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RESUMEN

La capacidad para responder al dafio mecanico involucra una serie de procesos
biolégicos que estan conservados en los diferentes reinos eucarioticos. EI hongo
filamentoso Trichoderma atroviride ha sido usado en nuestro laboratorio como
modelo para entender los mecanismos de respuesta al dafio y se ha concluido que
existe un nivel alto de similitud entre los mecanismos que este hongo usa para
responder al estimulo y el observado en las plantas y los animales.

Posterior al dafio mecanico, las células rotas liberan una serie de moléculas que
funcionan como sefales de alerta de dafo, conocidas como Patrones Moleculares
Asociados a Dafo (DAMPs, por sus siglas en inglés). EI ATP extracelular y el DNA
son parte de estas moléculas sefal, las cuales se perciben a través de receptores.
Posteriormente la senal es transducida por vias de sefalizacion que conducen a la
activacion de genes. El incremento intracelular de calcio es esencial para responder
apropiadamente a estas sefales. Por otro lado, en las plantas y los animales la
regulacion de la expresion génica via RNAs pequenos (sRNAs) también es
importante para responder al dafo.

En trabajos previos se ha demostrado que la respuesta al dafio de T. atroviride
requiere de los DAMPs y del incremento en el calcio intracelular. Sin embargo, hasta
ahora no se ha estudiado el papel de los sSRNAs en dicha respuesta.

Aqui se describen a profundidad los procesos transcripcionales y la regulacion por
sRNAs que se producen bajo las sefales de alarma y vias de percepcion del dafo.
Los resultados presentados en esta tesis permiten proponer que el dafio activa un
sistema inmune innato y que dicha activacién es esencial para la regeneracion de
las hifas. Ademas, los RNAs pequefos pueden participar en un cambio metabdlico
necesario para la conidiacion, y se presenta fuerte evidencia de que al menos tres
microRNAs estan involucrados en el desarrollo asexual disparado por el daho

mecanico y la regeneracion.



ABSTRACT

The ability to respond to injury involves several biological processes that are
conserved in the different eukaryotic kingdoms. The filamentous fungus
Trichoderma atroviride has been used in our laboratory as a model to understand
the mechanisms of response to injury and it has been concluded that there is a high
level of conservation in the response processes in this fungus and other eukaryotic
organisms.

After mechanical damage, the broken cells release a series of molecules that act as
warning signals of damage, known as Damage-Associated Molecular Pattern
(DAMPs). Extracellular ATP and DNA are part of these signal molecules, which are
perceived through receptors. Subsequently the signal is transduced by signaling
pathways that lead to gene activation. The intracellular calcium increase is essential
to respond appropriately to these signals. On the other hand, in plants and animals
the regulation of gene expression via small RNAs (sRNAs) is also important to
respond to injury. Previous studies in T. atroviride have shown that the response to
injury requires the DAMPs and the intracellular calcium increase. However, to date,
the sRNAs role in response to injury has not been investigated.

Here | describe in depth the transcriptional processes and the regulation by sRNAs
that occur under the alarm signals and damage perception pathways. The presented
results in this thesis allow to propose that the injury activates an innate immune
system that is essential for hyphae regeneration. In addition, | conclude that small
RNAs can participate in a metabolic change necessary for conidiation, and | present
strong evidence that at least three microRNAs are involved in the asexual

development and regeneration.



1. INTRODUCCION

Los procesos de respuesta a dafo y regeneracion han sido ampliamente estudiados
en modelos de animales y plantas. Sin embargo, poco se sabe sobre esta respuesta
en hongos filamentosos, los cuales representan un modelo microbiano muy
interesante para su estudio. Esto debido a que tienen un ciclo vida corto y su manejo
experimental e informatico es de poca complejidad.

Desde la descripcion del mecanismo de la respuesta a heridas en Trichoderma
atroviride en 2012, se infirid que un analisis transcriptomico podria producir un
incremento de calcio intracelular después del dafo mecanico en las hifas.
Recientemente nosotros demostramos que dicho incremento sucede en los
primeros 2 seg después de la herida y que a los 10 seg disminuye (Medina-
Castellanos et al.,, 2018). Este mismo fendmeno se ha observado tanto en las
plantas como en los animales, donde se ha determinado el papel del calcio como
una molécula sefal esencial para poder responder al dafio mecanico. Ademas, en
estos organismos se ha descrito que una vez que las células son dafiadas, se
liberan al espacio extracelular moléculas que son percibidas por receptores
membranales de células no dafadas, llevando a una respuesta concertada al daio
mecanico, disparando el proceso de sanacion y en algunos casos la regeneracion
del area dafnada. A estas moléculas liberadas se les conoce como Patrones
Moleculares Asociados a Dano (DAMPs, por sus siglas en inglés). EI ATP
extracelular (eATP) es una de estas moléculas, la cual es percibida por las células
como una sefial de alarma que inicia el proceso de inflamacion en los animales o la
respuesta sistémica a dafo en las plantas. En nuestro modelo, se ha descrito que
la aplicacion de eATP activa vias de senalizacion y promueve el incremento de
calcio intracelular, lo que al final conduce a la formaciéon de las estructuras de
reproduccion asexual (conidios), emulando los efectos del dafio mecanico en hifas
de T. atroviride (Medina-Castellanos et al., 2014; Medina-Castellanos et al., 2018).
El eATP y el incremento del calcio intracelular activan las vias de sefalizacidon de
las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKs). La senalizacion por
MAPKs promueve la transcripcion de genes esenciales en la respuesta al dafo. La

eliminacion de los genes principales de dos de estas vias, Tmk1 y Tmk3, mostro



que ambas proteinas estan directamente relacionadas con la formacién de conidios,
mientras que la via de Tmk1 participa especificamente en el proceso de
regeneracion. Esto Llevo a la conclusién de que son estos los procesos mas
importantes para la senalizacion y respuesta al dafio. Sin embargo, poco se sabe
de los cambios transcripcionales promovidos por las MAPKSs, que a su vez son
activados por los DAMPs. Por esta razon, en esta tesis se realizo un analisis
transcriptomico de la respuesta a dafio mecanico en el micelio de T. atroviride,
evaluando el efecto de la adicion de eATP, la remocién de calcio extracelular y
evaluando la respuesta transcripcional a dafio mecanico en los fondos mutantes
Atmk1y Atmk3.

En nuestro laboratorio recientemente se describié que la maquinaria de RNAI
participa en el crecimiento y formacion de conidios en Trichoderma atroviride
(Carreras-Villasenor et al., 2013). En la presente tesis determiné que la regulacién
por RNAs pequeinos dependientes de la maquinaria de RNAI, es necesaria para el
proceso de conidiacién y la regeneracion en respuesta al dafno. Los datos
generados en este trabajo sugieren que un cambio metabdlico que permite un
incremento en el poder reductor de las células es regulado por ex-siRNAs (RNAs
pequefios generados de regiones codificantes), mientras que la busqueda de
blancos para microRNAs predichos, indico que éstos pueden jugar un papel
importante en el control de la proliferacion celular.

Dado que el presente trabajo fue desarrollado en tres etapas, donde cada cuestion
planteada nos llevd a proponer una estrategia de investigacion, en los apartados 5,
6y 7 se presentan a profundidad estos trabajos. En el apartado 5, presento el trabajo
que me llevd a concluir que el sistema inmune innato de T. atroviride es esencial
para poder llevar acabo la regeneracion, esta es una colaboracion con Medina
castellanos y publicamos juntos en coautoria un articulo sobre este tema en el 2018.
El apartado 6 trata sobre la participacion de la maquinaria de RNA interferente en la
respuesta a dafo y el cambio metabdlico necesario para llevar acabo la respuesta
correcta a este estimulo, que es regulado por ex-siRNAs. El apartado 7 trata
especificamente de la funcién de los microRNAs en la respuesta al dafio de T.

atroviride. Finalmente, en el octavo apartado expongo una discusién global de estos



tres proyectos, mostrando un panorama general de la investigacion con un enfoque
masivo sobre la respuesta al dafo mecanico usando a T. atroviride y propongo a

este hongo como un modelo microbiano para el estudio de la regeneracion.

2. El mecanismo de respuesta a heridas y la regulaciéon de la
expresion génica por RNAs pequeios en hongos

2.1. Respuesta a daino mecanico en plantas, animales y hongos

La respuesta al dafio engloba una serie de mecanismos concertados que culminan
en la proteccion y en algunos casos la regeneracion del area perdida. Este
mecanismo esta altamente conservado en animales y plantas (Heil et al., 2012) y
ha sido ampliamente estudiado en estos organismos, donde se ha determinado que
especies reactivas de oxigeno, senalizacion por calcio y metabolismo de lipidos son
esenciales (Hernandez-Onate & Herrera-Estrella, 2015). El dafio rompe las células
que constituyen los tejidos y el material citoplasmico se escapa. Esto puede
conducir a la deshidratacién celular e infecciones, que concluira con la muerte del
organismo, si no se detiene la pérdida del material y se inicia un proceso de
desinfeccion. Por esta razén tanto animales como plantas han desarrollado un
mecanismo fino y rapido para prevenir los efectos causados por el dafio. En los
animales como Ambystoma mexicanum e hydra, se ha descrito profundamente el
proceso de regeneracion, por lo que profundizaré en los procesos fisiolégicos que
se llevan acabo en los animales, en este capitulo. Mientras que en las plantas la
percepcion de moléculas de alarma involucradas en la repuesta a dafo por
herbivoria ha sido extensivamente estudiada, describiré a detalles este proceso.
Con estos antecedentes establecidos tanto en los animales como en las plantas,
durante este capitulo pretendo mostrar las evidentes similitudes con el mecanismo
de respuesta al dano de los hongos filamentosos.

Los hongos son también capaces de responder al dafio mecanico. En la Figura 1,
se observa que el hongo Sclerotium rolfsii, cuando es dafado induce la formacion
de esclerocios. Mientras que Arpergillus flavus, T. atroviride, T. harzianum, T.

hamatum y T. virens disparan la produccién de conidios (Hernandez-Ofate &



Herrera-Estrella, 2015). En Asperqgillus ssp y Neurospora crassa se ha demostrado
que después de que una hifa es dafada, se inicia la formacién de cuerpos Woronin
proteicos, formados por la acumulacién de la proteina Hex, que sellan el septo
adyacente a esta hifa para prevenir la perdida de material citoplasmico, evitando asi
la muerte de las células no danadas (Jedd, 2011).

En nuestro laboratorio hemos estudiado a profundidad el mecanismo de respuesta
de T. atroviride al dafo mecanico. Usando un enfoque bioquimico, genético y
gendmico, propusimos que los procesos esenciales para responder son similares a
los usados por otros eucariotes (Hernandez-Onate et al., 2012). Asi en este capitulo
discutiremos todos los procesos necesarios para responder al daio mecanico en
general y particularmente los descubrimientos que se han hecho en T. atroviride y

en otros hongos filamentosos.



Figura 1.- Respuesta fenotipica de los hongos filamentosos a daiio mecanico.
Formacion de cuerpos fructiferos en S. commune (1), conidiacion en A. flavus (Il), T.
atroviride (Ill), T. harzianum (IV), T. hamatum (V) y T. virens (VI). (Tomada de
Hernandez-Onate y Herrera-Estrella, 2015).



2.1.1. Saneamiento y regeneracion

En las plantas, la primera estrategia en respuesta al dafio es la formacion de un
perimetro alrededor de la lesion, donde se produce una lignificacion de la pared
celular y la deposicién de compuestos fendlicos. Estos tejidos asi protegidos son
impermeables por lo que evitan la perdida de agua, la penetracién de la mayoria de
los patdégenos y ademas son fuentes menos valiosas de alimentos para los
herbivoros (Heil et al., 2012). El incremento de ROS puede funcionar como una
barrera antiséptica, pero como veremos mas adelante son también moléculas sefial.
En la papa, por ejemplo, en la zona del dafno se acumula suberina, la cual contienen
dominios fendlicos y alifaticos, y es responsable de la resistencia a la infeccion por
Erwinia carotovora subsp. carotovora y Fusarium sambucinum (Lulai & Corsini
1998).

Los procesos de reparacion y saneamiento del dafio en animales, aunque similares
a las plantas, incluyen mecanismos propios como el reclutamiento de neutréfilos y
la activacion de factores de crecimiento como TGF-a, KGF, HGF, citocininas,
interleucinas, y otros mas. Ademas, se produce la activacién de la cascada de
coagulacion. Posteriormente se comienza a formar la matriz extracelular,
incentivada por los factores de crecimiento y la integrina, el citoesqueleto se
reorganiza para facilitar el movimiento para cerrar la lesion y restablecer la funcién
del tejido (Gailit & Clark, 1994; Crosby & Waters, 2010).

Algunos animales, al perder una extremidad o una parte estructural, pueden volver
a formarla; a este proceso se le conoce como regeneracion. Entre los organismos
mas estudiados por su capacidad regenerativa estan los anfibios y reptiles, donde
se han determinado algunos de los factores importantes para llevar a cabo este
proceso (Chang et al., 2009). El proceso regenerativo de extremidades y digitos en
animales se compone de tres fases distintas: en la primera fase se produce el
saneamiento de la herida y la formacion de la capa apical ectodérmica,
posteriormente se da la formacion del blastema y en la ultima etapa se produce el
rebrote de la extremidad y diferenciacion digital, donde se genera el hueso nuevo y
el tejido circundante (Fig. 2; Taghiyar et al., 2018). El saneamiento de la lesion es

un paso necesario en la regeneracion epimorfica, éste consta de cuatro etapas que



inician con la coagulacién de la sangre, después se produce el proceso inflamatorio,
la remodelacion del area dafiada y finalmente, la formacién de epidermis en la
herida (Yokoyama, 2008; Fernando et al., 2011; Simkin et al., 2013). La formacién
del blastema es el evento mas importante en la regeneracién de extremidades, éste
ocurre simultaneamente con el saneamiento de la herida, durante la regeneracion
apomorfica (Tanaka & Reddien, 2011). Después se inicia la formaciéon de una
poblacién de células madre mesenquimales que interactuan entre si durante la fase
de desarrollo de la regeneracion. Estas células madre mesenquimales son
principalmente pluripotentes y es aqui donde la activacidon de varios genes
conducira al final a la formacion de la estructura regenerada (Taghiyar et al., 2018).
Durante la regeneracion tisular, el sistema inmune innato juega un papel esencial
para el saneamiento del area dafiada, independientemente de qué agente causo el
dafo, siendo una respuesta inespecifica (Chang et al., 2015). Uno de los procesos
esenciales conducidos por este sistema es el reconocimiento de material propio del
organismo de aquel que proviene de organismos extrafios. La importancia de la
activacion del sistema inmune en la regeneracion se ha observado en organismos
como hidras y peces cebra (Wenger et al., 2014; Lai et al., 2017). Reciamente, un
estudio comparo a nivel transcriptémico la regeneracion del tejido cardiaco entre el
pez cebra y medaka, quienes estan muy cercanos filogenéticamente, sin embargo,
el pez cebra es capaz de regenerar tejido cardiaco, mientras que medaka no puede
hacerlo. Interesantemente, a nivel transcripcional la principal diferencia es la
activacion del sistema inmune en el pez cebra, el cual permanece sin cambio en
medaka (Lai et al., 2017).



Figura 2.- El proceso de regeneracion de las extremidades en anfibios. A) El
epitelio se forma entre las 4 y 12 h después de la amputacion. B) El epitelio de la
herida se espesa para formar el un capuchon epitelial apical entre los 5 y 8 dias;
fibras de colageno son removidas y ocurre la formacion de células mesenquimales
indiferenciadas. C) EI blastema continia creciendo. D) Comienza la re-
diferenciacion y modelado, hasta obtener una extremidad regenerada completa
(Tomada de Taghiyar et al., 2018).
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Los hongos filamentosos también responden de manera similar a los animales que
regeneran. Las nuevas hifas que emergen después del dano provienen de la célula
adyacente a la dafiada como fue observado en T. atroviride (Fig. 3). Dichas hifas
son evidentes a una h después del dafo. Posteriormente éstas se alargan para dar
lugar a la formacion de conidioforos a las 24 h y entre las 36 y 48 h, se producen los

conidios maduros (Hernandez-Onate et al., 2012).

Control

Figura 3.- Microscopia del proceso de regeneracion después del daino
mecanico en Trichoderma atroviride. Al tiempo cero se observan las hifas
dafiadas, entre 1 y 6 h se ven claramente las nuevas hifas y a partir de las 24 h se
observa la formacién de los conidiéforos y los conidios. Barra de escala: 20 ym
(Tomada de Hernandez-Onate et al., 2012).
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2.1.2. PAMPs y DAMPs

En los animales existen mecanismos para detectar la infeccion por patégenos a
través del reconocimiento de moléculas especificas, llamadas patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs). Los PAMPs se unen a receptores llamados PRR,
los cuales disparan la respuesta del sistema inmune para combatir al patdégeno
(Vénéreau et al., 2015). Ademas, las células animales son capaces de contender
contra el dano al tejido, activando el sistema inmune en respuesta a moléculas
intracelulares relacionados con el dano. Estas moléculas son conocidas como
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs). Estas moléculas normalmente
tienen un papel fisiolégico dentro de la célula, pero adquieren una funcion adicional
cuando salen al ambiente extracelular debido a la lisis causada por el dafio. Es en
estas condiciones cuando actuan como una senal de alerta, estimulando la
respuesta inflamatoria y finalmente los procesos regenerativos (Vénéreau et al.,
2015).

Las plantas al no contar con movilidad para escapar de agentes que les causan
dafno como son los insectos herbivoros, han desarrollado un sofisticado mecanismo
de defensa (Savatin et al., 2014). Este mecanismo puede ser activado por patrones
moleculares asociados a patdogenos (PAMPs), que son sefales provenientes de
células extrafias a la planta, las cuales alertan al sistema inmune de la presencia de
patdégenos. También se activa por la presencia de DAMPs, que alertan al sistema
inmune innato para iniciar la muerte celular programada en respuesta al dano
cuando una planta esta bajo ataque (Tang et al., 2012).

En las plantas se producen dos tipos de respuesta, una inmediata que es justo en
el area dafada, conocida como respuesta local, mientras que el tejido no dahado
también se activan ciertos procesos. Esto ultimo es conocido como respuesta
sistémica, que es una sefial que recorre toda la planta para comunicar la condicion
critica (Farmer & Ryan, 1992). Para llevar a cabo la respuesta sistémica, genes que
codifican enzimas involucradas en la biosintesis de acido jasmonico (JA) y etileno
(ET), son rapidamente activados (Reymond et al., 2000; Stenzel et al., 2003). Los
incrementos de acido jasmonico y calcio intracelular, son las sehales secundarias

gue conducen a la respuesta sistémica.
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Senales similares se producen en los animales, tanto en respuesta a patégenos
como al dafo, las cuales disparan la activacion del sistema inmune innato en
presencia de organismos extrafios, o al proceso de inflamacion donde moléculas
como la adenosina trifosfato (ATP), el acido urico, DNA o RNA e interleucina 1a,
entre otros, son percibidos como DAMPs (Heil, 2012).

En los hongos también se ha sugerido la existencia de este tipo de moléculas senal.
En este sentido, un extracto de micelio de S. commune, al entrar en contacto con
micelio no dafado induce la formacion de cuerpos fructiferos (CITAS). Pruebas con
RNasas y DNasas, llevaron a una reducida actividad de este extracto y la fraccién
mas activa tiene su maxima absorcién de luz a los 263 nm. Por ello se sugirié que
se trataba de nucleétidos que podrian funcionar como moléculas senal (Leonard &
Dick, 1968; Rusmin & Leonard, 1978). Sin embargo, después de estos trabajos,

poco se habia profundizado en la identificacion de estas moléculas.

2.1.3. EI ATP como senal de alarma

El ATP aplicado sobre hojas de plantas de frijol (Phaseolus lunatus), ademas de
sacarosa o extracto de hojas, origina un incremento significativo en los niveles de
acido jasmonico (JA) (CITAS). Particularmente, al usar extracto de hoja y sacarosa,
se observa un incremento en la concentracion de JA, mayor al que se produce con
el ATP extracelular puro (eATP). Estas respuestas también ocurren en Arabidopsis
thaliana y tomate. Estos resultados sugieren que las plantas tienen un mecanismo
de reconocimiento de material intracelular que inicia la respuesta inmune al dafo
(Heil, 2012; Heil, 2009). Asi también, en los animales el ATP liberado de células
rotas funciona como una importante sefial de alarma. En los seres humanos, la
percepcion de eATP por receptores purinérgicos, inicia la movilizacion de calcio en
el tejido epitelial. En el pez cebra se describié que el receptor del eATP es el P2Y,
un receptor purinérgico acoplado a proteinas G (Junger, 2011; Eltzschig et al.,
2012). Estos receptores son divididos en dos clases basadas en su respuesta a
adenosina (receptor del tipo P1), o a ATP/ADP (receptor del tipo P2). Asi, en los
animales, una vez que los receptores perciben la presencia de eATP, la reaccidn es

amplificada por hemicanales de pannexina y connexina que bombean ATP de
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células no dafnadas hacia el espacio extracelular. Después de esta amplificacion de
la sefal, se genera una reaccion inmune estéril, el ATP es convertido a adenosina
en una reaccion donde las proteinas CD39 y CD73 participan, lo que conduce al
proceso de inflamacion en los tejidos donde estos genes son expresados (Corps et
al., 2015).

Recientemente, en T. atroviride se demostro que, al agregar ATP disuelto en agua
al micelio, se dispara la conidiacion sin necesidad de causar dafo. Sin embargo,
otros nucleétidos no son incapaces de provocar esta respuesta, a excepcion del
CTP, que también induce significativamente la conidiacion, auque sin llegar al nivel
que provoca el ATP (Medina-Castellanos et al., 2014). Basandose en estos
resultados, se sugiere que la molécula usada para percibir el dafio mecanico en este
hongo es el eATP. Si este proceso es general para todos los phyla del Reino Fungi,

permanece por ser demostrado.

