é una enzima ADAT. Al hacer la busqueda con
Blast en A. sydowii, también identificamos una enzima ADAT (Tabla 5).
Comparamos los dominios de ambas proteinas con una proteina ADAR de humano
y una ADAT de Saccharomyces cerevisiae, lo que confirmé su identidad (Figura 20).
Nosotros proponemos que debido a la falta de enzimas ADAR en hongos, tal vez
las enzimas ADAT sean las que participen en la regulacion de la sintesis de
MiRNAs.
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Figura 20: Proteinas ADAR de Homo sapiens (DSRAD_HUMAN; P55265) y ADAT de Saccharomyces cerevisiae
(TAD1_YEAST; P53065). Dominios: Dominio de unién a DNA Z (PF02295, SM000550), DSRM (PF00035, SM000358)
y Dominio Deaminasa (PF02137, SM000552).




6.2.3.-Tudor-SN

Tudor-SN también llamada SND1 o p100, es una ribonucleasa presente en nucleo
y citoplasma, que tiene alta especificidad por dsRNA que haya sufrido edicién A-I.
Se ha vinculado la actividad de Tudor-SN con la regulacion de la sintesis de
mMiRNAs. En humanos el pri-miRNA-142 es editado por enzimas ADAR, lo que
inhibe su procesamiento, lo marca para ser reconocido por Tudor-SN vy
posteriormente ser degradado (C. L. Li et al., 2008).

Tudor-SN también participa en el mecanismo de decaimiento de miRNAs mediado
por Tudor-SN (TumiD). Este mecanismo funciona en el recambio de miRNAs unidos
al complejo RISC y en la liberacion de sus mRNAs blanco. Los miRNAs maduros
que son blanco de este mecanismo contienen al menos un dinucle6tido CA o UA en
los primeros cinco nucledtidos de los extremos 5" o 3". Tudor-SN corta en estos
dinucledtidos y posteriormente degrada en su totalidad estos blancos (Elbarbary et
al., 2017; Elbarbary et al., 2017).

En el mecanismo de TumiD también participa una ATP Helicasa llamada UPFL1. Si
bien su presencia no es esencial para que exista degradacion de los blancos de
TumiD, su funcién en este mecanismo es disociar a los miRNAs de su mRNA blanco
haciendo que estos se vuelvan mas susceptibles a su decaimiento por Tudor-SN
(Andjus et al., 2021, Elbarbary et al., 2017).

A. nidulans contiene una proteina Tudor-SN y esta tiene interacciones con
Argonauta y ADAR (Figura 18). A. sydowii también contiene esta proteina (Tabla 5).
La distribucion de dominios en esta familia de proteinas consiste en cuatro
repeticiones en tAndem de dominios SN, seguido de dominio Tudor y un dominio
parcial SN en el C terminal (Figura 21). Se ha reportado que para que haya funcion
de Tudor-SN, minimo debe haber dos repeticiones del dominio SN (C. L. Li et al.,
2008). La Tudor-SN de A. sydowii tiene tres repeticiones en tandem de dominios
SN, seguido de dominio Tudor y un dominio SN completo en en el C terminal (Figura
21). No se identifico una Helicasa UPF1 en A. sydowii, por lo que debe haber otra
helicasa mediando el mecanismo de TumiD.
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Figura 21: Proteinas Tudor-SN de Homo sapiens (SND1_HUMAN; Uniprot: Q7KZF4) y Schizosaccharomyces pombe
(SND1_SCHPO; Uniprot: Q9Y7U7). Dominios: SNase (PF00565, SM000318) y TUDOR (PF00567, SM000333).



