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RESUMEN

Los pequefios RNA (sRNA) son secuencias reguladoras
cortas no codificantes de RNA que regulan negativamente
la expresion génica. Se han descubierto sRNA en la mayoria
de los organismos eucariotas, y se pueden dividir en tres
clases principales de reguladores: RNA que interaccionan
con PIWI (piwiRNA), RNA cortos de interferencia (siRNA)
y microRNA (miRNA). Los milRNAs fingicos comparten
muchas similitudes con los miRNAs de animales y plantas.
Estos se procesan a partir de precursores de RNA de tallo
asa y la mayoria requiere una enzima tipo Dicer para su
biogénesis. Comprender la regulacién génica mediada
por sRNA es un requisito importante para desarrollar
estrategias efectivas para manipular genéticamente hongos
de importancia industrial.

Palabras clave: pequeiios RNA, micro RNA, hongo
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ABSTRACT

Small regulatory RNAs are short non-coding RNAs that
negatively regulate gene expression. Small RNAs (sRNAs)
have been discovered in most eukaryotic organisms, and
can be divided into three major regulatory classes: piwi-
interacting RNAs (piwiRNAs), short interfering RNAs
(siRNAs), and microRNAs (miRNAs). Fungal milRNAs
share many similarities with animal and plant miRNAs. All
are processed from stem-loop RNA precursors and the
majority require a Dicer-like enzyme for their biogenesis.
A deeper understanding of SRNA-mediated gene regulation
is an important prerequisite for developing more effective
strategies to genetically manipulate this industrially
important fungus.

Keywords: small RNA, micro RNA, fungi
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|. INTRODUCCION

Uno de los avances mas sorprendentes en biologia
celular y molecular lo constituye la descripciéon de nuevos
mecanismos de regulacién de la expresién génica por parte
de pequeiios RNA reguladores (sRNA).

Los sRNA tienen untamano de ~ 18-30 nucleétidoslos cuales
regulan negativamente la expresién génica, uniéndose a los
RNA codificantes o mensajeros (mMRNA) diana, dirigiendo
su degradacién, la inhibicidn de la traduccién, la formacion
de la heterocromatina y la regulacién transcripcional. Los
sRNAs regulan genes vinculados a procesos tales como
desarrollo, diferenciacion celular, apoptosis, transduccion
de sefiales, organogénesis, proliferacién celular, entre otros.

Desde el descubrimiento del primer miRNA en 1993
durante la caracterizacion de los genes que controlaban
la coordinacion del desarrollo larvario en el gusano
Caenorhabditis elegans, se han identificado miRNAs en
diversos organismos, incluidos animales, plantas, hongos y
eucariotas unicelulares, como algas.

Actualmente, en funcién de su origen, biogénesis y
mecanismo efector se distinguen 3 familias principales de
pequefnos RNA reguladores:

- siRNA (pequefios RNA de interferencia)
- miRNA (micro RNA)
- piRNA (RNA pequefios asociados a proteinas Piwi)

2. Los sRNA eN HoNGos

Se pensaba que los SRNAs estaban ausentes en los hongos.
El silenciamiento de genes relacionados con el RNA de
interferencia (iIRNA) en los hongos se describié por primera
vez en Neurospora crassa en 1992. Sin embargo, los primeros
micro RNA like (milRNA) de N crassa fueron identificados
hasta el afo 2010. El mecanismo de silenciamiento génico en
hongos se conoce cominmente como Quelling y se produce
a nivel postranscripcional durante la etapa vegetativa del
ciclo de vida. (Dahlmann and Kiick 2015; Armas-Tizapantzi
and Montiel-Gonzalez 2016; Catalanotto et al. 2004; Dang
et al. 201 I; Fulci and Macino 2007; Goldoni et al. 2004).

Los milRNAs se han reportado en diferentes hongos,
como lo son: Cryptococcus neoformans, Fusarium oxysporum,
Metarhizium anisopliae, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma
reesei, Penicillium marneffei, entre otros.