2.1.4. Especies reactivas de oxigeno (ROS) en respuesta a dano

Tanto en las plantas como en los animales estudiados, después del dafo se
produce una acumulacion inmediata de especies reactivas de oxigeno (ROS, por

sus siglas en inglés). Dentro de las ROS de mayor importancia biolégica se

encuentran el anién superoxido (02 ), el peroxido de hidrogeno (H20:), el oxigeno

singulete ('O2) y el radical hidroxilo (OH™) (Aguirre et al., 2005). Estas moléculas, al
acumularse en la célula por accién de la respiracion mitocondrial, oxidan
componentes celulares como proteinas, lipidos y el material genético. Por mucho
tiempo la acumulacion de ROS en la célula se clasific6 como un estrés que lleva a
un decremento de la homeostasis celular. Sin embargo, hoy se sabe que las ROS
funcionan también como una sefal que activa los procesos de proliferacion celular,
transduccion de sefiales, diferenciacion y la respuesta al dano (Hernandez-Onate &
Herrera-Estrella, 2015). La produccién de las ROS en respuesta al dafio es debida
a la actividad de las NADPH oxidasas (Nox), un complejo enzimatico que cataliza la
reaccion de oxidacion del NADPH a NADP™ utilizando para ello oxigeno molecular
y produciendo radical superoxido. Asi por ejemplo, durante el ataque por herbivoros

en plantas como soya vy frijol, se produce inmediatamente un incremento de los
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niveles de ROS (Bi & Felton, 1995; Maffei et al., 2006). Experimentos
farmacolégicos y genéticos, han demostrado que las Nox participan en la
generacion de ROS en respuesta a dafio tanto en Arabidopsis como tomate
(Orozco-Cardenas & Ryan, 1999; Orozco-Cardenas et al., 2001; Sagi et al., 2004).
En animales se han descrito cinco genes NOX, los cuales participan durante el
proceso inflamatorio incrementando la concentracion de ROS en las células
(Brandes et al., 2014).

En los hongos como Aspergillus nidulans y N. crassa, se ha descrito que las ROS
formadas por las proteinas Nox, participan en diversos procesos fisioldgicos
(Aguirre & Lambeth, 2010). En T. atroviride se demostré que después del dafo
mecanico se produce inmediatamente un incremento de las ROS en el area dafiada.
Cuando este incremento se inhibid con antioxidantes, el hongo fue incapaz de
formar conidios en respuesta a este estimulo, sugiriendo que la acumulacién de
ROS en los primeros segundos después del dafio es necesaria para disparar la
reproduccion asexual. La mutacidon de los genes nox7 y noxR, mostréo que estos
participan en la formacién de estas ROS y dichas mutantes son incapaces de
conidiar en respuesta al dafo (Hernandez-Onate et al., 2012). Finalmente se ha
concluido que en hongos filamentosos las ROS también funcionan como moléculas

sefal necesarias para iniciar la respuesta temprana al dafno.

2.1.5. El calcio como segundo mensajero

Junto con el incremento de ROS, un pulso de calcio se produce inmediatamente
después del dano en las plantas y los animales (Pittas et al., 2018; Mousavi et al.,
2013). Estos cambios en la concentracion de Ca?* se producen al parecer en las
plantas por cambios en el potencial de membrana (Mousavi et al., 2013). Tanto en
plantas como en animales se activan los canales de calcio al percibir dafo
mecanico, resultando en el incremento en la concentracion de dicho cation, tanto en
la zona dafnada como en células cercanas no lastimadas (Arimura & Maffei, 2010).
Este incremento en la concentraciéon de calcio es percibido por proteinas como
calmodulinas, proteinas cinasas dependientes de calcio y proteinas con el dominio

mano EF de union a Ca?*, que posteriormente inducen cambios transcripcionales.
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Ademas, en plantas, la existencia de dominios EF en todas proteinas NADPH
oxidasas (RBOH) sugiere que el incremento en la concentracion de calcio modula
la activad de estas proteinas para producir las ROS (Keller et al., 1998).

En los animales, el cambio de potencial eléctrico que provoca el dafio es percibido
por el sistema nervioso central a través del aminoacido glutamato que actua como
un neurotransmisor. Esto activa los canales de glutamato. Interesantemente,
cuando las plantas estan bajo ataque de herbivoros, se produce una senalizacion
similar. Inmediatamente después del dafo, en las hojas de Arabidopsis, el nivel de
calcio intracelular se incrementa y propaga por toda la planta. Esto se observo
usando el sensor de calcio GCaMP3, basado en una proteina fluorescente y una
calmodulina (Toyota et al., 2018). Interesantemente, se demostré que el glutamato
activa la respuesta sistémica, al igual que lo hace el dafio fisico, ya que, al agregarse
a las hojas, se produce el mismo efecto en la concentracion de calcio en la planta.
La mutacion de los canales-receptores de glutamato inhibe esta respuesta. Esta
elevacion de los niveles del calcio citosolico conduce a la activacion de los genes
de la via de acido jasmoénico (Toyota et al., 2018). Asi el incremento de calcio
intraceular después del dafo es un proceso necesario tanto como en las plantas
como en los animales.

En los hongos filamentosos también se ha identificado al calcio como un segundo
mensajero durante el crecimiento, desarrollo y otros procesos bioldgicos (Yu et al.,
2012). En Aspergillus awamori se demostrd que la perturbacién mecanica, el estrés
hipo-osmoético y el tratamiento con calcio externo, inducen un incremento en la
concentracion de calcio intracelular (Nelson et al., 2004). En T. atroviride usando un
enfoque transcriptomico se determind que, en respuesta alL dano, los genes de
bombas de calcio se inducen (Hernandez-OfRate et al., 2012). Experimentos con
qguelantes de calcio demostraron que al aplicarse al micelio de T. afrovirde, se inhibe
por completo la capacidad de conidiar en respuesta al dano (Medina-Castellanos et
al., 2014). De mayor interés fue determinar que al cultivar a T. atroviride en
presencia de 10 mM de BAPTA, (acido aminopolicarboxilico, quelante especifico de
calcio), este hongo es incapaz de regenerar al aplicarse un dafio mecanico. Esto

sugiere que para la formacién de nuevas hifas en respuesta al dano también es
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necesario el incremento en la concentracion de calcio. Para observar este cambio
a nivel celular, se transformé a T. atroviride con el sensor de Ca2*, GCamP6::GFP
(Fig. 1: Medina-Castellanos et al., 2018), similar al usado en el estudio de Toyota y
colaboradores. Usando esta técnica fue posible observar que tal y como se observa
en Arabidopsis, existe un incremento de calcio a los 2 seg después del dafio y que
a los 10 seg esta concentracion baja. Sin embargo, en presencia de BAPTA, no se
produce este incremento. Interesantemente, se produce una disminucion
significativa de la regeneracion al tratar al micelio con BAPTA (Medina-Castellanos
et al., 2018). En la presente tesis, uno de los objetivos principales fue determinar

qué genes se ven afectados por este pulso de calcio.

2.1.6. Senalizacion por MAPKs

Las vias de senalizacion por MAPKs estan bien conservadas y regulan varios
procesos celulares en los organismos eucariontes. En plantas estas rutas han sido
descritas como de respuesta a diferentes tipos de estrés, en especial durante el
ataque de patdégenos y dano. Usando un enfoque de silenciamiento génico inducido
por virus (VIGS, por sus siglas en inglés), se descubrié que las proteinas cinasas
inducidas por acido salicilico o inducidas por herida (SIPK o WIPK, por sus siglas
en inglés) juegan un papel central en la respuesta a la herbivoria en Nicotiana
attenuata (Wu et al., 2007). Rio abajo, vias de respuesta a dafno como la del acido
jasmonico, etileno y genes de defensa, dependen de la activacion por MAPKs en
plantas. En animales se ha demostrado que la mayoria de los blancos finales de las
MAPKs son factores de transcripcion, cuya estabilidad, localizacién o actividad
cambian al ser fosforilados. En las plantas, se ha demostrado que estas vias
también funcionan en respuesta a dafio, como en el caso de la MPK6 en
Arabidopsis, la cual fosforila directamente dos sintetasas de acido carboxilico ACS2
y ACDG6, estabilizandolas, lo que provoca un incremento en la sintesis de etileno
para contender mejor con los patégenos (Liu & Zhang, 2004).

En animales, la participacion de las MAPKs en respuesta a dafio fue demostrada,

usando un modelo in vitro, donde la MAPK p38a regula la respuesta al dafio cerebral
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traumatico (Kim & McGinnis, 2010). También la fosforilacion del factor de
transcripcion Grainy Head por la proteina ERK es esencial para la regeneracion de
tejidos y saneamiento en Drosophila melanogaster (Ramet et al., 2002). De manera
similar, se ha demostrado en células de mamifero que la activacion de ERK acelera
la reparacion de células tubulares renales epiteliales, mientras que inhibe la
progresion de fibrosis isquémica después del dafio (Jang et al., 2013).

En las levaduras como Saccharomyces cerevisiae se ha establecido que las vias
de sefalizacién por MAPK participan en la respuesta a estrés oxidativo, a estrés
osmotico, en la proliferacion y en la diferenciacion celular (Jendretzki et al., 2011).
En Trichoderma se han identificado tres vias de MAPKSs, la de Tmk1, involucrada
en el micoparasitismo y crecimiento, la de Tmk2 que esta relacionada con la
integridad de la pared celular y la de Tmk3 que es homédloga de Hog1 de S.
cerevisiae y que controla la respuesta a estrés osmoético (Mendoza-Mendoza et al.,
2003; Delgado-Jarana et al., 2006; Reithner et al., 2007; Zeilinger & Omann, 2007).
Con respecto a la participacion de las MAPKSs en la respuesta al dafio, las mutantes
tmk1y tmk3, son incapaces de conidiar en respuesta al dafio (Medina-Castellanos
et al., 2014), mientras que la mutante de tmk2, presenta un fenotipo pleiotrépico y
no ha sido considerada para estos estudios. Ademas, se observo que la proteina
Tmk1 es fosforilada un min después del dafio y se mantiene asi durante 30 min,
mientras que Tmk3 se fosforila en el primer min, pero inmediatamente decrece esta
senal, lo que lleva a suponer que Tmk1 funciona por mas tiempo, mientras que la
participacion de Tmk3 parece ser transitoria. Interesantemente, ambas vias son
activadas por la aplicaciéon de eATP. Sin embargo, la activacion de Tmk1 no
depende de la actividad de las Nox, pero si la activacion de Tmk3. Por otro lado, en
T. atrovoride la activacion de ambas vias parece ser independiente del incremento
de calcio (Medina-Castellanos et al., 2014). Recientemente se demostré que la
mutante Afmk1 esta fuertemente afectada en la capacidad para regenerar en
respuesta a dafio (Medina-Castellanos et al., 2018). Estos resultados llevan a
pensar que la via de Tmk1 esta directamente involucrada en la activacion de los
genes necesarios para la regeneracion, proceso que depende de la senalizacion

por ATP, pero no del incremento de ROS. Este proceso en general parece estar
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afectado en la activacion final de genes dependientes de calcio, pero no a nivel de
fosforilacion de la cascada de sefalizacion (Medina-Castellanos et al., 2018;
Medina-Castellanos et al., 2014). Esto sugiere que el calcio tiene un papel rio abajo

del proceso de activacion de la via de Tmk1 en T. atroviride.

2.1.7. Senalizacioén por oxilipinas

Se conoce como oxilipinas a un grupo de compuestos biolégicamente activos con
una amplia diversidad estructural, las cuales son generadas por la accion
coordinada de lipasas, lipoxigenasas y un grupo de citocromos P450 especializados
en el metabolismo de acidos grasos hidroperoxi (Howe & Schilmiller, 2002). Estos
compuestos son producidos inmediatamente después del incremento de ROS y
Ca?* en respuesta al dafio en las plantas. El acido jasmonico es la oxilipina mas
importante y abundante en las plantas, mientras que en los animales son los
eicosanoides, los cuales incluyen a las prostaglandinas y leucotrienos. Tanto en
plantas como animales, las oxilipinas son moduladores de la respuesta a dafno
(Farmer et al., 2003; Noverr et al., 2003).

En Arabidopsis se han identificado las enzimas de biosintesis de oxilipinas que
incluyen a la fosfolipasa D, fosfolipasa A, lipoxigenasa, aleno 6xido sintasa, y aleno
oxido ciclasa, entre otras (Gfeller et al., 2010). Los jasmonatos son sintetizados a
partir del acido a-linoleico y son considerados reguladores centrales de la respuesta
al dano mecanico y herbivoria en las plantas (Arimura et al., 2011; Gfeller et al.,
2010). Asi, la regulacion de la acumulacion de acido jasmonico es particularmente
importante para responder de manera sistémica y rapidamente durante un ataque
por herbivoros en las plantas. En Arabidopsis, tomate y tabaco se ha observado que
las vias de MAPKSs regulan la acumulacién de oxilipinas (Kim et al., 2003). En los
animales el dafo lleva a la activacion de la fosfolipasa A2, que es esencial para la
biosintesis de prostaglandinas y leucotrienos, los cuales estan involucrados en el
proceso de inflamacion y reparacion de tejido dafiado (Crosby & Waters, 2010). Las
prostaglandinas mas abundantes en mamiferos son aquellas derivadas del acido
araquidonico, producidas por lipoxigenasas (Noverr et al., 2003). La sintesis de

estos lipidos oxidados esta intimamente ligada al incremento de ROS, ademas de
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que la activaciéon de los genes necesarios depende del flujo de calcio y la
fosforilacion de las enzimas de la via de sintesis por MAPKs.

Un analisis transcriptémico en T. atroviride mostré que genes como la fosfolipasa
A2, lipoxigenasa y citocromo P450 se inducen en respuesta a daino, por lo que es
posible que la sintesis de oxilipinas, como en las plantas y los animales, sea
necesaria para activar la respuesta inmune de este hongo (Hernandez-Onate et al.,
2012).

2.2. Regulacion génica postranscripcional por RNA pequeios

El mecanismo de silenciamiento por RNA interferente o RNAI, esta altamente
conservado a nivel evolutivo en los eucariontes. Este mecanismo produce RNAs
pequeinos de entre 20 y 32 nucledtidos, que inducen la inactivacion y degradacion
de RNAs mensajeros especificos. Los RNAs pequefios regulan la expresion de
genes permitiendo cambios rapidos o modulados, para poder llevar a cabo procesos
como el desarrollo embrionario y la respuesta a estimulos como las infecciones
virales, carencia de nutrientes y presion osmética, entre otros (Kruszka et al., 2012,
Biggar & Storey, 2015).

Existen dos clases principales de RNAs pequefios (sSRNAs) citoplasmaticos, los
siRNAs y los microRNAs (miRNAs). La principal diferencia entre estas clases de
sRNAs son las proteinas requeridas para su biogénesis y las regiones de donde
provienen. Durante la biogénesis de los siRNAs, las RNA polimerasas dependientes
de RNA (RdRP) producen y amplifican dobles cadenas de RNA (dsRNA) a partir de
RNAs de cadena sencilla, usando RNAs pequefios complementarios a esta cadena
como cebadores. Posteriormente estas dobles cadenas son cortadas por la accion
de las proteinas Dicer, que generan los RNAs cortos que posteriormente se unen a
proteinas Argonautas, para volver a ser unidas a sus blancos y continuar asi el
silenciamiento de transcritos (Fig. 4; Axtell et al., 2011). Mientras que los miRNAs
no dependen de la funcién de las RdRPs, ya que son procesados por Dicer o
enzimas analogas, a partir de estructuras naturales de doble cadena (tallo-asa) y
son cargados también en las Argonautas para llevar acabo el silenciamiento de sus
genes blancos (Fig. 4; Axtell et al., 2011; Ha & Kim, 2014).
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Figura 4.- Esquema de las dos principales vias de sintesis de sRNAs
citoplasmaticos en eucariontes. RARP= RNA polimerasa dependiente de RNA,
dsRNA: doble cadena de RNA, shRNA: estructura tallo-asa de RNA, Agor:
Argonauta, sRNA: RNA pequefio, RISC: complejo de silenciamiento inducido por
RNA.

Los siRNAs pueden provenir de dsRNAs exdgenos, como el material genético viral
o enddgenos, como aquellos de retrotransposones o transcritos que son
procesados por las RARP. Algunas de estas regiones pueden ser codificantes y es
asi como la expresion de estos genes es controlada. Normalmente los siRNAs estan
involucrados en la proteccion del genoma de infecciones virales, de actividad de
elementos transponibles o estabilizando la heterocromatina (Ameres & Zamore,
2013; Blair & Olson 2015).
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Los miRNAs son RNAs pequefios de cadena sencilla de aproximadamente 21
nucledtidos participan en el proceso de silenciamiento de genes, necesario para el
desarrollo y la respuesta a estrés, tanto en las plantas como en los animales
(Kruszka et al., 2012; Ameres & Zamore, 2013; Biggar & Storey, 2015). Los miRNA
estan codificados en el genoma y se transcriben como moléculas largas llamadas
RNAs primarios (pri-RNAs), que posteriormente son procesados por proteinas Dicer
en el caso de las plantas o Drosha en el caso de los animales para dar lugar a
moléculas mas pequenas llamadas precursores (pre-miRNAs), que son finalmente
madurados por la proteina Dicer, formando microRNAs maduros. Los pri-miRNA se
pliegan en una estructura tallo-asa la cual sirve como sustrato para las Dicer. Para
llevar a cabo el control del silenciamiento postranscripcional, tanto en las plantas
como en los animales los miRNAs se unen a proteinas Argonautas. Sin embargo,
el mecanismo de reconocimiento de los genes blanco difiere entre estos dos reinos
(Villalobos-Escobedo et al., 2016).

En las plantas los miRNAs son totalmente complementarios al transcrito blanco de
cadena sencilla y normalmente se unen a la region codificante de un transcrito. En
los animales los miRNAs son parcialmente complementarios a su blanco, usando
una regidén “semilla” de 6 a 8 nucledtidos de su extremo 5 para aparearse
generalmente a la region 3'UTR de su blanco. Una diferencia interesante es que en
los animales el nivel de silenciamiento no es tan drastico como en las plantas, en
las cuales los transcritos son abatidos por un mecanismo de degradacion llevado a
cabo por Argonautas, las cuales tienen actividad de endonucleasa. En los animales
la actividad es mas modulada, ya que se produce una desestabilizacién del
transcrito blanco llevando a una degradacion menos drastica a la que se lleva en
las plantas (Carthew & Sontheimer, 2009; Axtell et al., 2011; Ha & Kim, 2014;
Eichhorn et al., 2014).

A pesar de la importancia de la RNAi y de los RNAs pequeios en la funcion de las
células de las plantas y los animales, hasta hace muy poco se han comenzado a
describir procesos fisiolégicos y de respuesta a estrés en los hongos filamentosos
donde participa la RNAIi. Sin embargo, aun desconocemos mucho sobre este

mecanismo de silenciamiento génico en estos modelos.
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2.2.1. La funcion de los siRNAs exoénicos en los hongos

En el hongo filamentoso Mucor circinelloides se han descrito con mayor detalle la
funcién de los sRNAs que provienen de regiones exonicas, los cuales son conocidos
como exonic-siRNAs (ex-siRNAs). Existen cuatro clases principales de ex-siRNAs,
la primera clase dependen de la funcién de la RARP-2, para generar la doble cadena
de RNA, que posteriormente es procesada por Dcl-2 (dicer-like 2). La clase Il
depende de Dcl-2 y RdRP-1. Tanto la clase | y Il depende de la activdad de Ago-1
para su biogénesis y estabilidad. En la biogénesis de la clase Ill de ex-siRNAs,
participan todas las anteriores proteinas y ademas participa la Dcl-1. La cuarta clase
es dependiente de la R3B2, una RNAsa lll distinta a las dicer, dando lugar a los
llamados dicer-independent sRNAs (Fig. 5A).

El estudio de estas moléculas comenzé al descubrir que la deplecion de los genes
DICER reduce el crecimiento de las hifas de M. circinelloides. Se demostr6 que el
gen dcl-2 participa en el silenciamiento de genes, produciendo ex-siRNAs, y la
mutacion de este gen reduce la capacidad de conidiacion, pero hasta la fecha no se
ha demostrado que sean los ex-siRNAs la causa del fenotipo de la reduccion del
crecimiento en la mutantes de los genes dicer en M. circinelloides (Nicolas et al.,
2007; 2010; de Haro et al., 2009).

Interesantemente, también en M. circinelloides se encontré que el desarrollo de la
resistencia al antifungico FK506 (tacrolimus), depende de la RNAI. El tacrolimus
forma un complejo con la Peptidilprolil isomerasa (FKBP12). Este complejo inhibe a
la proteina Calcineurina fosfatasa, lo que provoca el bloqueo de la formacion de
hifas, forzando a M. circinelloides a crecer como una levadura. Sin embargo, las
mutantes del gen FKBA, que codifica a la proteina FKBP12, pueden crecer
normalmente en presencia del FK506. Cuando M. circinelloides crece en presencia
de este antibidtico, algunas cepas silvestres son capaces de silenciar la expresion
de este gen mediante RNAI, generando ex-siRNAs provenientes del fkbA, lo que se
comprobd usando sRNA-seq. Dicho proceso de silenciamiento depende de los

genes DCL2, AGO1 Y RDRP-2. Estos resultados muestran que la maquinaria de
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RNAI confiere a este hongo la capacidad de adaptarse rapidamente a un cambio de
condicion ambiental (Calo et al., 2014).