6.2.4.-Hsp90y Hsp70

El complejo formado por las chaperonas Hsp70/90 juega un papel esencial en la
activacion de cientos de proteinas como: receptores de hormonas esteroideas,
Cinasas, E3 ubiquitin ligasas y factores de transcripcién, solo por mencionar algunos
(Tsuboyama et al., 2018). Cuando la endonucleasa Dicer produce un duplex de
RNA, este duplex debe pasar desde el sitio catalitico de esta enzima, al sitio
catalitico de la enzima Argonauta. La funcion de Hsp70/90 en RNAI es promover la
translocacion de ese duplex de RNA desde Dicer hasta Argonauta, una vez que
Dicer ya fue reclutado al complejo RISC. La funcién de Hsp70/90 es esencial para
que RISC cumpla su funcion adecuadamente (lwasaki et al., 2010). Mediante un
mecanismo dependiente de ATP, Hsp70 induce una conformacion abierta de la
Argonauta, mientras que la Hsp90 mantiene por mas tiempo esta estructura abierta
(Tsuboyama et al., 2018). Este mecanismo ha sido demostrado en plantas, donde
Hsp70/90 mediante la hidrolisis de ATP induce un cambio conformacional en
Argonauta, induciendo una estructura abierta que permite la carga de duplexes de
RNA pequeiio (Iki et al., 2010).

En los genomas de A. nidulans y A. sydowii se encuentra una copia de cada una de
estas proteinas (Tabla 5). Por lo que se sugiere que estas induzcan una
conformacion abierta de la enzima Argonauta para permitir la carga de duplex de
miRNAs. El arreglo de dominios de ambas proteinas esta conservado y los dominios
de las proteinas de estos hongos coincide, por lo que pertenecen a estas familias
de proteinas (Fig 21y 22).
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Figura 21: Proteinas Hsp90 de Homo sapiens (HS90A_HUMAN; Uniprot: P07900) y Schizosaccharomyces pombe
(HSP90_SCHPO; Uniprot: P41887). Dominios: GHKL (PF02518, SM000387) y HSP90 (PF00183).
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Figura 22: Proteinas Hsp70 de Homo sapiens (HS71A_HUMAN; Uniprot: PODMV8) y Arabidopsis thaliana
(HS701_ARATH; Uniprot: P22953). Dominio: HSP70 (PF00012).

6.2.5.- Trans/TRAX

Translin es una proteina de union a RNA y DNA de cadena simple y TRAX (TRanslin
Associated protein X) es un paralogo de esta proteina. Ambos forman un octamero
formado de 6 proteinas Translin y dos TRAX conocido como Componente 3
promotor de RISC (component 3 promoter of RISC; C3PO), que induce la activacion
del complejo RISC mediante el corte y subsecuente degradacion de la cadena
pasajera en este complejo (Ye et al.,, 2011). Translin y Trax estan altamente
conservadas en diversos eucariontes, incluyendo a la levadura
Schizosaccharomyces pombe (Eliahoo et al., 2014). En N. crassa la degradacion de
la cadena pasajera en el complejo pre-RISC no es mediada por C3PO, sino por otra
endonucleasa llamada QIP (QDE-2-interacting protein) (Maiti et al., 2007).

En A. nidulans se identificé mediante STRING una proteina Translin y una Trax, que
también se conservan en A. sydowii (Tabla 1). La comparacion de dominios con
Translin y Trax de H. sapiens y S. pombe confirm6é que estas proteinas son
homologos de Translin y Trax (Figura 23). También se hizo una busqueda con
Blastp en estos Aspergillus para identificar proteinas con homologia a QIP de N.
crassa, pero no se identificaron proteinas con homologia significativa. La presencia
de Translin y Trax y la ausencia de QIP en estos Aspergillus, podria indicar que la
degradacion de cadena pasajera en el complejo pre-RISC ocurre via Transliny Trax.

41



Translin/Trax

TSN_HUMAN bgz‘

228

TSN1_SCHPO E%

220
LR L L L

255

ASPSYD_780145 E¥:¥#

259
TSN A H UM AN
290
TSNAX_SCHPO [ p—

231

ASPNID_AN3367.2 l=¥=‘

296

ASPSYD_43499 Egﬁ
292

Figura 23: Proteinas Translin y TRAX de Homo sapiens (TSN_HUMAN; Uniprot: Q15631) (TSNAX_HUMAN: Uniprot:
Q99598) y Schizosaccharomyces pombe (TSN1_SCHPO; Uniprot: Q9P7V3) (TSNAX_SCHPO; Uniprot: O74955).
Domino: Translin (PF01997).
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6.2.6.- Perdida de Cap 5" (Deccaping)

Después de que un miRNA reconoce un mRNA blanco, este debe sufrir la pérdida
del Cap en 5" (Deccaping), lo que promueve su desestabilizacion para finalmente
ser degradado (Rouya et al., 2014). En la levadura S. cerevisiae Dcpl/Dcp?2 cataliza
la escisién del Cap. Esta enzima tiene dos subunidades, una catalitica (Dcp2p) y
una regulatoria (Dcplp). Hay tres grupos de proteinas que acompafian a Dcpl/Dcp2
en los eventos de Deccaping: las que activan directamente a la enzima que remueve
el Cap (Edc3 y Lsm1-7), las que promueven el mecanismo inhibiendo la traduccién
(Dhhly Scd6) y las que cumplen los dos tipos de funciones (Patl) (Nissan et al.,
2010).

El mecanismo de Decapping funciona de la siguiente manera: primero se debe
inhibir el inicio de la traduccién, donde Dhh1, Scd6 y Patl inhiben la formacién del
complejo 48S. Después se deben reclutar Dcpl/Dcp2, Edc3, que activa a
Dcpl/Dcp2 y al complejo Lsm 1-7, que es necesario para la activacion completa del
complejo de Decapping. Finalmente la exonucleasa Xrnl es reclutada a esta
complejo para degradar al mMRNA en direccién 3"-5" (Nissan et al., 2010).

De las 13 proteinas que participan en el mecanismo de Decapping en S. cerevisiae
(Tabla 6), STRING solo reconocié a 11 de ellas y a la endonucleasa Xrnl en A.
nidulans, no reconocié y tampoco encontramos proteinas homologas a Edc3y Scd6.
Al hacer los Blast en A. sydowii, no identificamos a Lsm2 ni a la exonucleasa Xrnl
(Tabla 6). La falta de Edc3, Scd6 y Xrnl podria indicar que tal vez otras proteinas
lleven a cabo esas funciones.

De acuerdo con el arreglo de dominios, todas las proteinas tienen una anotaciéon
correcta (Figuras 24 y 25), excepto por la Lsm1 de A. nidulans. El dominio Lsm de
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esta proteina estaba colocado en una posicién diferente con respecto a las demas,
lo que nos lleva a pensar que tal vez no se trate de esta misma proteina.

La presencia de estas proteinas podria indicar que el mecanismo de Deccaping tal
vez funcione de la misma manera en Aspergillus sydowii, tal y como lo hace en
Saccharomyces cerevisiae y junto a las interacciones obtenidas por STRING,
podriamos decir que el mecanismo de Decapping participa en la degradacion del

MRNA en los mecanismos de RNAI mediados por miRNAs.

abla 6. Proteinas del complejo Deccap
Proteina/Organismo | S. cerevisiae A. nidulans A. sydowii

Dhhl P39517 ANIA_ 10417 77727

Dcpl/Dcp2 P53550 ANO0060.2 40472
Patl P25644 AN2751.2 59484
Dhh1 P39517 ANIA 10417 77727
Lsml P47017 - 151821
Lsm2 P38203 ANIA 10963 -
Lsm3 P57743 ANIA 10007 40490
Lsm4 P40070 ANIA_ 10781 45335
Lsm5 P40089 AN5679.2 43764
Lsm6 Q06406 ANIA_ 10719 43604
Lsm7 P53905 ANQ0767.2 41589
Edc3 P39998 - -
Scd6 P45978 - -
Xrnl P22147 AN11052 -
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Figura 24: Proteinas DDX6 de Homo sapiens (DDX6_HUMAN; Uniprot: P26196) y Dhhl de Saccharomyces cerevisiae
(DHH1_YEAST; Uniprot: P39517). Dominios: DEAD (PF00270, SM000487) y Helicasa C (PF00271, SM000490).
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Proteinas Dcp2, Pat1 y Lsm 1-7
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Figura 25: Proteinas A) Dcp2 (DCP2_YEAST; Uniprot: P53550), B) Patl (PAT1_YEAST; Uniprot: P25644), C) Lsm 1
(Uniprot: P47017), D) Lsm 2 (Uniprot: P38203), E) Lsm 3 (Uniprot: P57743), F) Lsm 4 (Uniprot: P40070), G) Lsm 5
(Uniprot: P40089), H) Lsm 6 (Uniprot: Q06406) e I) Lsm 7 (Uniprot: P53905) de Saccharomyces cerevisiae. Dominios:
DCP2 (PF05026) y NUDIX (PF00293) en Dcp2; PAT1 (PF09770) en Patl y Lsm (PF01423) para Lsm 1-7.