En T. atroviride se determiné que la maquinaria de RNAI esta constituida por dos
proteinas Dicer, 3 RdRPs y 3 Argonautas. En nuestro laboratorio se demostré que
las mutantes de los genes DCR2 y RDR3, estan afectadas en el crecimiento y la
capacidad de conidiar. Sin embargo, no se observé un fenotipo claro en las
mutantes argonauta". Un analisis transcriptomico revel6 que el metabolismo esta
afectado en la mutante Adcr2 durante la conidiacion, lo que también sucede en las
mutantes involucradas en la biogénesis de RNAs pequefios en el hongo M.
circinelloides. Esto sugiere que se trata una estrategia de regulacion metabdlica
extendida a otros hongos. Ademas, en T. atroviride se observd que genes que
participan en la conidiacion, estan desregulados en la mutante Adcr2 y es esta
mutacion la causante del fenotipo mas drastico observado en este hongo. Los
sRNAs afectados por dicha mutacion estan relacionados con ex-siRNAs, lo que se
encontré por un analisis de secuenciacion de RNAs pequenos (Carreras-Villasefior
et al., 2013). Sin embargo, en el trabajo de Carreras-Villasefor, no se investigo el
papel de la maquinaria de RNAI en la respuesta temprana a un estimulo como el
dafo mecanico y no se ha explorado el papel de la Rdr3 en estos procesos. Por ello
en los apartados 6 y 7 profundizo en un analisis gendmico de estas mutantes en

respuesta a dafo.

2.2.2. Los microRNAs en hongos filamentosos

Aunque la funcion de los microRNAs ha sido bastante explorada en las plantas y los
animales, poco sabemos de este mecanismo de regulacion en los hongos
filamentosos. Este tipo de sRNAs fue por primera vez descubierto en N. crassay se
determind que son capaces de generar represion de la expresién de genes a nivel
tanto de transcrito como de proteina (Lee et al., 2010). Sin embargo, por un lado,
las estructuras de pre-miRNAs que dan lugar a los miRNAs maduros y las enzimas
que participan en la biogénesis en los hongos filamentosos no son candnicas, por
lo que fueron nombrados RNAs similares a microRNAs o microRNA-like RNAs

(milIRNAs). Se han determinado tres principales vias de biogénesis de estos
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milRNAs, la primera depende de la proteina Dicer, de una Argonauta llamada QDE-
2 y de una RNasa tipo lll lamada MRPL3. La segunda via no depende de QDE-2,
mientras que la ultima unicamente depende de esta proteina y en ella no participa
la Dicer (Fig. 5B).

A la fecha, ni en N. crassa, ni en ningun otro hongo se ha demostrado que el
silenciamiento de genes por estos milRNAs, lleve a un defecto fenotipico evidente.
Por ello existe una duda razonable de la importancia de este mecanismo de
silenciamiento en los hongos.

Recientemente se han realizado una gran cantidad de experimentos de
secuenciacion de RNAs pequefios en distintos hongos, como Sclerotinia
sclerotiorum, Mycosphaerella graminicola, Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus,
Penicillium chrysogenum, Antrodia cinnamomea 'y Trichoderma reesei, entre otros,
donde se determind la existencia de milRNAs. Estos han sido relacionados a
procesos muy particulares en cada organismo, pero no se ha observado
conservacion a nivel de secuencia, o defectos importantes a nivel fenotipico
asociados a la ausencia o sobreexpresion de los milRNAs propuestos (Villalobos-
Escobedo et al., 2016).
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Figura 5.- Mecanismos de biogénesis por la RNAi de milRNAs y ex-siRNAs en
los hongos filamentosos. A) Mecanismos de biogénesis y silenciamiento de los
ex-siRNAs en Mucor circinelloides. B) Mecanismos de biogénesis y silenciamiento
de los milRNAs en Neurospora crassa. (Modificada de Villalobos-Escobedo et al.,
2016).
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2.2.3. Participacion de los RNAs pequerios en la respuesta a dafio mecanico

En animales se ha demostrado la participacion de microRNAs durante el proceso
de inflamacidn, proliferacion celular y regeneracion. Por ejemplo, durante el dafo a
células endoteliales de las arterias, se dispara una respuesta de saneamiento y
regeneracion. En este proceso, varios miRNAs como miR-92 y miR-712, los cuales
modulan la proliferacién celular y el proceso de inflamacion, se inducen durante el
disturbio del flujo sanguineo. Ademas, en los macrofagos, miR-342-5p induce la
expresion de miR-155 durante la progresion de la aterosclerosis y esto promueve la
induccion de los genes relacionado con la inflamacion haciendo blanco sobre el gen
Bcl6 (Natarelli & Schober, 2015).

Las salamandras son uno de los modelos biolégicos donde mas se ha estudiado el
proceso de regeneracion. En ellas se demostro la induccién de MiR-196 después
de cortar la cola y éste miRNA ha sido implicado en la regulacion del gen Hoxb8.
MiR-196 también se induce a las 24 h después de la amputacion y luego se
mantiene asi durante los posteriores 14 dias. Al inhibir la expresidon de este miRNA,
se observan defectos severos en el desarrollo de la nueva cola (Sehm et al., 2009).
Estas evidencias muestran claramente que la regulacion por sRNAs del proceso de
respuesta al dafo y la regeneracidon en animales, es necesaria. Asi, en el apartado
5 de esta tesis, nosotros ponemos a prueba la hipdtesis de que existen RNAs
pequefios involucrados en la respuesta al dafno y determinamos los defectos
causados por mutaciones en componentes de la maquinaria de RNAi en la
respuesta a este estimulo en T. atroviride. Mientras que en el capitulo 6
presentamos un trabajo exhaustivo para determinar el papel de los milRNAs de T.

atroviride durante la proliferacion celular.
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3. Hipotesis

En el hongo filamentoso Trichoderma atroviride durante la regeneracion de las hifas
y la conidiacion en respuesta a herida, los mecanismos de percepcion, sefializacion
y de regulacion, reportados como esenciales en otros modelos eucaridticos,

también juegan un papel relevante.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Determinar los mecanismos genéticos que participan en el inicio de la regeneracion
y la conidiacién en respuesta al dafio mecanico en Trichoderma atroviride que son

regulados por los patrones moleculares asociados a dano (DAMPs) y RNAs

pequenos.

4.2. Objetivos especificos

Encontrar los cambios transcripcionales activados por DAMPs en respuesta al daio

mecanico que conducen a la regeneracion y la conidiacion en T. atroviride.

Determinar los genes asociados con la respuesta al dafo mecanico afectados en

mutantes defectuosas en la maquinaria de RNA..

Determinar la poblacién y funcion de los RNAs pequenos regulados en respuesta a

dano mecanico.
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5. El sistema inmune innato parece participar en la regeneracion de
Trichoderma atroviride

5.1. Introduccion

La interaccidén de los organismos eucariontes superiores con su medio ambiente,
supone una exposicion constante a distintos tipos de estrés ambientales, bidticos y
abioticos. Uno de los mas comunes es el daiio mecanico, que puede ser producto
de las interacciones presa-predador. En respuesta a este estimulo los organismos
han desarrollado un mecanismo que les permite sobrevivir. En primer lugar, los
organismos perciben los Patrones Moleculares Asociados a Dafo (DAMPs, por sus
siglas en inglés), que pueden ser ADN, ATP, Ca?*y otras moléculas liberadas de
células rotas (Vénéreau et al., 2015). Posteriormente se produce una activacion de
la transcripcidn de genes via las MAP cinasas, que al final conducen a la sanacién
o incluso regeneracion del area danada (Heil & Land, 2014). Se sabe ademas que
el incremento de calcio y ROS en las células cercanas al area de la lesién son
importantes para conducir esta respuesta. Por otro lado, en animales se ha
determinado que genes del sistema inmune innato, permiten a las células
determinar la presencia de organismos extrafios en un sistema de reconocimiento
“self/non-self’ y asi decidir si entrar a un proceso de sanacion y regeneracion o
iniciar la muerte celular programada (Heil & Land, 2014).

En T. atroviride se ha podido determinar que el eATP funciona como una sefial de
dafio que dispara la conidiacién (Medina-Castellanos et al., 2014). Ademas, se ha
determinado que un incremento inmediato en la concentracion intracelular de calcio
y la activacion de la via de tmk1 son necesarios para llevar a cabo la regeneracion.
Mientras que el incremento de ROS y la activacién de la via de tmk3, son esenciales
para que se produzca la conidiacion en respuesta a dano (Medina-Castellanos et
al., 2018; Hernandez-Onate et al., 2012).

En este trabajo nos enfocamos en determinar los cambios transcripcionales que
llevan a la regeneracion y conidiacion, activados por el eATP, el Ca®*y las vias de
sefalizacion Tmk1 y Tmk3. Este trabajo es parte de articulo donde soy co-primer

autor junto con Medina-Castellanos, publicada en el 2018. Aqui presento toda la
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estrategia transcriptomica y cémo se identificaron los procesos bioldgicos
esenciales para regenerar las hifas danadas y las sefales que dan inicio a estos

procesos en T. atroviride.

5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Cepas y tratamientos

El micelio de las cepas Atmk1, Atmk3 y WT se colectd 30 min después del dafio y
se congel6 inmediatamente en nitrégeno liquido. Para el experimento que permitio
determinar los genes afectados por el incremento de calcio intracelular, se traté a la
cepa silvestre (WT) con BAPTA (un quelante especifico de calcio), a una
concentracion 10 mM. Para determinar aquellos genes afectados por el ATP
extracelular, la cepa WT fue tratada con un pulso de este compuesto a una
concentracion 100 yuM durante 15 min. En todos los casos, se incluyeron un control
sin tratamiento quimico y un control sin dafo. Para realizar la secuenciacidon se
hicieron tres réplicas biolégicas por cepa y/o tratamiento. El RNA total se extrajo

usando el kit comercial TRIzol de Invitrogen.

5.2.2. Preparacion de bibliotecas y secuenciacion del RNA

Las bibliotecas para RNA-seq se prepararon usando el protocolo de TruSeq RNA
Library Prep kit v2 de lllumina. Cada biblioteca se secuencié usando un equipo
NextSeq500 High Output en formato de corrida 1x75. Se obtuvieron 18 bibliotecas
con un promedio de 25 millones de lecturas por biblioteca con alta calidad (Tabla
Suplementaria 1). Los datos de RNA-seq fueron depositados en la base de datos
GEO (Gene Expression Omnibus) de NCBI y son accesibles a través del numero de
acceso GSE115811. El vinculo es: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?
acc=GSE115811.
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5.2.3. Andlisis de expresion diferencial

Las lecturas finales de 75 nt fueron pseudo-alineadas a los transcritos de T.
atroviride de la version 2 del genoma
(https://genome.jgi.doe.gov/Triat2/Triat2.info.html), usando el programa de
cuantificacion de transcritos kallisto (Bray et al., 2016).

Para el analisis de expresion diferencial, solo se consideraron genes que tenian
asociados mas de tres cuentas por millon en al menos diez de las 18 bibliotecas.
Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando el paquete edgeR (Robinson et al.,
2010). Para determinar la expresion diferencial entre las comparaciones, utilizamos
la prueba de razon de verosimilitud. La matriz de contrastes se muestra en la Tabla
1. Se calculé la tasa de falsos descubrimientos (FDR) y se consideraron
diferencialmente expresados aquellos genes con un FDR < 0.05 y un valor absoluto
de log2Fold-change = 1. Diagramas de Venn y heatmaps se construyeron para
comparar los universos de genes expresados diferencialmente entre las
comparaciones utilizando el paquete gplots en R. Para identificar el conjunto de
genes relacionados con la regeneracion, un analisis de la expresion diferencial
altamente restrictiva se realizdé con un valor de FDR <0.01, pero sin limitar con
respecto al log2Fold-change. Nosotros pensamos que podiamos encontrar los
genes con mayor posibilidad de estar involucrados en la regeneracion, comparando
las bibliotecas de expresion de condiciones que conducen a la regeneracion (WT
injury, Atmk3 injury), contra las condiciones en que no son capaces de regenerar
(Atmk1 injury, BAPTA injury), esto basado en los datos fenotipicos obtenidos en el

trabajo de Medina-Castellanos y colaboradores (2018).
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Tabla 1.- Matriz de contrastes usados para hacer la expresion diferencial.

Efecto del darfo en los fondos
mutantes

WT dario vs. WT Control
tmk1 dafno vs. tmk1 Control
tmk3 dano vs tmk3 Control

Efecto de BAPTA y ATP

WT Injury BAPTA vs WT Injury
WT Injury BAPTA vs WT Control
WT ATP vs WT Control

5.2.4. Andlisis de enriquecimiento de categorias funcionales

Los analisis de enriquecimiento para las ontologias de genes (GO-terms) de
componentes celulares y procesos biolégicos se realizaron usando la funcién
camera, incluido en el paquete limma (Wu & Smyth, 2012). Los términos GO con
FDR < 0.05 se consideraron significativamente enriquecidos en cada comparacion.
Presentamos estos datos en un mapa de calor agrupado usando un modelo de
correlacion de Pearson, en estas graficas se destacan las categorias enriquecidas
con asteriscos, donde ** representa FDR < 0.01 (altamente significativos) y * FDR
< 0.05 (significativos). Los valores graficados son el porcentaje de genes que
pertenecen a cada categoria que se consideran diferencial. Los términos GO
primero se filtraron por redundancia, y también se eliminaron aquellos que contenian

mas de 1000 o menos de 4 genes.

5.2.5. Andlisis de expresion de algunos genes por RT-qPCR

Cuatro genes identificados como involucrados en la regeneracion, encontrados con
la estrategia explicada anteriormente, fueron evaluados para conocer su perfil de
expresion en una cinética extendida durante la regeneracién. El micelio de la cepa

silvestre de T. atroviride fue colectado a los 15, 30, 60, 120 y 300 min después del
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dafio mecanico, que es la ventana de tiempo donde se producen las nuevas hifas y
se produce el alargamiento de éstas. El micelio fue congelado en nitrégeno liquido
y posteriormente se realiz6 la molienda y extraccion del RNA usando el kit comercial
TRIzol de Invitrogen. Los oligonucledtidos usados para el RT-gPCR se disefiaron
para producir amplicones de alrededor 150 pb (Tabla S2). EI cDNA se sintetizé a
partir del RNA extraido del micelio que sufrié dano y el control sin dafio, usando la
enzima transcriptasa reversa RT Il SuperScript de Invitrogen. Se hicieron cuatro
repeticiones biolégicas y tres técnicas. La mezcla de reaccion para las PCRs
cuantitativas fue la siguiente: 10 pl de SYBR (Applied Biosystems), 3 ul de cDNA (3
ng/ul) y 1 pl de cada uno de los oligonucleétidos (10 uM). El programa de PCR fue
el siguiente: un ciclo a 95 °C durante 5 min, 40 ciclos a 95 °C cada uno durante 30
seg, a 65 °C durante 30 seg, 72 °C durante 40 seg. Se realiz6 una curva de
calibracion y se calculo la expresion relativa con respecto al gen control DNA pol
famB. Se realizaron pruebas de ANOVA y Tukey para determinar la significancia

estadistica de los cambios en la expresidn génica.

5.3. Resultados y Discusién

Usando los métodos antes mencionados, determiné los procesos regulados por
calcio y por el ATP extracelular y encontré los genes que son activados por las vias
de Tmk1y Tmk3 en respuesta al dafio. Ademas, usando los datos transcriptomicos
obtenidos en las distintas condiciones, encontré los genes con mayor posibilidad de

estar involucrados en la regeneracion.

5.3.1. Relacion entre muestras y expresion diferencial

Para conocer la variacion entre las replicas biolégicas de nuestros experimentos de
RNA-seq, se realiz6é un analisis de dispersion usando un multidimensional scaling
plot (MDS), que se aprecia en la Figura 6. Esto se hizo posterior a la cuantificacion
de las bibliotecas, donde se obtuvieron los porcentajes de pseudo-alineamiento

mostrados en la Tabla suplementaria 1.
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Figura 6.- Grafica del analisis Multidimensional scaling (MDS) de las librerias
transcriptomicas. En el MDS podemos observar representadas por puntos cada
una de las librerias secuenciadas y “mapeadas” del genoma de T. atroviride, Los
distintos colores representan los tratamientos. Para este analisis se usaron los 500
genes con mas variacion de los mas de 8000 genes que tuvieron lecturas asociadas.
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En el MDS (Fig. 6), se observd una notable consistencia entre las tres replicas
biolégicas por cada tratamiento. Interesantemente, podemos ver que el tratamiento
con BAPTA y las librerias pertenecientes a la mutante del gen tmk1 con dafio y en
la condicion control, estan notablemente alejadas de las otras condiciones
evaluadas en la segunda dimensidén, o que sugiere que son los tratamientos con
los mayores cambios transcripcionales comparados con los otros tratamientos. Por
otro lado, la primera dimension nos permite ver claros grupos entre las replicas de
los distintos tratamiento y cepas evaluadas, donde los tratamientos control de las
cepas WT y Atmk3 estan cercanas entre ellas, mientras que las librerias de estas
mismas cepas en respuestas al dafo, se agrupan entre ellas y se alejan del resto
de las librerias, e intermedio a estos tratamiento se encuentran las librerias del
tratamiento con ATP, lo que sugiere una respuesta transcripcional similar a que
tienen dano, por lo que es importante hacer el analisis de expresion diferencial entre
este tratamiento el control. Interesantemente, la agrupacion de las librerias parece
reflejar las diferencias fenotipicas en las cepas, donde tanto la mutante del gen
tmk1, como aquellas cepas tratadas con BAPTA, estan fuertemente afectadas en la
conidiacion y la regeneracion en respuesta al dafio, como se mencion6 en los

antecedentes.
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Figura 7.- Namero de genes diferenciales en cada contraste realizado. En
barras amarillas se muestran los genes inducidos y en barras azules los reprimidos.

|I= dafo, C= Control sin dano, IB= dano y tratamiento con BAPTA.
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En analisis de expresion diferencial (Fig. 7), se encontraron 442 genes inducidos en
respuesta a herida en el fondo silvestre de T. atroviride, mientras que 383 genes se
encontraron reprimidos. Como se puede observar en la grafica anterior, es en este
contraste donde existen menos genes diferenciales, mientras que en el contraste
Atmk1-1 vs Atmk1-C, 612 genes se inducen y 533 se reprimen y en el contraste
Atmk3-l vs Atmk3-C, 893 genes se inducen y 928 se reprimen. Sin embargo, en las
dos comparaciones donde se uso el compuesto BAPTA, se observaron valores
mucho mayores a la silvestre tanto reprimidos como sobreexpresados (WT+IB vs
WT-C = 1141 inducidos y 1042 reprimidos; WT+IB vs WT-I = 1165 inducidos y 1028
reprimidos), lo que indica que la ausencia de calcio extracelular durante la respuesta
a dano provoca una clara desregulacion génica. Esto es interesante ya que no solo
se trata de un cambio bioquimico, sino de un control de la expresion de la oleada
transcripcional necesaria para llevar acabo las modificaciones morfolégicas que

permitiran la adaptacion al estimulo.

5.3.2. Procesos celulares regulados por el calcio en respuesta al dano

Para determinar los procesos afectados al inhibir el incremento en la concentracion,
se hizo una comparacién de la cepa silvestre con dafo en presencia o no del
quelante BAPTA. Como se puede apreciar en la Figura 8A, 241 y 180 genes se
inducen y reprimen respectivamente, exclusivos a la cepa sin tratamiento. Estos
genes pueden estar directamente involucrados en la regeneracion de las nuevas
hifas dado el fenotipo observado al adicionar BAPTA. Para determinar los procesos
afectados a nivel de localizacion subcelular, se realizé el analisis de
enriquecimiento, presentando los resultados en la figura 7B. Estos resultados
sugieren que componentes relacionados con el nucleo deben activarse
transcripcionalmente para poder responder al estimulo, mientras que aquellos
relacionados con vacuolas y vesiculas en general estan reprimidos durante dicha
respuesta. Es evidente que al tratar las cepas con BAPTA todo el perfil
transcripcional se ve afectado, interesantemente existe un enriquecimiento en

componentes celulares como microcuerpos y vesiculas, lo que incluso demuestra
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un comportamiento contrario a lo que sucede en presencia del pulso de calcio, como
se observa en la Figura 8B. Esto indica que el calcio participa en dar prioridad al
tipo de estructuras celulares que se van a sintetizar durante la regeneracion, siendo
los cromosomas y ribosomas los componentes mas importantes durante este
proceso, ya que se produce replicacion del material genético y produccién de

proteinas nuevas.
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Figura 8.- Analisis transcriptomico del efecto del compuesto BAPTA en la cepa
silvestre de T. atroviride. A) En los Diagramas Venn se muestra el niumero de
genes inducidos en amarillo y reprimidos en azul, esto en las comparaciones de la
cepa silvestre en respuesta a dano en ausencia y presencia del compuesto
quelante. B) Enriquecimiento de términos GO de CC, los asteriscos muestran la
significancia en la prueba. Los numeros entre paréntesis son la cantidad de genes
contenidos en cada termino GO, y los datos estan expresados en porcentaje de
genes diferenciales contenidos en cada categoria. Las barras amarrillas
representan aquellos componentes celulares favorecidos a los 30 min después de
dafio en la cepa silvestre. (Tomada de Medina-Castellanos et al., 2018).
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El analisis de enriquecimiento de las categorias pertenecientes a Procesos
Biologicos (BP) presentado en la Figura 9, muestra que, en ausencia de calcio
intracelular, la respuesta a dafio afecta los procesos de metilacion, la replicacion del
DNA vy la transcripcidon que evidentemente tienen un papel esencial durante la
proliferacion celular, ya que estos se enriquecen en el control sin BAPTA (WT-I vs
WT-C) pero se pierden al adicionar BAPTA, lo que sugiere que la replicacion celular
y la regulacion transcripcional depende del incremento del calcio intracelular una
vez que se percibe el dafno mecanico. Ademas, la represion de procesos
metabdlicos de carbohidratos y de especies reactivas de oxigeno no parecen
llevarse a cabo correctamente cuando las células son tratadas con BAPTA. Esto
sugiere que en ausencia de Ca?*, hay un decremento de la capacidad de sintesis
de nuevo material genético y en la redireccion energética para poder responder al
estimulo. Interesantemente, se sabe que un incremento de ROS es necesario para
poder formar conidios en respuesta a dafio, y para esto es necesaria una represion
de genes como catalasas (Hernandez-Ofate et al., 2012). Como podemos observar
en el heatmap, la categoria donde estan contenidos dichos genes no se enriquece,
lo que lleva a pensar que este defecto es causa de la perdida de conidiacion en
respuesta a dafio cuando el Ca?* es eliminado del medio (Medina-Castellanos et al.,
2014).
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Figura 9.- Enriquecimiento de términos GO de procesos bioldgicos en el
tratamiento con BAPTA. Entre paréntesis se muestra el numero de genes totales
por categoria presentada. La escala de color indica el porcentaje de genes
desregulados del total en cada GO y los asteriscos destacan la significancia del
enriquecimiento. (Tomada de Medina-Castellanos et al., 2018).
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En las plantas se ha observado un incremento de la concentracion de Ca?* citosdlico
durante la herbivoria y esto provoca el incremento del acido jasmonico que participa
en la respuesta sistémica (Zebelo & Maffei, 2015; Mousavi et al., 2013). Por otro
lado, en animales se ha reportado que luego del dafio mecanico se presenta un
incremento en la concentracion de calcio citosolico (Jaffe, 2010) y se activa la
fosfolipasa A2, la cual participa en la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos, que
son importantes en los procesos de inflamacién y reparacion del tejido dafado
(Martin & Leibovich, 2005). Esto indica que los procesos de sefalizacion y defensa
contra el dafio dependen del incremento en la concentracion de Ca?* lo cual se
cumple a varios niveles evolutivos.

Un analisis de algunos genes particulares (Fig. 10) me permitié observar que genes
esenciales para la sefalizacidn como gpcr-protein y g-protein estan reprimidos en
presencia de BAPTA, en comparacion a lo que sucede en la cepa silvestre sin
tratamiento. Ademas, genes involucrados en la formaciéon del conidiéforo, la
esporulacion y la pigmentacion de los conidios en la que participa el gen alb1
descrito en Aspergillus fumigatus (Tsai et al., 1998). Ademas, el gen cbf5 que es
importante durante el ciclo celular también se ve afectado (Jiang et al., 1993). Como
se habia visto a nivel de categorias funcionales, genes relacionados con procesos
de oxido-reduccion, especialmente aquellos involucrados en la reduccién de ROS
como la catalasa peroxisomal, son reprimidos en respuesta al dafo.
Interesantemente, en las cepas tratadas con BAPTA, los genes relacionados con

oxido-reduccion incrementan su expresion.
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Figura 10.- Perfil de expresion de genes diferenciales en respuesta a dafio con
y adicion de BAPTA. Los valores son la razéon de cambio o Fold-change de los
genes en las comparaciones realizadas. 1B= dafio con BAPTA, |= dafio, C=Control.

5.3.3. RNA-seq de la respuesta a dano de las mutantes de las MAPKs

Como se menciond antes, las mutantes Atmk1 y Atmk3 estan afectadas en la
conidiacion en respuesta al dano y la mutante Afmk1 es incapaz de regenerar como
lo hacen la cepa silvestre y la mutante Aimk3. Por esta razén realicé un analisis
transcriptomico sobre dichas mutantes en respuesta al dafo.

Para identificar aquellos genes directamente involucrados en la regeneracion bajo
la via de Tmk1 y aquellos necesarios para la conidiacion, razoné que luego de
realizar los contrastes mencionados en la Tabla 1, los genes diferenciales que
estuvieran compartidos entre la respuesta al dafio de las cepas WT y Atmk3, pero
excluidos de la respuesta al dafio de la Atmk1, serian aquellos que probablemente
participasen durante la regeneracion. Asi también, aquellos genes que unicamente

se inducen o reprimen en la cepa WT, tienen mayor posibilidad de estar
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involucrados en la conidiacién. Se abordaron estas hipotesis usando diagramas de
Venn que se muestran en la Figura 11A-B, donde podemos observar que 94 genes
estan inducidos y 127 reprimidos en la comparacion (WTN?Atmk3)-Atmk1,
tratandose entonces de los que mas probablemente estarian involucrados en la
regeneracion, mientras que 162 genes inducidos y 182 reprimidos exclusivamente
en la cepa silvestre (Fig. 11A-B) serian los mas probablemente involucrados en la

conidiacion.

A Atmk1 B

oo WT_Lm wr

2D,
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Figura 11.- Analisis transcriptomico de la respuesta a daino en la cepa silvestre
y las mutantes Atmk1 y Atmk3. Diagrama de Venn de los genes inducidos (A) y
reprimidos (B) en respuesta al dafo en todas las cepas. (Tomada de Medina-
Castellanos et al., 2018).

El analisis de las categorias funcionales de los procesos biolégicos que aparecen la
Figura 12, muestra que en la mutante Atmk1 no tiene lugar un enriquecimiento
significativo la categoria de replicacion de DNA. Este proceso claramente esta
involucrado en la proliferacién celular, pudiendo ser ésta la causa del defecto
observado en la regeneracion y no un defecto a nivel de genes estructurales como
aquellos involucrados en la formacién de pared celular. Ademas, la categoria de
proceso de aminocacidos aromaticos también se incrementa en respuesta a herida
en la cepa silvestre y se ve afectada en las mutantes de las TMKs, por lo que al

parecer estas mutaciones afectan procesos metabdlicos necesarios para responder
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al estimulo. Por otro lado, se puede observar que los procesos metabdlicos se
reprimen en la cepa silvestre al responder al dafio, pero en la mutacion de tmk1
estos no parecen tener una represion significativa, a diferencia de lo que sucede
con el metabolismo de monosacaridos, el cual n sufre una represién significatica en
las tres cepas. Ademas, genes que codifican proteinas asociadas a actina y
protedlisis, estan reprimidos significativamente en la cepa Afmk1, lo que puede
también ser un defecto importante respecto a la WT, al momento de producir las
nuevas hifas, ya que durante el proceso de crecimiento polar existe produccion de
citoesquelo y degradacion de proteinas durante los cambios de fases de la mitosis
(Sharp et al., 2000).
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Figura 12.- Enriquecimiento de términos GO de procesos biolégicos en
respuesta al daifo de la cepa silvestre y las mutantes Atmk1 y Atmk3. Entre
paréntesis se muestra el numero de genes totales por categoria presentada. La
escala de color indica el porcentaje de genes contenidos en cada GO vy los
asteriscos destacan la significancia del enriquecimiento. Algunas de las categorias
afectadas en la mutante Atmk1 se destacan en recuadros rojos. (Tomada de
Medina-Castellanos et al., 2018).
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5.3.4. RNA-seq de la respuesta a ATP extracelular

Al analizar el experimento de las cepas inducidas con ATP extracelular, se encontré
qgue los mismos procesos de replicacion del DNA y en general activacién del ciclo
celular, se incentivan en presencia de este compuesto, como lo hacian en la
respuesta al dafo en la cepa silvestre (Fig. S$1), por lo que podemos concluir que
efectivamente el eATP funciona como la molécula sefal que activa estos procesos
necesarios para entrar a la proliferacion celular. Sin embargo, de manera
inesperada determinamos que, a los 30 min de realizado este experimento, los
procesos de metilacion y metabolismo del RNA en general, se reprimen en
presencia del eATP, lo que no sucede en la respuesta normal al dafno. Como
mencionamos en los antecedentes, la activacion por eATP de un pulso en el
aumento en la concentracion de calcio, presenta un retraso para alcanzar el pico
maximo, por lo que es posible que existan diferencias a nivel transcripcional entre
las causadas por la liberacion del ATP de células las rotas y el agregar esta molécula
de manera ectopica. En el tratamiento ectopico, las cepas son expuestas al eATP
durante 15 min, por lo que incluso el exceso de esta molécula puede ser causa de
las diferencias transcripcionales. Por otro lado, es posible también que para la
correcta activacion de la respuesta sea necesaria la presencia de otras moléculas
asociadas al dano (DAMPs) ademas del eATP. Para poder tener un experimento
concluyente en un futuro, sera necesario determinar cual es la concentracion normal
de ATP liberado durante el dafio y plantear un experimento mucho mas fino al
observar los cambios de las hifas en una cinética después del tratamiento, para

poder tener un resultado mucho mas confiable.
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5.3.5. Identificacion de los genes relacionados con la regeneracion

Para identificar aquellos genes que tengan una mayor probabilidad de participar en
el proceso de regeneracion, se realizé un analisis de expresion diferencial, donde
se compararon aquellas condiciones que al recibir el dafio mecanico conducen a la
regeneracion y aquellas donde este proceso se ve afectado (WT-I+ Atmk71-l vs WT-
IB+ Atmk3-1). Este universo fue definido usando como filtro el valor de FDR < 0.05
pero sin tomar en cuenta el valor de la relacién del cambio (Fold-change), para asi
identificar todos los genes que podrian ser importantes en el proceso de
regeneracion. Para hacer un poco mas estricta dicha prueba, este universo se
comparo con el resultado del contraste de la cepa silvestre con dafo y sin dafo
(FDR< 0.05 & log2FC = 1). Esta estrategia me permitié a determinar que 520 genes
inducidos y 466 reprimidos, tienen una alta posibilidad de participar en la
regeneracion.

Usando el universo de genes posiblemente involucrados en la regeneracion, se
determind que los genes inducidos estan enriquecidos en los procesos metabdlicos
de DNA y RNA, respuesta a diferentes tipos de estrés celular, ciclo celular y
biogénesis de ribosomas, entre otros términos GO (Fig. 13). Sin embargo, no se
encontréo enriquecimiento de genes reprimidos. Una inspeccién manual de la
anotacion de los genes clasificados como involucrado en la regeneracion, nos
permitié obtener una clasificacion bastante clara de 7 grupos de genes (ver material
suplementario de Medina-Castellanos et al., 2018, Dataset S9). Seis de estos
grupos estan relacionados con procesos claramente esenciales para la
regeneracion: proliferacion celular (35 genes), replicacion del DNA (43 genes),
senalizacion (10 genes), respuesta a estrés y reparacion del DNA (25 genes),
regulacion de la transcripcion (69 genes) y traduccion (36 genes). De mayor interés
fue determinar que el séptimo grupo esta compuesto por 22 genes relacionados con
muerte celular, ya que estos genes en su mayoria contienen dominios HET y
NATCH, los cuales en N. crassa estan involucrados en los procesos de muerte
celular programada durante la formacion de heterocariontes incompatibles (Glass
et al., 2006). Sin embargo, recientemente se ha visto que, en los hongos

filamentosos, las proteinas que contienen a estos dominios, ademas de estar
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involucrados en el proceso de muerte celular, durante el apareamiento entre
especies diferentes, constituyen el sistema inmune innato, para reconocer material
genético extrafo y proteger la integridad gendmica (Zhao et al., 2015; Glass &
Dementhon, 2006). Asi, una conclusién por demas importante de este trabajo fue
que la activacion del sistema inmune innato es posiblemente esencial para poder
iniciar el proceso de proliferacion celular. Estos resultados me permiten sugerir que
la activacion de sistema inmune innato es necesario para iniciar la regeneracion en

respuesta a dano. Estas ideas se discuten a mayor profundidad en el apartado de

discusion general de esta tesis.

RNAsing

cellularffiacromolecule
mac| omolgc le metabolis cell cycle process
. ) matabolisi
ribonugfeoprytein
complex\biogenesis
DNA. ism
orgd . 4 cell cycle
compourid apolism celluiar aromatic
cellular se to compound metapolism
{ress ime(rghase
DNA tion
macfbmolecyule
SS mod(ficatiy hetefoty| gbolism

acid 0.05

cell

cellula Qnent LG

orgar - or Phosphod ) bond -
biosenegls cellula glism hydrelysis @)

g S o

. ' g a

responulus primarf glism 2 2
()
=
organic substance o L
nitrogefi compgund-——matabolis P

metabolis 3.30E-15

Figura 13.- Busqueda de los genes involucrados en la regeneracion. Red de
categorias funcionales enriquecidas durante la regeneracién. (Tomada de Medina-

Castellanos et al., 2018).
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5.3.6. Expresion temporal de los genes involucrados en la regeneracion

Se tomaron cuatro genes de los predichos como importantes durante el proceso de
regeneracion, 2 de ellos contenidos en el grupo clasificado como respuesta inmune
innata que contienen los dominios HET (ld: 294334) y NACHT (Id: 88516). Ademas,
se eligié al gen que codifica la proteina calmodulina (cmk1), que esta clasificada
como de sefalizacidn y que al ocurrir un incremento en la concentracion de calcio
se activa para iniciar la transcripcidn de genes “rio abajo”. Por ultimo, se tomé al gen
radb, esencial para llevar acabo la reparaciéon de dano al DNA y para mantener la
progresion del ciclo celular, por lo que tiene una doble clasificacion como de
proliferacion celular y reparacion del DNA.

Como se puede apreciar en la Figura 14A, se produce un fuerte incremento en el
nivel de expresion de los cuatro genes a los 15 min del dafo y es justamente en
este momento cuando las hifas nuevas comienzan a ser visibles (Fig. 14B). A pesar
de que la expresion claramente decrece a los 30 min, cuando las hifas comienzan
el proceso de alargamiento, aun a este tiempo el cambio es significativo para tres
de estos genes, respecto al control sin dafo, lo cual es consistente con nuestros
resultados de RNA-seq. Después de este tiempo, la expresion de estos 4 genes
comienza a decrecer y a las 5 h, después del dafio, cuando casi todas las hifas han
regenerado, su expresion vuelve al estado basal, mostrando que estos genes no
son necesarios para procesos posteriores a la regeneracion como la extension de
las hifas. Esta observacion sugiere que los productos de estos genes son altamente

especificos para la respuesta temprana al dafo en este hongo.
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Figura 14.- Analisis de expresion de los genes por qPCR durante el proceso
de regeneracion. gPCR de la expresion de cuatro genes relacionados con la
regeneracion. Las letras destacan los tiempos donde existe expresion diferencial
entre los tiempos evaluados. Una prueba de ANOVA, seguida de una prueba de
Tukey fueron realizadas para determinar las diferencias significativas (P<0.05). Un
gen que codifica la DNA polimerasa famB fue usado como control interno del gPCR.
(Modificada de Medina-Castellanos et al., 2018).
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5.4. Conclusion

Con toda la evidencia aportada en este trabajo usando un enfoque transcriptémico,
se pudo concluir que el calcio y la via de la Tmk1 actuan sobre un grupo de genes
directamente involucrados en la regeneracion en los primeros minutos después del
dafo. Interesantemente, el sistema inmune innato parece ser esencial parala
regeneracion. Este sistema esta constituido por proteinas con dominios HET
y NACHT, que hasta ahora han sido involucrados en el reconocimiento de material
genético extrafio durante la formacion de heterocationtes. Sin embargo, en este
trabajo observamos que este sistema es activado inmediatamente después del
dafo.

Mas investigacion es necesaria para determinar por completo cual es el papel del
sistema inmune innato en la regeneracion de T. atroviride y propongo como una
estrategia interesante hacer experimentos con DNA y RNA exégenos y otros
compuestos que imiten la presencia de organismos extrafios, para observar si
existen defecto en la regeneracion.

Por otro lado, es de gran relevancia observar si genes involucrados en muerte
celular también se activan en otros modelos de regeneracion como Axolote, hydra
y nematodos, por lo que propongo una busqueda dirigida a este tipo de genes en
dichos modelos y asi poder encontrar indicios de la distribucion de este fendmeno

en otros organismos.

51



6. Los ex-siRNA regulan genes metabdlicos relacionados con el
estado redox celular, que pueden ser necesarios para la respuesta
a dano.

6.1. Introduccion

La regulacion postranscripcional de la expresion génica por RNAs pequefios es un
mecanismo de los organismos eucariontes, que permite producir cambios drasticos
en el paisaje transcripcional en respuesta a estimulos ambientales o cambios finos
en la expresion de algunos genes importantes durante procesos de desarrollo. En
el laboratorio de regulacion genética y desarrollo de hongos se determiné mediante
el uso de mutantes de la maquinaria de biogénesis de RNAs pequefos, que éstos
tienen un papel importante en la formacién de conidios y crecimiento de T. atroviride.
Esto me llevd a plantearme si la maquinaria y los RNAs pequefios podrian tener
algun papel durante la respuesta a daiio mecanico, y de ser asi qué tipo de sRNAs
estan involucrados en la respuesta a este estimulo y cuales procesos son regulados
por este mecanismo.

Para tratar de responder estas preguntas en este trabajo usé a las mutantes de la
RNAi de T. atroviride generadas en el trabajo de Carreras-Villasefor y
colaboradores en el 2013. Estas mutantes fueron dafadas con un bisturi y
posteriormente se realizaron analisis de conidiacidn y regeneracion. Para
determinar el estado del paisaje transcripcional, se realizaron experimentos de
secuenciacion de RNAs mensajes y RNAs pequenos, a un tiempo temprano (30
minutos después del dafo) tiempo al cual en el trabajo con DAMPs, demostré que
los genes involucrados en la regeneracion y la conidiacion se activan. Asi en este
capitulo describiré a detalle los hallazgos en este compendio de datos obtenidos de
experimentos masivos. Los resultados obtenidos sugieren que los procesos
metabdlicos esenciales para la conidiacion en respuesta a dafo son regulados por

sRNAs en T. atroviride.
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6.2. Materiales y Métodos

6.2.1. Cepas y condiciones de cultivo

T. atroviride-IMI206040 se us6 como cepa silvestre (WT). Todas las mutantes de la
RNAI utilizados para esta investigacion se han descrito anteriormente por Carreras-
Villasefior et al., 2013. Todas las cepas se propagaron en agar dextrosa de papa
(PDA) de Difco a 28°C, en condiciones de oscuridad. El dano mecanico fue hecho

en un cuarto de luz roja.

6.2.2. Induccion de dano y cuantificacion de conidios

A las 36 horas de crecimiento en PDA en la oscuridad total, se dano el micelio
usando un bisturi o un molde para galletas bajo una luz de seguridad roja
(Hernandez-Onate et al., 2012). Para observar y realizar la cuantificacion de la
conidiacion, la cepa silvestre y las mutantes de la RNAI, se incubaron durante 36
horas después del dafo. La cuantificacion de los conidios se realizé en una camara

de Neubauer, usando un microscopio de luz blanca.

6.2.3. Ensayo de regeneracion

Las cepas WT, Adcr2, Ardr3 y dcr2C se cultivaron en PDB a la mitad con agar al
1.5% en portaobjetos de vidrio (Corning®), y se incubaron durante 24 h a 28°C.
Después del tiempo de incubacién, el micelio se cortdé con un bisturi, se incubd
durante 3 adicionales y las hifas se tifieron con azul de lactofenol durante 10 min,
se observaron en un microscopio Leica CTR6000-B (40X) y se fotografiaron. Para
determinar el porcentaje de regeneracion, se examinaron 150 hifas rotas por colonia
y de ellas se conté cuantos formaron una nueva hifa, se realizaron tres réplicas
biolégicas por experimento y se realizé una prueba de ANOVA de una via y la

prueba de Tukey, para evaluar la significancia de las diferencias entre las cepas.
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6.2.4. RNA-seq y analisis de la expresion diferencial

El micelio de las cepas analizadas en los experimentos transcriptdmicos se colecto
y congelo inmediatamente después de crecer durante 36 h en la oscuridad para la
condicion de control o 30 min después del dafio mecanico. El RNA total se extrajo
utilizando el protocolo TRIzol (Invitrogen). Las bibliotecas para RNA-seq se
prepararon usando el protocolo TruSeq RNA Sample Preparation Kit v2 (lllumina).
Las bibliotecas del experimento Adcr2 y su control WT se secuenciaron utilizando la
tecnologia HiSeq 2500 High Output en el formato 1x100. Los experimentos de Ardr3
y AmiIRNA2 (junto con el control WT para cada experimento) se secuenciaron
usando el secuenciador NextSeq 500 High Output en el formato 1x75. Las lecturas
obtenidas se pseudo-alinearon a los transcritos anotados
(FrozenGeneCatalog 20100319) en el genoma de T. atroviride V2 usando el
programa kallisto para cuantificar su abundancia (Bray et al., 2016). Los datos de
RNA-seq fueron depositados en la base de datos de NCBI, GEO (Gene Expression
Omnibus), y son accesibles a través del numero de acceso GSE123330, el vinculo
es: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE123330.

Para el analisis de expresion diferencial solo se consideraron aquellos genes que
tenian al menos tres lecturas por milldbn en al menos diez bibliotecas. Para
normalizar las librerias usamos el método de TMM. Todos los analisis se llevaron a
cabo utilizando el paquete edgeR (Robinson et al., 2010). Para determinar la
expresion diferencial entre las comparaciones se utilizé el modelo lineal
generalizado (GLM). Una dispersion comun entre las replicas de 0.0194 fue
calculada, ademas una dispersion tagwise fue también calculada. La tasa de falsos
descubrimientos (FDR) se calculé y solo los genes con un FDR < 0.05 se

consideraron expresados diferencialmente.