6.3.- Extraccion de RNA

El RNA es una molécula que se degrada rapidamente en presencia de RNasas.
Para identificar si el RNA de partida es de buena calidad y no esta degradado, se
han desarrollado diversos métodos que permiten evaluar su integridad.
Histéricamente la integridad del RNA siempre se ha evaluado mediante
electroforesis en gel de agarosa. Esta técnica permite analizar visualmente si el
RNA se ha degradado o si esta contaminado con DNA.

Cuando se hace una electroforesis de agarosa, esta produce un patrén de bandas
que permite identificar ciertos tipos de RNA de interés. Dos tipos de RNA que son
importantes para conocer la calidad de este, son el rRNA 28S y 18S en eucariontes.
La relacién 28S/18S permite evaluar la calidad del RNA con base en su razén, un
RNA con una razén 28S/18S cercana o mayor a 2 es un RNA poco degradado.

Finalmente, el Ultimo pardmetro que se utiliza comunmente para evaluar la calidad
el RNA es el Numero de Integridad de RNA (RIN). Este parametro se basa en
distintas caracteristicas del RNA que contribuyen a la informacion sobre su
integridad. Generalmente se ha asociado un RIN mayor o igual a 8 como un
pardmetro de calidad para el RNA (Schroeder et al., 2006).

Al inicio de este trabajo se determiné que el RNA obtenido se secuenciara con la
plataforma HiSeq2500 de Illlumina usando las librerias TruSeq Small RNA. Para que
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una muestra de RNA sea considerada para este tipo de secuenciacion, debe cumplir
con los siguientes criterios: tener una cantidad minima de 3ug de RNA total, un RIN
mayor a 7 y una razén de rRNA 28S/18S mayor a 1.

Para este trabajo se hicieron multiples extracciones de RNA y como resultado de
estas extracciones, se obtuvieron 5 muestras de calidad que cumplieron con los
criterios para secuenciacion. A la fecha de entrega de esta tesis, alin no se obtienen
las 4 muestras restantes con calidad Optima para secuenciacion, debido a que
tienen contaminacion con DNA gendmico y bajo nivel de rendimiento. Debido a la
falta de estas 4 muestras, aun no se han secuenciado los RNAs y por lo tanto los
objetivos 3, 4 y 5 (Seccion 4) no pudieron cumplirse en este trabajo.

En la tabla 7 se muestra el reporte de Control Calidad (QC) correspondiente a las
muestras enviadas para secuenciacion y en la figura 26 se muestra el Ultimo gel que
se hizo, con muestras de RNA que corresponden a las condicione sin Sal (Ctrl),
0.5M y 2.0M de NacCl.

Se observa que la muestra Ctrl 1 fue rechazada debido a la baja cantidad de RNA
total, ademas, aunque no se muestra, esta tenia contaminacion con DNA gendmico.
Las muestras de 0.5M de NaCl 1-3, fueron rechazadas debido a que no tenian la
cantidad suficiente de RNA.

Tabla 7. Reporte Control Calidad (QC)

Concentracién Volgmen A Radio
Muestra (ng/ uL) Final Total RIN ‘RNA Estado
(uL) (ng)

Control 1 94.517 28 2.646 10 1.4 Rechazado
Control 2 115.607 30 3.468 10 1.4 Aprobado
Control 3 122.682 32 3.926 9.7 2.4 Aprobado
05M1 20.345 27 0.549 8.8 1.1 Rechazado
0.5M2 57.889 23 1.331 9.4 1.1 Rechazado
0.5M3 32.639 23 0.751 9.3 1.3 Rechazado
20M1 273.753 22 6.023 9.5 1.7 Aprobado
20M2 444.996 26 11.57 9.6 1.6 Aprobado
20M3 540.729 23 12.437 9.9 1.6 Aprobado
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Figura 26: Gel de Agarosa al 1% con muestras de RNA en las condiciones sin sal (Ctrl), 0.5M de NaCl y 2.0M de NaCl. En la
parte superior se muestra la fecha de extraccién de estas muestras.