6.2.5. Analisis de enriquecimiento de categorias funcionales

Se realiz6 una anotacion de todos los genes de T. atroviride como se explicé en el
capitulo anterior. Para el analisis de enriquecimiento, los términos GO con menos

de 4 genes o con mas de 1000 no fueron considerados. Estos filtros se realizaron
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con un script de R (www.r-project.org) desarrollado en nuestro grupo. Los analisis

de enriquecimiento para componentes celulares (CC) y procesos biolégicos (BP) se
realizaron utilizando el paquete GOseq (Young et al, 2010). Los términos GO con
FDR < 0.05 se consideraron significativamente enriquecidos en cada comparacion.
Presentamos estos datos en un mapa de calor agrupado que destaca las categorias
enriquecidas con asteriscos, donde FDR <0.01 se representa con ** y FDR <0.05

*

con “.

6.2.6. Small RNA-seq y anotacion genémica

La secuenciacion de RNAs pequenos de las cepas WT y Adcr2 se realizé en un
MiSeq System de lllumina. Las bibliotecas se prepararon utilizando el protocolo
TruSeq Small RNA Library Preparation Kit de la misma compania y se realizaron
tres réplicas biolégicas. Con la ayuda de Minion y Reaper, que son parte de la
herramienta Kraken (Davis et al., 2013), se realiz6 la deteccién y eliminacion del
adaptador del resultado de sRNA-seq. Usando la herramienta ShortStack (Johnson
et al, 2016), se detectaron 11718 clusters que producen RNAs pequefos
probablemente por una proteina Dicer (Dicer-call clusters). Para este proceso se
utilizaron todos los archivos BAM obtenidos a partir del “mapeo” del genoma de T.
atroviride v2. El “mapeo” se realizé con el programa Bowtie1 (Langmead et al.,
2009).

Para la anotacion gendmica de estos sRNAs, usamos el catalogo de genes del
archivo GFF (20100319) y el FASTA del ensamblado de la versién 2 del sitio web
del JGI que contiene los 29 contigs del genoma de T. atroviride

(https://genome.jgi.doe.gov/portal/Triat2/Triat2.download.ftp.html). Se realizé una

prediccion de regiones UTR considerando 500 pb “rio arriba” y “rio abajo” de los
genes. Ademas, Rfam 11.0 (Burge et al., 2013) se utilizé para anotar las familias de

RNA no codificante en el genoma de T. atroviride.
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6.2.7. Analisis de expresion diferencial de ex-siRNAS

Realizamos una cuantificacion de lecturas asociadas a los “clusters” que estan en
regiones codificantes, utilizando featureCounts (Liao et al., 2014). Solo las regiones
con al menos 10 cuentas por millon se consideraron en este analisis. El analisis de
expresion diferencial se realizd con el paquete edgeR (Robinson et al., 2010). Para
normalizar las librerias usamos el método de TMM. Para estimar la dispersion
comun se uso el método de Cox-Reid profile-adjusted likelihood (CR), estimado una
dispersion de 0.297 y se utilizé la prueba de razén de verosimilitud. Un FDR < 0.01
se considerd diferencial. Para visualizar la acumulacién de lecturas en regiones

genodmicas, se utilizé el programa IGV (Robinson et al., 2017).

6.2.8. “Stem-loop” RT-PCR y qPCR

Para validar la expresion de ex-siRNAs y milRNAs en las cepas mutantes y silvestre
de T. atroviride, utilizamos la técnica de “stem-loop” RT-PCR. Los oligonucleoétidos
para RT-PCR se disefiaron para producir amplicones de 72 pb segun Varkonyi-
Gasic et al., 2007 (las secuencias de estos oligonucleotidos se presentan en la
Tabla Suplementaria 4). El cDNA se sintetiz6 siguiendo las recomendaciones del
fabricante del kit de sintesis de cDNA de RevertAid First Strand (Thermo Scientific).
La reaccion de RT se realiz6 en las siguientes condiciones: 30 min a 16 °C, luego
60 ciclos (30 seg a 30 °C, 30 seg a 42 °C, 1 segundo a 50 °C) y finalmente 5 min a
85 °C. La PCR se llevé a cabo segun el kit GoTaqg® Green Master Mix para los RT
semi-cuantitativos y para los qPCR se siguié el protocolo SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Para tener un control interno, identificamos un
tRNA constitutivo codificado en la regién contig 21:1,402,684-1,402,704 del

genoma (Tabla suplementaria 4).
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6.3. Resultados y Discusién

6.3.1. La maquinaria de RNAIi participa en la respuesta al dano

Para determinar si la maquinaria de RNAs pequeios participaba en la respuesta a
herida, evalué el fenotipo de las mutantes nulas de todos los genes que codifican
para la maquinaria de RNAI (dicer, rdrps y argonautas) asi como de la doble mutante
de dicer (Adcr1Adcr2) en respuesta a dano. Asi puede observar una disminucion
drastica en la capacidad de conidiar en respuesta al dafio en los mutantes Adcr2,
Adcr1Adcr2 y Ardr3 (Fig. 15A), similar a lo que ya se habia observado en respuesta
a luz en el trabajo de Carreras-Villasenor et al., 2013, con una reduccién del 99%,
99.5% y 98% en comparacion con la cepa WT, respectivamente (Fig. 15B). Esto
indica que los genes dcr2 y rdr3 juegan un papel importante en la conidiacion
inducida por el daino mecanico. Consistentemente, la capacidad de formar conidios
de la mutante Adcr2 se restauré completamente cuando se volvio a transformar con
el gen dcr2 (dcr2C, Fig. 14B). Para determinar si habia un defecto temprano en las
mutantes Adcr2 y Ardr3 que pudiera explicar su capacidad fuertemente reducida
para producir conidios, evalué la capacidad para regenerar las hifas después del
dafno de estas mutantes. El analisis microscopico de la respuesta al dafio mostro
que existe una disminucion en la capacidad de regeneracion de la mutante Adcr2,
con respecto a la cepa WT y a la Ardr3 (Fig. 15C). Esto se corrobor¢ al realizar una
cuantificacion de las hifas regenerads en estas cepas, lo que mostro una diferencia
significativa en la capacidad regenerativa de la mutante Adcr2: solo el 37% de las
hifas dafadas regeneraron, en comparacion con el 54% observado para la cepa
silvestre (Fig. 15D). Aunque parecia haber un defecto en la capacidad regenerativa
de la cepa Ardr3, éste no fue significativo (p >0.05), lo que claramente muestra que
no existe una correlacion entre la capacidad de regenerar y conidiar, por lo que es
posible que se estén afectando dos procesos diferentes. Curiosamente, la mutante
Adcr2 también se ve significativamente afectada en el crecimiento vegetativo

(Carreras-Villasenor et al., 2013). Estas observaciones sugieren que Dcr2 podria
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participar en el crecimiento y la regeneracion produciendo sRNAs que regulan estos

procesos.
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Figura 15. La respuesta a dafio mecanico esta afectada en las mutantes de la
RNA.I. A) fenotipo de conidiacion en respuesta a dano en la cepa WT y las mutantes
de la RNAI, en medio PDA a las 72 h de crecimiento. B) Cuantificacion de conidios
formadas en respuesta a la herida en las cepas evaluadas. C) Fotografia de la
regeneracion de las hifas en la cepa silvestre y las mutantes Adcr2 y Ardr3, después
de 3 h de ser dafiadas. D) Cuantificacion de la regeneracion en las cepas mutantes
y silvestre. Una prueba de ANOVA, seguida de una prueba de Tukey fueron
realizadas para determinar las diferencias significativas (P<0.05). (Modificada de
Villalobos-Escobedo et al., 2019).

58



6.3.2. Resultados de RNA-seq sugieren que el estado redox celular es

regulado por la RNAi

Como vimos en el capitulo anterior, los mayores y mas importantes cambios
transcripcionales se producen a tiempos tempranos, alrededor de los 15 y 30 min.
Por esta razdn, realicé experimentos transcriptomicos de la respuesta al dafio de
las cepas WT, Adcr2 y Ardr3 a la media hora de que recibieran dafio sobre el micelio,
el numero de lecturas y porcentajes de “mapeos” se muestran en la Tabla
Suplementaria 2. Como se puede apreciar en la Figura 16A, Identificamos 1346,
1384 y 884 genes expresados diferencialmente (comparacion en cada cepa con
dafio contra el crecimiento vegetativo), respectivamente. La Figura 16B muestra
que se indujeron 125 genes y 129 fueron reprimidos en respuesta al dafo
unicamente en la cepa WT y no en las mutantes. Estos genes unicos para la cepa
silvestre pueden incluir aquellos que estan involucrados en la conidiacion, por lo que
el analisis de estos genes nos puede ayudar a saber qué procesos son regulados
por la RNA..

N Reprimidos M Inducidos

Inducidos
WT-l vs WT-C
Adcr2-1 vs Adcr2-C
Ardr3-l vs Ardr3-C

500 600 400 -200 O 200 400 600
Numero de genes

Figura 16.- Analisis transcriptomico de la respuesta al dafno de las cepas WT,
Adcr2 y Ardr3. A) Numero de genes diferenciales en las comparaciones entre las
condiciones con dafo y sin dafio, en las cepas WT, Adcr2y Ardr3 (FDR <0.05, Fold-
change > 1). B) Diagramas de Venn de genes inducidos y reprimidos en los
contrastes realizados. (Tomada de Villalobos-Escobedo et al., 2019).
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Como se puede observar en el heatmap de la Figura 17A, los genes afectados por
ambas mutaciones estan involucrados en los procesos de respuesta inmune,
respuesta a calcio, el crecimiento, la regulacion de la transcripcion/traduccion y la
remodelacion de la cromatina. Estos genes no se inducen al nivel que lo hacen en
la cepa silvestre. Interesantemente, los genes reprimidos estan relacionados con el
metabolismo del carbono y el nitrdgeno, y en muchos casos se relacionan
intimamente con el estado redox celular. En este grupo de genes encontramos al
gen COPY9, el cual es un regulador negativo de la biosintesis de oxilipinas
(Tsitsigiannis and Keller, 2007), ademas de una catalasa y genes que codifican
citocromos P450. Ya hemos descrito que estos genes se reprimen en respuesta al
dafo para conducir a la conidiacion (Hernandez-Ofate et al., 2012), y ahora
observamos que en ausencia de una RNAI funcional, este perfil es afectado. Estas
observaciones sugieren que la regulacion por RNAs pequeios puede tener un papel
importante en los cambios del estado redox celular necesarios para responder a
estimulos ambientales, ademas de afectar el metabolismo de especies reactivas de
oxigeno y la sefalizacion via lipidos oxidados, lo que en consecuencia impide la
activacion de procesos necesarios para la formacién de conidios como proceso de
sobrevivencia en respuesta al dafo. Esto se discute a profundidad en el apartado
8.

Para determinar si estos procesos se enriquecen a nivel global, se llevo a cabo un
analisis de enriquecimiento de categorias funcionales. Se hicieron contrastes donde
se compararon la expresion génica de la cepa WT con respecto al que tienen las
mutantes tanto en la condicion control, como en respuesta a dafio (WT vs
(Adcr2+Ardr3) 12). Como se observa en la Figura 17B, existe un enriquecimiento en
procesos metabolicos reprimidos en la cepa silvestre en respuesta a dano, sobre

todo aquellos relacionados con las vias de aminoacidos.
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Figura 17.- Genes que participan en procesos metabodlicos son regulados por
la RNAIi. A) Comparacién del perfil de expresion de los genes diferenciales unicos
para la WT en las cepas mutantes de la RNAIi. B) Analisis de enriquecimiento de
categorias funcionales de BP en la comparacion WT vs (Adcr2+Ardr3)/2 (FDR <0.01
** FDR <0.05 *). (Tomada de Villalobos-Escobedo et al., 2019).
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Debido a que observé que la regeneracion esta afectada en la mutante Adcr2, pero
no en la Ardr3, realicé un analisis de enriquecimiento en una comparacion pareada
del perfil transcriptémico de estas mutantes y la cepa silvestre, tanto en la condicion
control, como en respuesta a dafio. Asi determiné que los procesos biosintéticos de
aminoacidos y de compuestos organo-nitrogenados en general, se indujeron
preferentemente en ambas mutantes, pero no en la cepa WT (Fig. 18). Este efecto
aumenta claramente en respuesta a dano, por lo que concluimos que para llevar a
cabo el proceso de conidiacidn es necesario reprimir estos procesos metabdlicos a
través de la maquinaria RNA..

Por otro lado, esta claro que la mutante Adcr2 tiene un defecto en el metabolismo
del fésforo y los lipidos, incluso sin dano, que afecta la comunicacion celular y la
capacidad del hongo para responder a los estimulos (Fig. 18). Este defecto es mas
evidente en respuesta al dafio mecanico. Por lo tanto, parece que Dcr2 juega un
papel importante en la regulacion del metabolismo de fosforo y lipidos que no
depende de Rdr3. Este defecto transcripcional puede ser la causa del defecto en la

regeneracion e incluso el de crecimiento.
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Figura 18. dcr2 tiene un papel independiente de rdr3. Heatmap agrupado del
analisis de enriquecimiento de BP en la comparacion pareada de las mutantes
respecto a la cepa silvestre en respuesta a dano y en la condiciéon control (FDR
<0.01 **; FDR <0.05 *). (Tomada de Villalobos-Escobedo et al., 2019).
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6.3.3. Los ex-siRNAs y los microRNAs dependen de Dcr2

Para identificar los RNAs pequefios que podrian estar regulando la expresion génica
durante el crecimiento vegetativo y en respuesta a dafo en T. atroviride, se llevé a
cabo un experimento de small RNA-seq en las cepas WT y Adcr2 (resumen de datos
se muestra en la Tabla Suplementaria 3). La Figura 19A muestra la distribucion
de tamanos de las lecturas de los RNAs pequeios secuenciados. Es evidente que
hay un pico de 21 a 22 nucleétidos en la cepa WT donde se observa la
concentracion maxima de lecturas, tanto en la condicidn control, como en respuesta
al dafno. Para determinar las proporciones de las clases de sRNAs producidas por
las cepas WT y Adcr2, se llevd a cabo una anotacién completa del genoma (Fig.
19B). Este analisis demostrd claramente que los microRNA son la clase de sRNA
producidos principalmente por Dcr2, que son principalmente de 21 a 22 nt de
longitud. Esto se ha observado ya en otros hongos filamentosos como Fusarium
graminearum, F. oxysporum, Metarhizium robertsii y otros mas (Villalobos-
Escobedo et al., 2016). Sin embargo, a la fecha no se ha demostrado con certeza
cual es la funcion de este tipo de sRNAs en estos organismos, por lo que es
interesante encontrar esta poblacion fuertemente afectada en una mutante de dicer
que presenta un fenotipo claro en respuesta a dano. El estudio de los probables

microRNAs en T. atroviride se profundizara en el apartado 7.
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Figura 19.- Existe una clara disminucion en la poblacion de sRNAs en la
mutante Adcr2. A) Grafica de la distribucidn en porcentaje de las lecturas totales
de RNAs pequerios entre 11 y 31 nucledtidos de longitud, en respuesta a dafio y en
la condicién control. B) Anotacién gendmica de las regiones que generan sRNAs y
las lecturas asociadas en cuentas por millén. La grafica muestra el promedio de las
tres replicas bioldgicas. (Modificada de Villalobos-Escobedo et al., 2019).
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La anotacién de las regiones gendmicas que generan los sSRNAs en T. atroviride me
permitié obtener diez grandes grupos funcionales en los que todos los “clusters”
predichos por el programa ShortStack se agruparon (Fig. 20). Identificamos 11877
regiones productoras de RNAs pequefios, de estos 791 fueron candidatos a ser
generados por Dicer (cluster DicerCall). Teniendo en cuenta solo las regiones
DicerCall (resaltadas en el grafico con puntos azules), realicé un analisis de
expresion diferencial global de los sRNAs entre Adcr2 y la WT (FDR < 0.05). Este
analisis mostrd que los sRNAs que provienen de regiones codificantes en sentido y
antisentido dependen principalmente de dcr2 (Fig. 20). Ademas, usando el
programa miRDeep2, se pronosticaron 118 milRNAs, sin embargo, solo se
confirmaron 20 regiones como cluster DicerCall por ShortStack, los cuales también
parecen depender de Dcr2, ya que, en la comparacion, la mayoria de estas regiones
se reprimen por la mutacion del gen correspondiente. Interesantemente, la mutacion
dcr2 parece incrementar la existencia de fragmentos de RNAs que provienen de
ribosomas y tRNAs, que no son predichos como clusteres DicerCall, 1o que hace
pensar que se trata de degradacion, esto puede implicar que en ausencia de dcr2,
existe una degradacion de estas regiones y es posible que esta proteina participe
en la estabilidad del complejo de traduccion, esto es algo interesante que podria ser

abordado en una futura investigacion (Fig. 20).
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Figura 20.- Anotacion genémica y analisis de expresion diferencial de los
sRNAs predichos por ShortStack. Para este analisis se compararon las cuentas
obtenidas para los sRNAs en la cepa WT, contra los obtenidos en la mutante Adcr2
(FDR <0.05). Los puntos azules representan las regiones productoras de sRNAs
con mayor posibilidad de ser procesados por Dicer. (Modificada de Villalobos-
Escobedo et al., 2019).
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6.3.4. Los ex-siRNAs provienen de genes involucrado en el metabolismo
de aminoacidos y el estado redox celular

Todos los sRNAs “mapeados” en sentido, antisentido o en ambos sentidos a
regiones codificantes (ex-siRNAs) fueron considerados para un analisis de
expresion diferencial. Para esto solo se usaron aquellos exones (regiones
codificantes donde se concatenaron varias regiones productoras de sRNAs) con
mas de 5 cuentas por milldén, asi se obtuvieron 1255 regiones a comparar. En la
Figura 21A, se muestra un heatmap donde se presentan aquellos ex-siRNAs que
tuvieron un cambio significativo en la comparacion WT vs Adcr2, tanto en respuesta
al dafo, como en la condicion control. El analisis de este resultado sugiere que los
ex-siRNAs que dejan de producirse en la mutante del gen Dcr2, provienen de genes
importante en el metabolismo de aminoacidos, asi como en el control del estado
redox intracelular. Genes que codifican para una NADH deshidrogenasa, una
epimerasa dependiente de NAD y una kinurenina 3-monooxigenasa producen ex-
siRNAs de una manera dependiente de Dcr2. Ademas, genes importantes en la
sintesis de polisacaridos como una polisacarido-sintetasa Cps1p y la UDP-glucosa
6-deshidrogenasa, también generan este tipo de sRNAs. Esta observacion
correlaciona a nivel global en los transcriptomas de las mutante Adcr2 y Ardr3
(categorias enriquecidas), lo que sugiere que posiblemente existe regulacion directa
por ex-siRNAs de procesos metabdlicos, incluso durante el crecimiento vegetativo.
Hasta este momento lo que puedo sugerir, es que el control via siRNAs es necesario
para regular procesos metabodlicos que usen NADH o NADPH, para llevar a cabo
procesos anabolicos. Interesantemente, en el analisis transcriptomico de las
mutantes de la RNAI, observé que el gen Nmral1 (HSCARG) se induce en ambas
mutantes, esta proteina actua como un sensor del estado redox celular y a bajos
niveles de NADPH, se une a la proteina Argininasuccinato sintasa (AS), que
participa en la sintesis de 6xido nitrico. Esto lleva a la inhibicion de la sintesis del
oxido nitrico y los genes involucrados con muerte celular programada no se activan
en cultivos de células de humanos (Zhao et al., 2008). Como discuti en el apartado
anterior, la activacion de estos genes, previamente involucrados en la muerte celular

programada, se produce en respuesta al dafio. Asi también en el analisis
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transcriptomico de las mutantes de la RNAI aparecieron afectados los genes que
codifican una proteina con dominio HET y otra con el dominio NACHT, lo que
correlaciona con nuestra hipotesis. Sin embargo, no todo el grupo de genes
necesarios para la regeneracion estan alterados en estas mutantes, por lo que esto
solo explica parcialmente el defecto observado en las mutantes. Aun asi, estos
datos sugieren fuertemente que los cambios metabdlicos controlados por los ex-
siRNAs, permiten la correcta activacion de genes intimamente ligados a la
respuesta a dafio mecanico.

En la Figura 21B se ilustra como los transcritos de estos genes metabdlicos se
encuentran bajo una regulacién negativa que se pierde tanto en las mutantes Adcr2
como Ardr3. Ademas, se observa la acumulacion de ex-siRNAs en estas regiones
en la cepa silvestre, lo que no sucede en la mutante del gen Dcr2. Para verificar que
tanto dcr2 como rdr3 estan implicados en la biogénesis de los ex-siRNAs, se realizd
un stem-loop RT-PCR del ex-siRNA mas abundante identificado, derivado del
transcrito 297535 (Fig. 21C). Como se esperaba, este ex-siRNA esta presente tanto
en el WT como en el fondo de Aago1 y desaparece por completo en las mutantes
Adcr2 y Ardr3.
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Figura 21. Los ex-siRNAs diferenciales entre la cepa WT y la mutante Adcr2,
provienen preferentemente de genes metabdlicos. A) Heatmap de los ex-
siRNAs con mayor cambio en la comparacion WT vs Adcr2. B) Visualizacion
genodmica de la acumulacién de los ex-siRNA en dos regiones codificantes. C) stem-
loop RT-PCR del ex-siRNA proveniente del transcrito 1D:297535 en las cepas WT,
Adcr2, Ardr3 y Aago1, los fragmentos observados son de 72 bp. Un tRNA fue usado
como control de carga. (Tomada de Villalobos-Escobedo et al., 2019).

6.3.5. La expresion del gen rdr3 y dos genes regulados por la RNAi es

inducida durante el desarrollo asexual después del dano mecanico

Para determinar si los genes de donde provienen los ex-siRNAs son regulados
durante el proceso de conidiacion, se realizd una cinética hasta las 36 horas
después del daino. En la Figura 22A, se muestra el curso temporal de la respuesta
de una colonia de la cepa silvestre a la herida, donde se observa que no es sino
hasta las 24 h donde ya se aprecia micelio aéreo y la conidiacidén en la zona del

dafo, y hasta las 36 h donde ya se aprecia que las conidias estan completamente
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pigmentadas y maduras. Al evaluar la expresion de los genes con mayor numero de
ex-siRNAs asociados (Fig. 22B), es claro que la Quinurenina 3-monoxigenasa al
entrar al proceso de formacién de conidios es significativamente reprimida, lo que
correlaciona directamente con el perfil observado en el gen rdr3, el cual incrementa
su expresion justamente en a las 24 y 36 h (P < 0.05). Esto sugiere que la mayor
actividad de represion sobre los genes controlados se produce durante la
conidiacién. Sin embargo, no todos los genes que tienen asociados este tipo de ex-
siRNAs cumplen con este patron, ya que el gen 297535 el cual tiene un dominio F-
box, no cambia significativamente su expresion en ningun punto del curso temporal
(Fig. 22B). El nivel de expresidn de este gen es muy bajo en todos los puntos, por
lo que suponemos que siempre esta bajo el control de la maquinaria de RNAi en el

fondo silvestre.
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Figura 22.- Analisis de expresion de genes durante la conidiacion. A)
Seguimiento del proceso de conidiacién después del dafio mecanico. Las fotos del
micelio van desde el tiempo 0 hasta las 36 horas después del dafio. B) gPCR de la
expresion de 2 genes silenciados via la maquinaria de RNAi y el gen rdr3. Los
asteriscos destacan donde existe expresion diferencial entre los tiempos evaluados.
Una prueba de ANOVA, seguida de una prueba de Tukey fueron realizadas para
determinar las diferencias significativas (P<0.05). Un gen que codifica para la DNA
polimerasa famB fue usado como control interno del gPCR.
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6.4. Conclusion

Es evidente que existe un defecto drastico en la respuesta al dafo en las mutantes
de los genes dcr2 y rdr3. En esta tesis determiné que claramente estos dos genes
participan en la biogénesis de ex-siRNAs y regulan procesos intimamente ligados
con rutas de metabolismo de aminoacidos y la regulacion del estado redox celular.
Se puede suponer entonces que, para poder entrar al proceso de reproduccion
asexual disparado por el estrés, es necesario una detencion metabdlica de las vias
de metabolismo de aminoacidos, podemos suponer que precursores son redirigidos
para la biogénesis de material genético y ademas promover un incremento del poder
reductor, que puede llevar a una activacion de genes esenciales para la conidiacion.
Hasta ahora sabemos que las NADH oxigenasas (Nox1 y NoxR), participan en la
produccion de especies reactivas de oxigeno, usando NADPH para este proceso.
La acumulacion de ROS es esencial para iniciar la conidiacion en respuesta a dafio
en T. atroviride (Hernandez-Ofate et al., 2012), esto sugiere que la acumulacion de
poder reductor puede ser esencial para este proceso.

Por otro lado, el NADPH proporciona parte del poder reductor necesario para las
reacciones de reduccion en rutas biosintéticas. Por lo que propongo que los ex-
siRNAs participan en la regulacion de los procesos metabdlicos que usan este poder
reductor, redirigiendo su uso a la acumulacion de ROS o incluso a biosintetizar
componentes importantes como pigmentos o el material genético de los conidios.
Por ejemplo, nosotros pudimos observar ex-siRNAs provenientes de genes
metabdlicos claves, como la Quinurenina 3-monoxigenasa, la cual al convertir L-
quinurenina a 3-hidroxi-L-quinurenina, oxida NADPH a NADP+, y fue evidente que
es el momento de la diferenciacion celular a las 24 h cuando la represién sobre este
gen se produce. Interesantemente, es en este momento cuando el gen rdr3 tiene su
mayor actividad, o que sugiere que esta via de silenciamiento puede regular la
expresion de genes durante la conidiacion. Sin embargo, nosotros ya podemos
observar la regulacién basal sobre estos procesos incluso sin estimulo, implicando
gue una regulaciéon sobre estos procesos redox, es necesaria para mantener la

homeostasis celular.
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7. Los microRNA regulan la regeneracion y la conidiaciéon en
respuesta a daino mecanico en T. atroviride

7.1. Introduccion

En los animales y las plantas los microRNAs son esenciales para el desarrollo y
para sobrevivir y adaptarse a estimulos ambientales. Sin embargo, por mucho
tiempo en los hongos filamentosos no ha sido evidente el papel de este tipo de
RNAs pequefios. En el 2010, Lee y colaboradores identificaron por primera vez
RNAs pequeios provenientes de estructuras tallo-bucle similares a los microRNAs
en Neurospora crassa. Sin embargo, al tener diferencias en las vias de biogénesis,
ya que aunque similares, no son las mismas proteinas las que dan lugar a estas
moléculas y también tienen diferencias a nivel estructural, ya que la mayoria de ellos
proviene de precursores bastante cortos, por lo que estos sRNAs fueron nombrados
miRNA-like small RNAs (milRNAs). Ademas, se demostré que los milRNAs de
Neurospora, eran capaces de reprimir la expresion génica a nivel postranscripcional
(Lee et al., 2010). Esto inmediatamente hizo preguntarse qué funcién podrian jugar
a nivel fisiolégico. Interesantemente, a la fecha no ha sido establecido el papel de
estas moléculas, en los hongos.

Recientemente se ha descubierto que este tipo de sRNAs son comunes en otros
hongos filamentoso como Fusarium graminearum 'y Metarhizium robertsii. En estos
organismos, los milRNA se han correlacionado con la regulacion de la reproduccion
sexual y asexual (Son et al., 2017; Meng et al., 2017). Sin embargo, hasta el dia de
hoy, no existe una demostracion experimental de la funcion fisiolégica de ninguna
de estas moléculas y, por lo tanto, no esta claro si los milRNA, son tan importantes
en los hongos como en otros eucariotes (Torres-Martinez & Ruiz-Vazquez, 2017;
Villalobos-Escobedo et al., 2016; Yang et al., 2013). En este trabajo evalué el
comportamiento de los tres milRAs mas abundantes en T. atroviride y determinamos
que ellos parecen jugar un papel importante durante el proceso de desarrollo de
este hongo. Ademas, se realizé un experimento de mutacion por remplazo génico
que permitié determinar que uno de estos milRNAs es esencial para la regeneracion

y el crecimiento de T. atroviride.
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7.2. Materiales y Métodos

7.2.2. Cinéticas de crecimiento

El crecimiento radial de las cepas se evaluo en cajas Petri de 14 cm de diametro y
el crecimiento se midio a las 12, 24, 36, 48 y 60 horas después de la inoculacién, a

28 °C en la oscuridad.

7.2.3. Prediccion de microRNAs

Para la prediccion inicial de microRNAs, se utilizé el software miRDeep2
(Friedlander et al., 2012), utilizando para esto un concatenado de todos los archivos
fastq obtenidos de la secuenciacion de las cepas WT y Adcr2, esta ultima afectada
en el gen dicer2 (descrito en el capitulo anterior), con todos los parametros
predeterminados. Para poder determinar la expresion diferencial entre los
microRNAs predichos, se cuantificd el numero de lecturas asociadas a las regiones
gendmicas anotadas como productoras de microRNAs, usando el paquete
GenomicRanges (Lawrence et al., 2013). Las lecturas que no se asignaron a
ninguna region con anotacidon se consideraron como de regiones intergénicas. Para
analizar la clasificacién funcional general de cada biblioteca, también anotamos
lecturas de cada longitud posible (11-31 nucledétidos) y presentamos esto en una
grafica de barras (longitud de lectura, anotacién y cantidad de lecturas asociadas).
Utilizando la prediccion de miRDeep?2 junto con la de ShortStack, identificamos los
microRNAs con la mayor posibilidad de tener un papel regulador y que dependen

de dcr2 para su biogénesis.

7.2.3. Prediccion de genes blanco de los milRNAs predichos

Los genes blanco de los 3 microRNAs diferenciales entre Adcr2 y WT fueron
predichos. Esta prediccion se realizé utilizando el paquete TargetFinder (Fahlgren

et al., 2010), que alinea la secuencia de microRNAs contra todos los transcritos del
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genoma (11816 genes predichos para T. atroviride). Este programa calcula una
calificacion del sitio usando una matriz de penalizacion ponderada por posicién y se
usa normalmente en la busqueda de genes blanco en las plantas. Aunque el valor
predeterminado de punto de corte del puntaje es 4, en este analisis decidimos usar
un valor laxo de 8. Las secuencias evaluadas fueron, milRNA1:
UGAAACCCCGGACAAACUUGCG, milRNA2: UUUUGCGAUGCCCAAUAUCUGU
y milRNA3: UGUGAAGCUAAUCACUCGGUAUC. Que resultaron ser los milRNAs
mas abundante en la cepa silvestre y diferenciales en la comparacion con la mutante

de dcr2.

7.2.4. Generacion de la mutante nula del milRNA2

La regién contig 17:1,121,016-1,121,375 de wuna longitud de 349 nt fue
reemplazada por un casete de resistencia a higromicina mediante la técnica de
double-joint PCR (Yu et al., 2004). Los oligonucletdtidos usados para esta
transformacion se presentan en la Tabla Suplementaria 4. Los constructos de
reemplazo se usaron directamente para la transformacion de protoplastos por PEG
de la cepa WT y las cepas transformantes se sometieron a cinco rondas de pases
monosporicos en medio PDA con higromicina. A partir del evento de transformacion,
se obtuvieron 10 posibles transformantes y se realizé una PCR usando los anidados
para verificar la mutacién. Ademas, se realiz6 un analisis por Southern blot
siguiendo técnicas estandar (Joseph & David, 2001). La enzima de restriccion Ncol
se uso para obtener el patron de formacién de bandas apropiado y el fragmento “rio
arriba” de la region del pre-milRNA2 se marcé con *?P y se usd como sonda para la
hibridacién (figura S3).

7.3. Resultados y Discusién

7.3.1. Tres principales milRNAs producidos en T. atroviride

En el analisis global de la expresion diferencial de sRNAs entre las cepas WT y
Adcr2 obtenida de la secuenciacion descrita en el apartado 5 fue evidente que la

poblacién de milRNAs se ve afectada principalmente por la ausencia de Dcr2. Un
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analisis de expresion entre los datos de la cepa WT y la mutante Adcr2 (Fig. 23A;
FDR <0.05), mostré que hay tres principales milRNAs altamente expresados en la
cepa silvestre, pero que estan ausentes en la mutante Adcr2. Ademas, como en el
caso de los miRNAs de los animales, estos milRNAs tienen preferentemente un
uracilo en el extremo 5' (Fig. 23B; Ha & Kim, 2014). Por otro lado, en la Figura 23C,
se presenta una visualizacion de las regiones gendmicas donde se produce la
acumulacion de las lecturas de los RNAs pequenos, usando el programa /GV, del
milRNA1 y el milRNA2 (orden por abundancia), los cuales exhiben un perfil de
acumulacion de lecturas similar al de microRNAs de las plantas y los animales,
donde existen dos picos separados por un valle (Kozomara & Griffiths-Jones, 2013).
EI miIRNA1 maduro esta codificado en la cadena negativa, mientras que el milRNA2
maduro esta en la cadena positiva y hay un aumento en la expresion de pri-milRNAs
en la mutante Adcr2, lo que sugiere que estos pri-milRNAs son procesados por esta
proteina. La evidencia antes expuesta de perfil transcripcional y similitudes con los
microRNAs de los animales y las plantas, indica que estos milRNAs pueden ser

funcionales para regular la expresion de genes.
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Figura 23.- Existen tres milRNA altamente expresados en T. atroviride. A)
Grafica de barras que muestra la expresion diferencial de las regiones que dan lugar
a milRNAs, esto en la comparacion WT vs Adcr2, datos concatenados, las barras
rojas muestran los milIRNAs inducidos significativamente (FDR <0.05). B)
Preferencia de base de inicio en los milRNAs predichos. El porcentaje se calculd
usando el numero total de milRNAs predichos como el cien porciento. C)
Visualizacion gendmica de la distribucion de miRNAs 1 y 2 (en azul los milRNAs y

en gris los pri-milRNAs). (Modificada de Villalobos-Escobedo et al., 2019).
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7.3.2. Los microRNAs incrementan su expresion durante el desarrollo

asexual disparado por el daino

Para establecer el papel de los tres milIRNA principales producidos por Dcr2, se
determind su patron de expresion a lo largo del tiempo. Esto se realizé durante 6
etapas del proceso de desarrollo asexual que conducen a la formacién de conidios
maduros al término de 36 h después del dafio mecanico. Para esto se realizo la
técnica de stem-loop RT-gPCR como se describié anteriormente (apartado 5).
Aunque los tres milIRNAs se expresan durante el crecimiento vegetativo, su
expresion aumenta fuertemente cuando se producen conidiéforos (24 a 36 h
después del dafo). El aumento drastico durante la diferenciacion y la maduracion
de los conidios sugiere que estos sRNAs desempefian un papel importante en la
conidiacién disparada por el dano mecanico (Fig. 24). Hasta este punto no sabemos
si este efecto en la expresion de los milRNAs es causa o efecto, pero es interesante
que sea en este punto el mayor punto de concentracion para los tres milRNAs

altamente expresados en la cepa WT.
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Figura 24.- Los milRNAs aumentan su expresion durante la proliferaciéon y
diferenciacion celular desencadenadas por el daiio mecanico. En las graficas
de barra se muestra un curso temporal de la expresion de milIRNA1, milIRNA2 y
mMiIRNAS3 durante el desarrollo asexual, realizada mediante la técnica de stem-loop
gPCR usando a un tRNA como control de carga. En la parte superior de la graficas
se muestran las respectivas secuencias de cada milRNA evaluado. (Modificada de
Villalobos-Escobedo et al., 2019).

7.3.3. El milRNA2 participa en la regulacién del ciclo celular

Dada la abundancia y la posible importancia de estos milRNAs en el desarrollo,
realicé una prediccién de genes blanco para cada uno de estos milRNAs usando el
programa TargetFinder (Fahlgren et al., 2010). Los blancos predichos consistieron
en 29 genes para milRNA1, 173 para milIRNA2 y 44 para milRNA3. Para determinar
si los blancos de los milIRNAs se inducen en ausencia de dcr2, un analisis de
expresion diferencial entre la mutante Adcr2y la cepa WT a los 30 minutos de recibir
dafo fue realizado. Este analisis mostré que 1053 genes son inducidos y 1292
reprimidos (Fig. 25; FDR <0.05, sin usar un filtro de fold-change). Solo dos de los
genes blanco predichos para milRNA1 se indujeron significativamente en esta
comparacién, mientras que 15 genes blanco de milRNA2 fueron inducidos y 24
reprimidos. Fue interesante que este cambio es marcado solo en respuesta al daio,
ya que al hacer este analisis en la condicion control, este cambio no fue evidente.
Al analizar los blancos del milRNAS3, 13 genes se expresaron diferencialmente, pero

unicamente 2 parecen inducirse, incluso sin dafo (Material suplementario). Asi

80




podemos ver que aquellos genes posiblemente regulados por el milIRNA2, incluso
a este tiempo después del dafo, parecen estar regulados negativamente como se
puede observar en la Figura 25, donde se muestra la comparacion de la expresion
de los genes blanco en la mutante Adcr2 y la cepa WT. En esta grafica se destacan
unicamente los blancos del milIRNA1 en azul y los blancos del milIRNA2 en amairrillo,
mientras que los genes diferenciales en esta comparacion estan representados en
puntos color verde. Varios de los genes blanco del milRNA2 codifican proteinas
relacionadas con la fosforilacion, tal como una hitidin-serina fosfotransferasa y dos
cinasas, como se puede observar en la Tabla 2. Uno de estos genes es homaologo
del gen chk2, el cual ha sido descrito como un gen regulador negativo del ciclo
celular, que fosforila al CDC25 para inhibirlo. Esta observacion puede sugerir que la
presencia del milRNA2 incentiva la progresion del ciclo celular (Zannini et al., 2014;
Matsuoka et al., 1998).
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Figura 25.- Expresion diferencial de los genes blanco para milRNA1 y
milRNAZ2. En la grafica se muestra en la comparacion transcriptomica entre la cepa
mutante Adcr2 y la WT en respuesta a dafio mecanico. Los blancos para el milRNA1
estan representados con puntos azules, mientras que los puntos amarillos
representan a los blancos del milIRNA2 y los verdes a aquellos genes diferenciales
en esta comparacion (FDR < 0.05). (Modificada de Villalobos-Escobedo et al.,

2019).
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Tabla 2.- Valor del fold-change en log. positivo de los genes blanco para el miIRNA2
inducidos en la comparacién mutante Adcr2 y cepa silvestre. En amarillo se
destacan los valores significativamente diferentes en cada comparacion Adcr2-
control vs WT-control y Adcr2-dafio vs WT-dafio (FDR < 0.05). En la columna
Nombre del gen, se muestra la anotacién de los genes.

[0] Dcr2-C vs WT-C Dcr2-lvs WT-l Nombre del gen

id_297304 3.44 3.93 Transcription factor/CCAAT displacement protein CDP1
id_131874 3.23 0.97 C2H2-type Zn-finger protein

id_294361 2.88 3.02 rna-directed rna polymerase

id_302589 2.68 1.56 aaa family

id_297472 1.87 1.58 dephospho- kinase

id_224038 1.62 1.77 peroxisomal-coenzyme a synthetase

id_33117 1.38 1.78 hypothetical protein

id_298895 1.20 0.72 hypothetical protein

id_318101 0.94 1.01 ferric-chelate reductase

id_85646 0.56 0.61 kinase domain containing protein

id_252945 0.39 0.51 serine threonine-protein kinase chk2

id_291715 0.31 0.44 Nucleolar GTPase/ATPase p130

id_302435 0.28 0.44 Splicing coactivator SRm160/300, subunit SRm300
id_157172 0.10 0.80 heat shock protein 78

id_131680 -0.04 0.34 proteasome component c5 u

7.3.4. EI milRNA2 regula el crecimiento y el desarrollo asexual en

respuesta a dano.

Para determinar la funcién de milRNA2, la regién gendmica que da lugar al
precursor de este milIRNA se reemplazé por un casete de resistencia a higromicina.
Se seleccionaron dos mutantes independientes y se confirmaron por PCR y
Southern blot (Fig. S2). Para demostrar que nuestras dos mutantes perdieron la
expresion de milRNA2, se realizé una stem-loop RT-PCR para los milRNA1,
mMiIRNA2 y milRNAS3, en las cepas WT, Adcr2, Adcr1Adcr2, Ardr3, las dos mutantes
del miIRNA2 y dcr2C (Fig. 26A). Como se esperaba, no se detectdé expresion para
ninguno de los mMiIRNAs en las cepas Adcr2 y Adcr1Adcr2, y su expresion se
restablecidé en la cepa dcr2C. No se alterd la expresion de ninguno de los tres

milIRNAs en la mutante Ardr3, lo que indica que, como se esperaba, RdrP3 no
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participa en la biogénesis de estos sRNAs y por lo tanto es especifica para producir
ex-siRNAs, como se demostré en el capitulo anterior. Cuando se evalud la
expresion de estos milIRNAs en las mutantes de milRNA2, unicamente se perdio la
expresion de milRNA2 y no de los otros dos. Esto implica que milIRNA2 no esta
implicado en la regulacion de la expresion de milRNA1, ni de milRNAS3.