En el gel de Agarosa (Fig 26) en las muestras Ctrl 2 y 3, la relacion de las bandas
de rRNA 28S/18S pareceria ser aproximadamente 2. Las tres muestras de 0.5M de
NaCl no son RNA de calidad, debido a que la relacion de las bandas de rRNA
28S/18S es aproximadamente 1y ademas tiene contaminacién con DNA genémico.
Finalmente, en las tres muestras de 2.0M, no hay una relacion de 2 en el rRNA
28S/18S y ademas se observa degradacion del RNA.

7.- CONCLUSIONES

Para identificar la presencia de mecanismos de RNAI en Aspergillus sydowii, se
buscaron las enzimas Dicer y Argonauta en los genomas de algunos hongos
representativos del género Aspergillus. EI numero de paralogos de Dicer que
codifican los hongos del género Aspergillus varian de 1 a 3, mientras que los
paralogos de las Argonautas varian de 1 a 4.

A. sydowii codifica 2 enzimas Dicer y 3 Argonautas. A. clavatus es un caso particular
dentro de este genero, debido a que no tiene proteinas Dicer codificadas en su
genoma, pero si proteinas Argonautas, lo que indica que podria tener mecanimos
de RNAI, pero la sintesis de sncRNA ocurre por mecanismos independientes de
Dicer.

Para saber si las Argonautas conservan la actividad catalitica de endonucleasa, se
hizo un alineamiento y se buscé el sitio DEDX. De las Argonautas presentadas, solo
cuatro no conservan este sitio, Argonauta 88080 de Aspergillus sydowii es una de
esas. Tal vez esta Argonauta regule la expresion de genes inhibiendo el inicio de la
traduccion

Uno de los mecanismos de inhibicion del inicio de la traduccion es impedir la
interaccién entre elF4E y el Cap en 5°. Para comprobar cuales Argonautas pueden
inhibir el inicio de la traduccién mediante este mecanismo, se identificaron los
aminoacidos encargados de interactuar con el Cap. De todas las Argonautas de
Aspergillus, solo 8 de ellas conservan los aminoacidos aromaticos que participan en
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esta interaccion. La Argonauta 148201 de Aspergillus sydowii tiene conservados
ambos aminoacidos, por lo que podria secuestrar el Cap.

La identificacion in silico de proteinas homologas relacionadas con mecanismos de
sintesis de miRNAs utilizando la base de datos STRING, nos permiti6 identificar 17
proteinas (Tabla 5) que potencialmente podrian estar participando en la sintesis y
regulacion de miRNAs en el hongo A. sydowii. La presencia de estas proteinas y la
evidencia experimental que existe para conocer la funcién de cada una de ellas nos
permite proponer un mecanismo de sintesis y regulacion de miRNAs en A. sydowiii:

Un gen que codifica para un miRNA es transcrito por la RNA polimerasa Il o lll,
produciendo un pri-miRNA que sera reconocido por la endonucleasa Dicer para
producir un duplex de miRNA. Una vez producido este duplex, Dicer es reclutada a
al complejo RISC y mediante la actividad de HSP70/90, el duplex sera translocado
de Dicer a Argonauta. Por la actividad de Trans/TRAX, la cadena pasajera del
duplex sera degradada, dejando solamente al miRNA maduro y al complejo RISC
activo. En este punto el complejo RISC puede inhibir la traduccion de mRNA y
posteriormente inducir la degradacién de este, mediante el reclutamiento y la
actividad de la maquinaria de Decapping.

En este mecanismo existen dos puntos de control, el primero a nivel del pri-miRNA
cuando es editado por una enzima ADAT y posteriormente reconocido por Tudor-
SN para ser degradado. El segundo es mediante el mecanismo Tumid, cuando el
MiRNA maduro esta unido al complejo RISC y una helicasa con actividad similar a
UPF1 promueve la separacion del mMRNA y el miRNA, donde al final este Gltimo es
degradado por Tudor-SN para promover el recambio de miRNAs (Figura 27).

Como perspectiva de este proyecto, se realizara el transcriptoma de RNAs
pequefios en A. sydowii en las tres condiciones de salinidad mencionadas (sin sal,
0.5 My 2.0 M de NaCl) para identificar los mecanismos de regulacion de respuestas
de halofilia mediante miRNAs y de esta forma complementar los objetivos no
solventados en este trabajo de tesis.
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