La caracterizacion de las cepas Adcr2, dcr2C, Ardr3y las dos mutantes de milRNA2,
indicé que hay un defecto en el crecimiento vegetativo de las mutantes de milRNA2
y la mutante Adcr2 (Fig. 26B y Fig. 26C). Al hacer una cinética de crecimiento se
observo una disminucion significativa entre la tasa de crecimiento de la cepa WT y
las mutantes Adcr2 y AmilRNA2, alcanzando una diferencia del 40% a las 60 horas
(p < 0.05). Curiosamente, la tasa de crecimiento de las mutantes Adcr2 y AmilRNA2
es indistinguible (Fig. 26C). Por el contrario, no se observo diferencia significativa

entre la WT y la mutante Arar3.
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Figura 26.- Mutacion especifica del milRNA2 causa un defecto en el
crecimiento. A) Stem-loop RT-PCR de los tres milRNAs mas abundantes en las
células de T. atroviride en los diferentes fondos genéticos evaluados, como
controles negativos en la electroforesis se usaron el PCR sin RNA en el RT y el
control negativo del PCR (sin cDNA). B) Comparacion de fenotipo de crecimiento a
las 72 horas de crecimiento de las cepas WT, Adcr2, dcr2C, Ardr3, AmilR2(3) y
AmilR2(4). C) Cinética de crecimiento durante 60 horas de las cepas WT, Adcr2,
AmIilR2-3 y AmilR2-4 creciendo en PDA, una prueba de Tukey fue realizada para
determinar la diferencia estadistica del crecimiento entre las cepas (p<0.05).
(Modificada de Villalobos-Escobedo et al., 2019).
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7.3.5. El milRNA2 regula la capacidad de regeneracion de las hifas

Debido al patron de expresion de milRNA2 y el de sus posibles genes blanco,
decidimos analizar la respuesta de la mutante al dafo, pero también su capacidad
para producir conidios cuando crece bajo luz constante. La mutacion de este
milIRNA afecté significativamente la produccién de conidios en respuesta al dafo,
como en la mutante Adcr2 (Fig. 27A). Sin embargo, las mutantes de milRNA2
pudieron conidiar cuando se expusieron a luz constante, lo que sugiere que este
defecto causado por la pérdida del milIRNA2, es especifico para la respuesta del
dafio mecanico. Por lo tanto, decidi evaluar la capacidad regenerativa como una
respuesta especifica al dafno. La capacidad para regenerar de los mutantes Adcr2
y AmilIRNA2 se vio afectada de forma similar, mostrando una reduccion significativa
en comparacion con la cepa WT (Fig. 27B). Sin embargo, este defecto no explica
por completo el defecto en la conidiacion, lo que nos llevé a pensar que la mutacién

del milIRNA2 afecta a genes vinculados a la conidiacion.
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Figura 27.- Fenotipo de conidiacion de las cepas mutantes del milRNA2 en
respuesta a luz constante y daino mecanico. A) Conidiacion en las cepas WT,
Adcr2 y las dos mutantes del milRNA2 después de crecer durante 72 horas en luz
blanca constante y a las 36 horas del dafio mecanico. B) Cuantificacion de la
regeneracion de las hifas en las cepas WT, Adcr2 y una mutante milRNA2. Una
prueba de ANOVA, seguida de una prueba de Tukey fueron realizadas para
determinar las diferencias significativas (P<0.05). (Modificada de Villalobos-
Escobedo et al., 2019).
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7.3.6. RNA-seq de la mutante del milRNA2

Para conocer qué transcritos son afectados en su expresion por la mutacién de la
region precursora del milIRNA2, se realizé un experimento de RNA-seq tanto en la
mutante milIRNA2, como en la cepa WT, ambas sometidas a dafio mecanico. En
primer término, quisimos saber qué sucedia en la region que da lugar a este RNA
pequeno. Para ello visualizamos la acumulacion de transcritos en esta region, de
los transcriptomas de la cepa WT, Adcr2, Ardr3 y la mutante del milIRNA2. Como se
puede observar en la Figura 28A, el transcrito precursor es de alrededor de 1400
pb y contiene a una region codificante con el ID: 160296. Con este analisis se pudo
determinar que existe una acumulacion baja de lecturas distribuidas uniformemente
a lo largo del pri-milRNA2 en las cepas WT y Ardr3. Sin embargo, la expresion de
pri-milRNA2 se incrementa significativamente en las mutantes Adcr2 y AmilRNA2,
con un valor de log2Fold-change de 2.3 y 2.1, respectivamente. Como era de
esperar, la region de 349 pb que codifica para el pre-milRNA2 (Tabla
Suplementaria 4), que se reemplazé en la mutante AmilRNA2, no tiene lecturas
asociadas, confirmando que la mutacion es precisa y que ademas esta mutacion no
causa la degradacion de la pri-milRNAZ2, descartando que pueda ser esta una causa
del fenotipo observado. Las lecturas de RNAs pequefios asociados al milRNA2 se
acumulan en la region 3'UTR de pri-milRNA2 en la cepa WT y desaparecen en la
mutante Adcr2, como se observa en la figura superior en azul (Fig. 28A).

El analisis de expresion diferencial total en la comparacion AmilRNA2-Injury vs WT-
Injury, mostré 1950 genes inducidos y 1553 genes reprimidos (Fig. 28B; FDR
<0.05). En este analisis, 28 de los genes blanco predichos para milRNA2 fueron
inducidos y 13 reprimidos en la AmilRNA2 con respecto la cepa WT (Tabla 3), esto
en respuesta a dafio. Dentro de los genes inducidos en la mutante AmilIRNAZ2,
encontré al chk2 quinasa, hptlp y una histidina fosfotranferasa, que estan
relacionados con procesos de sefalizacion. También encontré a los genes que
codifican un factor de transcripcion, una ARN polimerasa y la CDP1, los cuales
regulan la expresion de genes y tienen el mismo perfil de expresion que en la cepa
Adcr2. Curiosamente, una serie de genes relacionados con el metabolismo de

esteroles y la sintesis de fosfolipidos como la c-3 esterol deshidrogenasa c-4
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descarboxilasa y la Fosfatidilserina descarboxilasa estan desregulados en esta
mutante. Ademas, algunos genes se inducen especificamente en esta mutante, que
no llegan a ser diferenciales en la cepa Adcr2, como la Histidina cinasas hhk6p y la
Hidstidina fosfotransferesa hpt1p, los cuales estan involucrados en la senalizacion.
Es posible que la mutacién especifica de este milRNA permita ver este

comportamiento aun mas claro de estos posibles genes blanco.
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Fig. 28.- Expresion diferencial de genes en el fondo mutante del milIRNA2. A)
Comparacion de la acumulacion de lecturas del milRNA2 y pri-milRNA2 en la region
gendémica donde se realizé la mutacion. En la figura se muestran dos valores de
expresion diferencial del pri-milRNA2 en el fondo mutante dcr2 y milRNA2 (FDR <
0.05). B) Perfil transcripcional de genes blanco en la mutante AmilRNA2, comparado
con el perfil de expresion en la cepa silvestre. Los puntos verdes representan a los
genes expresados diferencialmente, mientras que los puntos azules y amarillos
representan a los genes blanco de milRNA1 y milRNAZ2, respectivamente.
(Modificada de Villalobos-Escobedo et al., 2019).
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Tabla 3.- Valor del fold-change en log2 de los genes blanco para el milRNA2
inducidos en la comparacion mutante Adcr2 y AmilRNA2 contra la cepa WT. En
amarillo se destacan los valores significativamente diferentes en cada comparacion
(FDR < 0.05).

ID milRNA2-lvs WT-l  Dcr2-lvs WT-l Nombre del gen

id_297304 272 3.93 Transcription factor/CCAAT displacement protein CDP1
id_294361 1.13 3.02 rna-directed rna polymerase

id_33117 0.87 1.78 hypothetical protein

id_297472 0.73 1.58 dephospho- kinase

id_318101 0.85 1.01 ferric-chelate reductase

id_85646 0.97 0.61 kinase domain containing protein

id_252945 1.51 0.51 serine threonine-protein kinase chk2

id_317135 1.00 0.48 c6 transcription factor

id_88984 0.72 0.47 histidine phosphotransferase hpt1p

id_89433 0.89 0.45 c-3 sterol dehydrogenase c-4 decarboxylase
id_302435 0.34 0.44 Splicing coactivator SRm160/300, subunit SRm300
id_131680 0.51 0.34 proteasome component c5

id_185227 0.50 0.28 hsp40 co-chaperone

id_297990 0.46 0.26 ring-box protein 1

id_129005 0.65 0.25 rna polymerase-associated protein

id_268387 0.77 0.24 acetylornithine deacetylase

id_38953 0.32 0.23 mediator of rna polymerase ii transcription subunit 7
id_146755 0.97 0.22 phosphatidylserine decarboxylase family protein
id_281328 0.33 0.20 hypothetical protein

id_47305 0.31 0.20 intracellular serine protease

id_79912 0.38 0.19 adaptor complexes medium subunit family protein
id_138587 1.91 0.18 flavin-binding monooxygenase

id_37369 1.60 0.17 acyl- n-acyltransferase

id_152868 1.02 0.13 histidine kinase hhkép

id_238874 1.31 0.06 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase
id_302018 0.56 0.05 mfs quinate transporter

id_164264 0.31 -0.01 camp-dependent protein kinase catalytic subunit
id_181383 1.96 -0.03 nachtand wd domain protein

id_156465 1.19 -0.06 duf221 domain-containing protein

id_315140 0.34 -0.06 kinesin related protein 1

id_152303 1.21 -0.10 duf323 domain protein

id_292337 0.48 -0.18 carbohydrate esterase family 3 protein
id_297977 0.37 -0.20 hypothetical protein

id_150261 1.47 -0.47 mfs transporter

id_78753 0.36 -0.60 hypothetical protein

id_256104 0.43 -0.61 nitrite reductase
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7.3.7. La mutacion de dcr2 y milRNA2 afectan los mismos procesos

Para tener una idea mas clara de los cambios globales como producto de la
mutacion del milRNA2, realicé un analisis de enriquecimiento de procesos
biolégicos en la mutante, y se compararon con aquellos procesos biologicos
afectados en las mutantes de la RNAI. Interesantemente, muchos procesos que
estan reprimidos en la mutante Adcr2 también lo estan en la mutante AmilIRNAZ2,
pero no en la Ardr3, lo que sugiere que estos cambios se deben al control a través
de este milRNA (Fig. 29A). Dentro de estos procesos se encuentran el metabolismo
del fosforo y el catabolismo de compuestos organonitrogenados, asi como el
metabolismo de nucledtidos trifosfatados. Estos procesos estan intimamente
relacionados con la sefalizacion a través de cascadas de fosforilacion. Al explorar
los genes contenidos dentro de estas categorias funcionales afectadas, se encontré
qgue los genes maestros del ciclo celular y la sefalizacion para iniciar procesos de
proliferacion celular como STE, DCD24, DCD2, ppk30, Calcineurina y otros son,
aunque de una manera sutil, reprimidos consistentemente tanto en la Adcr2, como
en la AmilRNA2, pero no en la mutante Ardr3 (Fig. 29B).
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Figura 29.- Procesos Bioldgicos involucrados en sefnalizacion y ciclo celular
son regulados por milRNA2. A) Heatmap agrupado del analisis de enriquecimiento
de Proceso Bioldgico (FDR <0.01 **, FDR <0.05 *) en la comparacién general de las
mutantes Adcr2, AmilRNA2 y Ardr3 contra la cepa WT como control. B) Perfil de
expresion diferencial de los genes afectados por la mutacion de milRNA2 y dcr2
(FDR <0.05). (Modificada de Villalobos-Escobedo et al., 2019).
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7.4. Conclusion

Con los resultados aqui presentados, pude concluir que, aunque existen varios
microRNAs codificados a lo largo del genoma de T. atroviride, tres de ellos son
altamente abundantes en la cepa silvestre. En el fondo mutante del gen que codifica
para Dcr2, todos los milRNAs predichos estan abatidos, lo que indica que son
producto de la actividad de esta proteina. Sin embargo, en la biogénesis de este
tipo de sRNAs, no participa la proteina Rdr3, lo que si sucede en el caso de los ex-
siRNAs, por lo que se trata de dos vias que coparticipan en la respuesta al dafo.
Interesantemente, la expresion de los principales miIRNAs incrementa
drasticamente después del dafio mecanico, llevando a la maxima acumulacion en
las etapas de diferenciacién y maduracion de conidios. Esto sugiere que los
miIRNAs pueden regular procesos implicados en el desarrollo desencadenado por
el dafo, lo que correlaciona con lo que se ha observado en Fusarium graminarum
(Zeng et al., 2018).

Como ya he mencionado, aunque implicados por perfiles de expresién, a la fecha
poco se sabe de la funcion fisioldgica de los milRNAs identificados en otros hongos
filamentosos. Por esta razén decidi hacer mutaciones dirigidas a los tres microRNAs
identificados con expresioén diferencial entre la mutante Adcr2 y la cepa silvestre. A
pesar de que se realizaron varios intentos de transformacion durante el desarrollo
de este trabajo, unicamente se pudo obtener la mutante del milRNA2. Dado que las
mutaciones se realizaron en regiones no codificantes, es probable que exista un
impedimento a nivel de la estructura de la cromatina para llevar acabo la
recombinacion homdéloga o que estas regiones son esenciales para la viabilidad del
hongo, por lo que quiza sea necesario usar otras técnicas de mutaciones dirigidas
como CRISPR/Cas9, la cual ya ha sido probada en Trichoderma reesei (Liu et al.,
2015). Ademas, se podria realizar la técnica de MIMIC, con la que es posible
complementar a la mutante del milRNA2 y del gen dcr2, con un miRNA sintético (Jin
et al., 2015; Thomson et al., 2013) para evaluar si efectivamente se puede rescatar
el fenotipo usando un sRNA especifico.

Sin embargo, pese a estos problemas, fue de mucho interés encontrar que los

cambios fenotipicos de la mutante milIRNA2 son similares a los observados en la
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mutante Adcr2. Ademas, los mismos procesos biolégicos son afectados por ambas
mutaciones, lo que puede indicar que los cambios observados por la ausencia de
esta proteina son debido a que ya no se sintetiza el milIRNA2. Esto nos lleva a
sugerir que este microRNA es importante para el desarrollo y sobrevivencia de T.
atroviride, ya que regula los procesos de ciclo celular y percepcion de estimulos

ambientales que posteriormente llevaran a la proliferacion celular.

8. Discusion general

8.1. El sistema inmune innato de los hongos y la regeneraciéon

En nuestro grupo hemos previamente descrito los mecanismos bioquimicos,
genéticos y fisioldgicos que intervienen en la respuesta a dafio mecanico del hongo
T. atroviride, el cual después de recibir el estimulo inicia la formacién de una nueva
hifa y posteriormente genera estructuras de reproduccion asexual llamadas conidios
(Hernandez-Onate et al., 2012). Ahora sabemos que un mecanismo analogo al de
plantas y animales es necesario para responder al dafio en este hongo filamentoso
(Hernandez-Onate & Herrera-Estrella, 2015). Es necesario un incremento en las
especies reactivas de oxigeno (ROS) para poder disparar el desarrollo y formacion
de conidios. Ademas, un incremento de calcio intracelular y la sefalizacidon por la
via de Tmk1 son necesarios para el inicio de la regeneracion (Medina-Castellanos
et al., 2018). En esta tesis realicé un analisis transcriptomico del efecto sobre las
células danadas de T. atroviride al remover el calcio usando el quelante BAPTA, asi
como al mutar las proteinas Atmk1 y Atmk3 (involucradas en dos principales vias
por MAPKSs), y al tratar el micelio de este hongo con ATP extracelular.

Usando una estrategia donde se compararon las librerias de datos transcriptomicos
de las condiciones que permiten la regeneraciéon (WT-dano y Atmk3-dafo), contra
aquellas que no lo hacen (WT-BAPTA y Atmk1-dafio), pude determinar que el calcio
intracelular después del dafio y la sefalizacion por la via de la Tmk1, promueven la
induccién de genes, los cuales nombré genes asociados a la regeneracion

(Regeneration Associated Gene Set, RAGS). Este grupo de genes se divide en 7
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grupos por anotacion funcional, de los cuales 6 estan directamente involucrados en
la proliferaciéon celular y la regulacién del ciclo celular. Dentro de estos grupos se
encuentran dos genes del complejo de la condensina, asi como el gen ssu72 que
en ratones regula el inicio del ciclo celular en respuesta a dafo hepatico (Kim et al.,
2016). También se encontraron varios genes del minichromosome maintenance
protein complex (mcm), los cuales son esenciales para la replicacion del DNA, y que
se ha observado que su expresion se incrementa durante la regeneracion en otros
modelos como planaria, raton y ajolote (Monaghan et al., 2012; Canhamero et al.,
2011; Salvetti et al., 2000) y parecen ser esenciales para la proliferacion celular (Lau
et al., 2010). El encontrar que estos genes participan en procesos tan relacionados
con la regeneracion, apoya la hipotesis de que todos ellos pueden ser importantes
para llevar acabo este proceso en hongos filamentosos.

Interesantemente, el séptimo grupo de genes codifica proteinas que contienen el
dominio HET y presenta el mismo comportamiento transcripcional que los genes
directamente involucrados en la proliferacion celular antes mencionados. Los genes
het han sido involucrados en procesos de anastomosis de hifas de hongos, donde
dos individuos se reconocen y pueden fusionarse, resultando en la coexistencia de
nucleos genéticamente diferentes en un citoplasma compartido, dando lugar a un
individuo heterocarionte (Zhao et al., 2015). En dichos procesos los productos de
los genes het inducen la muerte celular programada a través de un proceso llamado
aloreconocimiento (Glass et al., 2006). Ademas de estos genes, en este grupo
encontramos también dos factores de transcripcion que contienen el homeodominio,
que ha sido identificado en los factores de apareamiento. En Neurospora crassa,
las proteinas HET interactuan con los factores de apareamiento para llevar a cabo
el proceso de reconocimiento de incompatibilidad en el heterocarionte, llevando a la
muerte celular. El aloreconocimiento es un proceso altamente conservado, desde
hongos hasta humanos, este permite la distincion de tejido propio de material
extraio y es el proceso que se activa durante el trasplante de érganos y que es
funcional como sistema inmune para evitar infecciones por patégenos (Boehm,
2006).

95



Dentro de los genes RAGS también pude encontrar 14 genes que participan
directamente en los procesos de muerte celular programada, que en animales se
han identificado como parte del sistema inmune innato. Entre ellos se encuentra una
caspasa, un receptor de fosfatidilserina, una proteina cinasa PITSLRE y la cinasa
1, de la via de activacidon de apoptosis, que es un regulador central de este proceso.
También pude observar la induccion del gen 3-5 exoribonucleasa cs/4, el de una
probable guanosina monofosfatasa sintetasa y de una fosfolipasa A2, importantes
para los procesos de sefalizacién en ataques por patdégenos en las plantas y los
animales (Lahti et al., 1995; Fadok et al., 2000; Song et al., 2013). Estos resultados
plantean una clara situacion celular al momento de recibir un dafo, potencialmente
este dafo puede ser causado por otro organismo, posiblemente un depredador, asi
estos procesos pueden actuar reconociendo si este dafo puede causar alguna
infeccion o combinacidon con material genético extrafio, llevando a una muerte
celular programada, lo que constituye una importante estrategia para contender
contra las infecciones (Gongalves et al., 2017).

Otro grupo de genes identificados dentro de los RAGS, fueron dos helicasas tipo
DEAD/H-box que junto con las proteinas HET, juegan un papel importante en
detectar dafo o invasion por material genético extrafio proveniente de bacterias o
virus (Dempsey et al., 2015). En los animales y las plantas, existe un grupo de genes
identificados como especificos de la respuesta inmune innata conocidos como los
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que detectan moléculas
asociadas a patogenos, las cuales funcionan como senales de alerta (Heil & Land,
2014; Iwasaki & Medzhitov, 2015). Interesantemente, la arquitectura de las
proteinas HET de los hongos guarda gran similitud con los genes PRR de las
plantas y los animales, lo que sugiere que esta primera fase de deteccién de dafo
por patdgenos esta conservada entre los organismos, aunque la respuesta posterior
sea distinta (Heller et al., 2018).

Por otro lado, evidencia bioquimica reciente, muestra que las proteinas NLR de los
hongos, funcionan de manera muy similar a los receptores NLR de las plantas y los
animales, los cuales son esenciales para la respuesta inmune innata en estos

organismos (Heller et al., 2018). Lo anteriormente expuesto sugiere que los hongos
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tienen un sistema de respuesta inmune muy similar al de superiores. Ademas, indica
que las proteinas HET identificadas en los hongos, participan en proteger a estos
de patdgenos, de la invasion con material genético extrano. Por lo que es de gran
interés haber determinado que en T. atroviride estos genes se inducen en la
respuesta al dafo mecanico.

A la luz de la informaciéon proveniente del analisis transcriptomico, es posible
proponer que en T. atroviride existe un sistema inmune innato que se activa en
respuesta al dafo y que promueve la regeneracion. Este sistema es constituido por
22 genes y da pauta a pensar que esto sucede dentro de los hongos filamentosos
en general. En los animales se ha observado que la activacién del sistema inmune
es importante para llevar a la regeneracion, por ejemplo, en pez cebra e hidras (Lai
et al., 2017; Wenger et al., 2014). Asi postulo que existe un sistema Booleano que
determina la entrada a la proliferacion celular, permitiendo la regeneracion, si el
dafio causado no representa una potencial infecciéon y pérdida de la integridad
gendmica. Sin embargo, si este no es el caso, inmediatamente se puede iniciar un
proceso de muerte celular programada. Lo antes descrito se esquematiza en la

Figura 30.
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Figura 30.- Modelo de la respuesta molecular al daino. En el esquema se muestra
la percepcion y respuesta transcripcional rio abajo, que lleva a la activacion del ciclo
celular para iniciar la regeneracion o el proceso de muerte celular programada.
(Modificada de Medina-Castellanos et al., 2018).
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8.2. El papel de los RNAs pequenos durante la regeneracion

En esta tesis, ademas de describir a profundidad los cambios transcripcionales
regulados, los principales patrones moleculares asociados a dano y las vias de
percepcion del dafio mecanico, también estudié la regulacién postranscripcional de
estos cambios. Asi que aqui describo las dos principales vias de regulacion de la
expresion de genes a nivel postranscripcional, las cuales tienen un papel importante
durante la regeneracion de las hifas y la conidiacion. La primera depende de los ex-
siRNAs, los cuales provienen de la degradacion via el RNAi de las regiones
codificantes (Nicolas et al., 2015). En T. atroviride estos se generan principalmente
de genes que codifican proteinas importantes en el metabolismo de aminoacidos.
Un ejemplo es la kinurenina 3-monooxigenasa, una de las enzimas mas importantes
en el catabolismo del triptofano (Smith et al., 2016). En general, en este hongo|
varios genes involucrados en el metabolismo que usan como cofactor al NADH o al
NADPH, parecen estar bajo el control de ex-siRNAs, ya que observamos que de
estos transcritos se producen los ex-siRNAs mas abundantes. Por ello es probable
que al mutar los genes que codifican dcr2 y rdr3, se produzca un incremento en la
expresion de genes que usan NADP o NADPH para la biosintesis de compuestos
como aminoacidos, que conduzca a una disminucion del poder reductor celular, el
cual esta ligado a la capacidad de responder a diferentes tipos de estrés como el
dafo mecanico. Un ejemplo de ello es que las especies reactivas de oxigeno,
importantes para poder llevar acabo la conidiacién en respuesta al dafio en T.
atroviride, son producidas por la NADPH oxidasa 1 (Nox1), usando como cofactor
al NADPH (Hernandez-Onate et al., 2012). Esto también sucede en ratones en
respuesta al dano cerebral, donde la NOX2 puede regular la activacion del
inflamosoma (Ma et al., 2017).

Es notable que los genes importantes para el mantenimiento del estado redox
celular, se inducen tanto en el fondo mutante Adcr2 como en el de Ardr3. Tal es el
caso del gen nmral1, que codifica la proteina HSCARG que a bajos niveles de
NADPH se une a la argininosuccinato sintetasa (AS) y la inhibe. Esto lleva a la

reduccion de la formacion de 6xido nitrico, compuesto necesario para iniciar la
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muerte celular programada en células humanas (Zhao et al., 2008). Esto puede
estar sucediendo también en T. atroviride y puede ser una de las causas del fenotipo
observado en las mutantes de dcr2 y rdr3 en respuesta a dafio. Ademas, dentro de
los genes afectados por la mutacion de dcr2 y rdr3, estan dos que codifica a
proteinas con dominio HET y NACHT, ambas involucradas en muerte celular
programada y que en T. atroviride nosotros relacionados con la regeneracion. Esto
indica que la via de regulacion por RNAs pequenfos, afecta la expresion de los genes
importantes para llevar acabo la regeneraciéon. Con este mismo perfil de induccién
en las mutantes de la RNAi encontré a un gen que codifica una catalasa y otro la
proteina COP9, reguladores negativos de la acumulacion de ROS y oxilipinas
respectivamente, que deben ser reprimidos para responder a dafio (Tsitsigiannis &
Keller, 2007). Lo anterior sugiere que ambos procesos, la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y sefalizacion por oxilipinas, estan bajo la regulacién
por la RNA..

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral pude determinar que a pesar de que
dcr2y rdr3 regulan procesos similares, existen procesos regulados especificamente
por dcr2, en donde rdr3 no parece participar. Estos procesos principalmente son la
sefalizacion celular, el metabolismo del fosforo y de los lipidos. Dentro de este
grupo de genes afectados especificamente por la mutaciéon de dcr2 encontramos
algunos que codifican histidin cinasas, proteinas Rho y Ras, todos ellos reprimidos
en la cepa Adcr2, con respecto a la silvestre en respuesta al dafo, las cuales
participan en la senalizacion celular. Ademas, encontramos afectados genes que
codifican la fosfolipasa C (PLC) y la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), las cuales son
activadas por ambas vias de Rho y Ras (Seifert et al., 2008). Estos genes a su vez
catalizan la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a diacilglicerol e inositol
(1,4,5)-trisfosfato (PIP3), los cuales funcionan como segundos mensajeros para
activar la proteina cinasa C y la movilizacion de calcio intracelular (Seifert et al.,
2008). Esto muestra un vinculo directo entre estas vias de sefalizacion por lipidos
y la acumulacion del calcio, que hemos demostrado previamente es esencial para
llevar a cabo la regeneracion (Medina-Castellanos et al., 2018), lo que puede

explicar en parte el defecto observado en este proceso en la mutante Adcr2. Por
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otro lado, las proteinas PLC y PI3K se han visto involucradas como reguladores de
la reorganizacion del citoesqueleto, la citocinesis y el crecimiento celular (Fukami et
al., 2010; Castellano & Downward, 2011).

Otro gen interesante que se ve reprimido por la mutacién de dcr2 es el flba1, que
codifica una proteina G el cual participa directamente en la conidiacion en hongos
filamentosos como Aspergillus nidulans y Beauveria bassiana (Hick et al., 1997;
Fang et al., 2008). Asi al mutar a dcr2 y por consiguiente afectar la expresion de
estos genes, se produce una disminucion del crecimiento polar, la conidiacién y la

regeneracion de hifas en respuesta al dano (Fig. 31).

Histidine kinases GPCR

(6)

CDC24 PISK PLD1  Flba
v //
Cell polarization Conidiophore
Cellcycle — —* development

Cytoskeleton reorganization

l

Figura 31. Modelo del mecanismo de sefalizacion regulada por milRNAs. En
el esquema se muestran las vias que se activan en respuesta al dafo y que se ven
afectadas por la mutacion de dcr2 y el milRNA2. (Modificada de Villalobos-Escobedo
etal., 2019). GPCR: Receptor acoplado a proteinas G, PLD1: Fosfolipasa D1, FLBA:
Fluffy low brlA expression, PLC: Fosfolipasa C, PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa,
CDC24: Cell division control protein 24.
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Un descubrimiento relevante de este trabajo fue determinar que la poblacién de
sRNAs mas afectada por la mutacion de dcr2, son los RNAs similares a microRNAs
(milRNAs). Al evaluar la expresion de los tres milRNAs mas abundantes durante el
proceso de desarrollo disparado por el dafio mecanico, determiné que la expresion
de todos ellos incrementa fuertemente durante las etapas donde se producen los
conidios. Por ello propongo que los milRNAs pueden estar involucrados en la
regulacion de los procesos de diferenciacion.

Al mutar la regidon gendmica que genera el segundo milIRNA mas abundante
(milIRNA2), se observaron defectos en el crecimiento, la regeneracién y la
conidiacion, como sucede en la mutante Adcr2. Esto sugiere que una parte de los
defectos fenotipicos observados en la mutante Adcr2, se puede deber a la ausencia
de este miIRNA. Al realizar un analisis transcriptomico de la mutante milRNA2, y
compararlo con el perfil transcripcional de Adcr2 y Ardr3, pude determinar que el
transcrito que da lugar a este RNA pequerio, este inducido tanto en las mutantes
Adcr2 y AmilIRNAZ2, lo que sugiere que estos milRNAs provienen del procesamiento
de la region tallo-asa del pri-miRNA por la Dicer2.

Por otro lado, los genes directamente involucrados en la comunicacién celular al
igual que en la mutante Adcr2, estan reprimidos en el fondo mutante AmilIRNA2.
Este resultado puede explicar en parte los defectos compartidos entre Adcr2 y
AmilRNA2.

La evaluacion de la expresion de los genes blanco predichos para el milRNA2
usando el programa TargetFinder (Fahlgren et al., 2010), mostré6 que estos se
inducen tanto en la mutante AmilRNA2, como en la mutante Adcr2, o que confirma
que estan bajo este mecanismo de regulacion negativa. Varios de estos posibles
genes blanco estan relacionados con la sefalizacion por fosforilacion, tal como una
histidina cinasa, homologa de chk2 de mamiferos, que ha sido involucrada en la
regulacion del ciclo celular al fosforilar a la proteina CDC25. Esto implica que en
ausencia del milRNA2, chk2 puede afectar negativamente la progresion del ciclo
celular (Matsuoka et al., 1998; Zannini et al., 2014).

El papel de los microRNAs durante el proceso de regeneraciéon ha sido en los
animales (Yu et al., 2011; Nakasa et al., 2010; Frith et al., 2014; Aguirre et al., 2014;).
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En este sentido, recientemente se demostré que miR-183, se induce en larvas de
pez cebra después del dafo de células capilares cocleares y la inhibicion de este
miRNA, usando el morfolino-miR-183 (MO-183), resulta en la disminucion de la
regeneracion este tejido (Kim et al., 2018). miR-183 tiene como blanco al gen TAO
cinasa 1, el cual regula la muerte celular programada y la apoptosis en células
cocleares de rata, sugiriendo que miR-183 puede estimular la regeneracion a través
de la regulacion de vias de sefializacion (Kim et al., 2018). Esto correlaciona con
nuestros datos transcriptdmicos y sugiere que la regulacion de la sefalizacion por
microRNAs es un fendmeno conservado desde hongos hasta animales para llevar
a la regeneracion.

En las plantas y los animales, los microRNAs juegan un papel esencial en el
desarrollo y recientemente un trabajo en Fusarium graminearum sugiere que genes
importantes para el desarrollo sexual estan bajo la regulacion de este tipo de RNAs
pequefios (Zeng et al., 2018). Sin embargo, en ese trabajo no se presenta evidencia
que involucre a algun milRNA especifico. A la fecha, en mas de 10 especies de
hongos filamentosos se han encontrado milRNAs, los cuales pueden estar
regulando diversos procesos, pero no se ha encontrado un caso donde la mutacion
de uno de estos sRNAs afecte el desarrollo de los hongos hasta ahora estudiados,
como en el caso de otros organismos (revisado por Villalobos-Escobedo et al.,
2016). Este hecho y la poca evidencia de conservacién de los milRNAs entre los
hongos, ha llevado a pensar que el papel de estas moléculas es de poca relevancia
dentro de este reino. Sin embargo, los datos presentados en esta tesis aportan
evidencia para pensar que algunos milRNAs pueden regular genes involucrados en
el desarrollo y la regeneracién de T. atroviride, 10 que indica que es un tema

relevante de evaluar en otros hongos filamentosos.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

1.- El incremento de la concentracion de Ca?* citosdlico después del dafio, es
necesario para activar la transcripciéon de genes que llevaran a la replicacion del
DNA y la formacion de conidios. Ademas, es necesario para el control
transcripcional negativo de procesos metabdlicos y la promocion de la acumulacion

de ROS, al reprimir genes que reducen estas moléculas.

2.- En la mutante tmk1, los procesos de replicacién del DNA y el control de especies
reactivas de oxigeno y procesos metabdlicos estan afectados al igual que en
ausencia del Ca?*, lo que correlaciona con el hecho de que ambas condiciones
conducen a un defecto en la regeneracion de las hifas. Suponemos entonces que
la sefializacion por fosforilaciéon y calcio inducen la activacion de genes para llevar
acabo la replicacion del material genético y el control metabdlico, quiza via algunos
factores de transcripcion activados tanto por fosforilacion como por el incremento

del calcio intracelular como es el caso de Crz1.

3.- El eATP también induce la expresion de genes involucrados en la replicacion, el
control del metabolismo de monosacaridos y ROS, procesos importantes para

disparar la regeneracién y la conidiacion.

4.- La busqueda especifica de los genes asociados a la regeneracion, usando una
comparacion de las librerias de RNA-seq de las condiciones que llevan a la
regeneracion, contra aquellas que no lo hacen, me permitié identificar los genes con

mayor posibilidad de participar en la regeneracion de las hifas después del dafo.

5.- Los genes dcr2 y rdr3, participan en la formacion de conidios en respuesta al

dafo, mientras que dcr2 tiene un papel adicional en el proceso de regeneracion.
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6.- La maquinaria de sintesis de RNAs pequefos, parece estar involucrada en la
regulacion de la expresion de genes involucrados en procesos metabdlicos

relacionados con aminoacidos y el estado redox celular.

7.- Los ex-siRNAs son generados con la coparticipacion de rdr3 y dcr2, mientras

que en la biogénesis de los miIRNAs solo es esencial el gen dcr2,

8.- Los ex-siRNAs estan directamente involucrados en la regulacion de genes
metabdlicos desde tiempos tempranos, mientras que los milRNA participan tanto en

el crecimiento como en la diferenciacion que lleva al desarrollo asexual.
9.- La mutacion puntual de un solo milRNA afecta profundamente la biologia de T.

atroviride, reprime los procesos basicos como la proliferacién celular y la

reproduccion asexual.
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10. PERSPECTIVAS

1.- Es necesario determinar si los genes del sistema inmune innato son activados
inmediatamente después del dafo, para entrar en un proceso de muerte celular
programada si material genético exdégeno es percibido. Por ello propongo en primer
término, analizar la expresion de estos genes incluso Unicamente con la presencia
de DNA exdgeno extrafio y posteriormente evaluar el fenotipo de mutantes de estos

genes en presencia de organismos micofagos y DNA extrafo.

2.- Recientemente se describio que la respuesta sistémica en plantas y el
incremento del calcio es debido a unos transportadores de glutamato (GLUTAMATE
RECEPTOR- LIKE family) similares a los de células nerviosas de animales (Toyota
et al., 2018). Por lo que seria muy interesante determinar en primer término si estos
genes existen en T. atroviride y si la respuesta a glutamato como en plantas y
animales activa el incremento en la concentracion de calcio y el sistema de

respuesta inmune.

3.- Para determinar si los ex-siRNAs efectivamente regulan la relacion
NADPH/NADP+, se propone la cuantificacion de ambos productos usando técnicas
colorimétricas y enzimaticas. Ademas, pruebas de cuantificacion de metabolitos en
las mutantes de la RNAI durante la respuesta al dafo, pueden llevar a determinar

los procesos metabdlicos regulados por ex-siRNAs.

4.- Considero que mutaciones puntuales sobre las regiones semilla de todos los
miRNAs predichos, con ayuda de la técnica de CRISPR/Cas9, es importante para
determinar el mecanismo de regulaciéon de los microRNAs identificados en T.

atroviride.
5.- Dado el fenotipo drastico de la mutante del milRNA2, se hace esencial realizar
la complementacidon de esta region y ademas realizar un experimento de

sobreexpresion de este milRNA y evaluar el fenotipo.
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6.- Para determinar si el milRNAZ2, en verdad regula a nivel postranscripcional los
genes blancos in vivo, un experimento usando un blanco sintético que contenga la
region semilla de este milRNA que codifique para el gen GFP, nos permitira
determinar si en el fondo mutante milRNA2, el silenciamiento de este gen se

produce en la cepa silvestre pero no en la mutante.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla Suplementaria 1.- Datos de las bibliotecas de RNA-seq secuenciadas en el
proyecto “Perfil transcripcional de la regulacion por DAMPs, muestra que el sistema
inmune innato participa en la regeneracion”

Library Number of reads Reads pseudoaligned % pseudoaligned |% GC Mean Quality
ATP_R1 29,915,377 23,553,436 78.73 54 34
ATP_R2 32,748,259 26,476,053 80.85 53 34
ATP_R3 25,354,828 19,267,967 75.99 54 34
tmk1_C_R1 27,430,440 21,821,496 79.55 53 34
tmk1_C_R2 36,831,150 29,565,784 80.27 54 34
tmk1_C_R3 38,303,657 30,264,214 79.01 54 34
tmk1_I_R1 13,282,762 10,741,585 80.87 54 34
tmk1_|_R2 35,254,942 27,317,502 77.49 54 34
tmk1_|_R3 18,178,452 14,372,412 79.06 54 34
tmk3_C_R1 20,352,669 16,693,801 82.02 52 34
tmk3_C_R2 20,010,487 15,438,510 77.15 53 34
tmk3_C_R3 28,735,516 21,991,049 76.53 54 34
tmk3_I R1 24,410,144 18,505,063 75.81 53 34
tmk3_|_R2 23,300,246 17,809,274 76.43 53 34
tmk3_I_R3 24,245,580 18,590,130 76.67 53 34
WT_bapta_R1 21,150,780 16,742,058 79.16 54 34
WT_bapta_R2 21,187,446 16,565,942 78.19 54 34
WT_bapta_R3 30,519,083 23,729,779 77.75 54 34
WT_C_R1 21,770,455 18,073,692 83.02 52 34
WT _C_R2 15,586,542 11,974,338 76.82 53 34
WT_C_R3 15,799,760 12,122,701 76.73 53 34
WT_|_R1 27,464,653 20,747,559 75.54 54 34
WT_|_R2 30,713,438 24,060,680 78.34 54 34
WT_I_R3 26,074,913 20,351,200 78.05 54 34
Total 608,621,579 476,776,225

Average 25,359,232 19,865,676
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(MRNA)

secuenciadas en el proyecto sobre el papel de la RNAi en respuesta a dafio

Tabla Suplementaria 2.- Datos de las bibliotecas de RNA-seq

mecanico.
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Tabla Suplementaria 3.- Datos de las bibliotecas de RNAs pequefnos (sRNA-seq)
secuenciadas en el proyecto sobre el papel de la RNAi en respuesta a dafo

mecanico.

sRNA-seq of response to injury in mutant background dcr2 (MiSeq lllumina)

Librar
WT_C_R1
WT_C_R2
WT_C_R3
WT_|_R1
WT_I_R2
WT_|_R3
dcr2_C R1
dcr2_C_R2
dcr2_C_R3
dcr2_I_R1
dcr2_I_R2
dcr2_I_R3

Tabla Suplementaria 4.- Oligos de DNA disenados para hacer los stem-loop RT-

Condition Strain Raw reads Trimmed reads Unique mappers

control Wild-type 857,521 750,254 405,619
control Wild-type 867,210 772,038 430,190
control Wild-type 510,910 485,585 252,963
Injury Wild-type 932,667 891,819 567,021
Injury Wild-type 818,358 766,440 492,465
Injury Wild-type 877,476 813,393 410,969
control dcr2 knockout 730,091 664,617 475,572
control dcr2 knockout 508,989 421,307 151,193
control dcr2 knockout 640,929 595,557 337,192
Injury dcr2 knockout 703,656 644,254 384,010
Injury dcr2 knockout 769,780 706,225 403,746
Injury dcr2 knockout 740,176 636,779 302,297

PCR y la mutante del milRNA2.

Multimappers

213,920
223,569
161,906
168,299
139,281
248,278
106,030
154,898
133,531
140,316
159,974
161,549,

Primers for stem-loops

name sequence nts
miR1RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACgcaagt 50
miR1F CGCGtgaaaccccggacaa 19
miR2RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACacagat 50
miR2F CGCGittttgcgatgcccaat 21
miR3RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACataccg 50
miR3F CGCGtgtgaagctaatcact 20
TRNA1RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTATCT 50
TRNA1F GCGCGGTTCAAATCCTCCCCTGG 23
S297535RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTACGCC 50
S297535F GCGCATTACAACCAAGAGTGA 21
URP GTGCAGGGTCCGAGGT 16
Primers to perform the mutation by replacement of the milRNA2

miRNA F tail CCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGACCAAAGGTGAGTCCGAATC 50
miRNA R tail CTCCTTCAATATCAGTTAACGTCGATCCTGTCTAATTTTGCGAAGCCC 48
Fnest AGGTACTTATTCCTCATTGGCC 22
Rnest GTCCGAAGTATCAGAGCTGC 20
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Figura Suplementaria 1.- Analisis de enriquecimiento de categorias funcionales de
la respuesta del micelio de T. atroviride a un pulso de ATP extracelular, comparado
con la respuesta a dafo.
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Datos suplementarios:

Dato suplementario 1: Anotacion funcional y valores del analisis de expresion de
diferencial en la comparacion WT-dafio contra WT-control. La tabla contiene la lista de
genes que son responsivos al dafio (FDR < 0.05; Fold-change=1).

Dato suplementario 2. Anotacion funcional y valores del analisis de expresion de
diferencial en la comparacion Adcr2-daiio vs Adcr2-control. La tabla contiene la lista de
genes que son responsivos al dafio en la mutante del gen dcr2 (FDR < 0.05; Fold-change=1).

Dato suplementario 3. Anotacion funcional y valores del analisis de expresion de
diferencial en la comparacion Ardr3-daio vs Ardr3-control. La tabla contiene la lista de
genes que son responsivos al dafio en la mutante del gen rdr3 (FDR < 0.05; Fold-change=1).

Dato suplementario 4. Anotacion funcional de los genes de repuesta a dafio exclusivos
de 1a cepa WT. La tabla contiene la lista de genes responsivos a herida que son exclusivos
de la WT en comparacion con los perfiles transcripcionales de las mutantes Adcr2 y Ardr3.

Dato suplementario 5. Anotacion funcional y valores del analisis de expresion de
diferencial en la comparacion (Adcr2+Ardr3)/2 vs WT, tanto en respuesta a dafio como
en la condicién control. La tabla contiene la lista de genes que tienen el mismo perfil de
expresion en las mutantes de los genes dcr2 y rdr3 en comparacion con la cepa WT, tanto de
respuesta a dafio como en la condicidon control (FDR < 0.05; sin filtro por Fold-change).

Dato suplementario 6. Anotacion funcional y valores del analisis de expresion de
diferencial en la comparacion Adcr2 vs WT, tanto en respuesta a dafio como en la
condicion control. La tabla contiene la lista de genes diferenciales entre la cepa Adcr?2 y
WT, creciendo en PDA y en respuesta al dafio (FDR < 0.05; sin filtro por Fold-change).

Dato suplementario 7. Anotacion funcional y valores del analisis de expresion de
diferencial en la comparacion Ardr3 vs WT, tanto en respuesta a dafio como en la
condicion control. La tabla contiene la lista de genes diferenciales entre la cepa Ardr3 y
WT, creciendo en PDA y en respuesta al dafio (FDR < 0.05; sin filtro por Fold-change).

Dato suplementario 8. Interseccion entre los genes reprimidos en la comparacion
Adcr2-dano vs WT-dafio y los genes contenidos en la categoria funcional de
comunicacion celular. Esta tabla muestra el perfil de expresion de los genes anotados como
de comunicacion ceular y como se comportan en la mutante Adcr2, Ardr3 y AmilRNA2
(FDR < 0.05; sin filtro por Fold-change).

Dato suplementario 9. Analisis de expresion diferencial de los RNAs pequeiios en la
compracion Adcr2 vs WT. En esta tabla se muestra los valores de cambio de las regiones
que producen RNAs pequefios y la anotacion de la region gendmica que los genera. Celdas
que contienen los datos de los tres principales milRNAs son destacados en amarillo.
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Dato suplementario 10. Analisis de expresion diferencial de los ex-siRNAs en la
compracion Adcr2 vs WT. La tabla muestra los valores de cambio de los ex-siRNAs
codificados en el genoma de 7. atroviride y la anotacion de los genes de donde provienen,
los valores negativos implica una disminucion en la produccion de estos sSRNAs (FDR <
0.05; log> fold-change = 1).

Dato suplementario 11. Analisis de expresion diferencial de los genes blanco de los tres
principales milRNAs, tanto en la cepa Adcr2, AmilRNA2 y WT. La tabla muestra los
valores de cambio de los genes blanco para el milRNA1, milRNA2 y milRNA3, en la
comparaciones Adcr2-control vs WT-control, Adcr2-dafio vs WT-dafio y AmilRNA2-dafio
vs WT-dafio.

Dato suplementario 12. Anotacion funcional y valores del analisis de expresion de
diferencial en la comparacion AmilRNA2 vs WT, tanto en respuesta a dafio como en la
condicion control. La tabla contiene la lista de genes diferenciales entre la cepa AmilRNA2
y WT, creciendo en PDA y en respuesta al dafio (FDR < 0.05; sin filtro por Fold-change).
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