En el basideomiceto Antrodia cinnamomea el cual se
caracteriza por la produccién de compuestos bioactivos,
hasta el momento se tienen identificados cuatro milRNA
aci-milRNA-9,  aci-milRNA-10  acil-milRNA-2b,  aci-
milRNA-6b, que estan relacionados con la sintesis de tri-
terpenos, reconocimiento del apareamiento, proteinas
sensoriales quimicas 6 fisicas y el transporte de azlcares
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respectivamente (Lin et al. 2015).

En Pleurotus ostreatus, un hongo branquial, cosmopolita
con un alto valor nutricional, asi como, con propiedades
terapéuticas y con una amplia gama de aplicaciones
biotecnolégicas y ambientales, se hanidentificadolos milRNA
miR2673a, miR2673b, and miR-4968-3p conservados en el
grupo de los Agaricomicotina evolutivamente. Asi como,
miR2673 que presenta una estructura estable que se
conserva en todas las especies de plantas (Qu et al. 2016).

También se han detectado milRNA en los patdgenos
de plantas Magnaporthe oryzae, Sclerotinia sclerotiorum,
Botrytis cinerea y Phytophthora sojae. Estos milRNAs pueden
desempenar funciones internas o, alternativamente, afectar
la maquinaria del hopedero. S. sclerotiorum, un hongo
patégeno de plantas, es uno de los primeros ejemplos
donde se ha propuesto que dos milRNAs estan involucrados
en el desarrollo vegetativo. Por el contrario, B. cinerea, un
patégeno flngico agresivo puede infectar a mas de 200
especies de plantas, usando RNAs pequefos para interferir
con la maquinaria de interferencia de ARN del huésped
(iRNA) y silencia selectivamente los genes de inmunidad
del huésped para lograr la infecciéon (Wang, Thomas, and
Jin2017).

3 BioGeNEsiIs DE SRNAs EN
HoNGos

Basado en su definicion un miRNA, debe cumplir con
tres criterios: primero, su precursor debe ser un RNA
monocatenario que forme una estructura en horquilla.
Segundo, los mMIiRNA maduros deberian derivarse
principalmente de un tallo de la horquilla. Tercero, miRNA
deberia ser capaz de silenciar los objetivos de mRNA
enddgeno, ya sea dando como resultado la degradacion del
mMRNA o la represion de la traduccion.

En general, la via de biogénesis de miRNA consta de tres
pasos: transcripcion de ADN Precursor (gen codificante
del milRNA), el procesamiento de la estructura en horquilla
por la enzima Dicer, y la formacién del complejo de
silenciamiento de RNA (RISC) que contiene el miRNA. Las
células eucariotas tienen tres tipos de RNA polimerasas:
Pol I, que sintetiza RNAr 18S y 28S; Pol Il, responsable
de la sintesis de mMRNAs y la mayoria de miRNAs; y Pol
lll, que sintetiza 55 rRNA, tRNAs, y algunos snRNAs. A
diferencia de los genes miRNA de plantas y animales que
son principalmente transcritos por Pol Il, la mayoria de los
milRNAs son transcritos por RNA Pol lll. Curiosamente,
a pesar de que la inhibicién de Pol Il no afecta la sintesis
de los milRNAs mas abundantes, solo Pol Il o ambos Pol
Il y Pol lll estan presentes en varios loci de produccién de
milRNA sugiriendo que Pol Il y Pol Il podrian coordinarse
para regular la transcripcién de algunos milRNAs en hongos
(Fig.1) (Lee et al. 2010; Sesma and von der 2014).



Una diferenciaimportante sobre la biogénesis de los milRNA
de hongos comparada con animales o plantas, es que estos
organismos al menos cuentan con cuatro mecanismos
diferentes de generarlos (Fig. 1), los milRNA son producidos
por diferentes combinaciones entre Dicer (Pol lll), QDE-2
(Argonauta), QIP(exoribonucleasa) (Lee et al. 2010).
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Figura. |. Vias de biogénesis de SRNA similar a los microRNA
(milRNA), en Neurospora (milR-1 a -4). (Sesma and von der 2014)

El milR-1 utiliza un mecanismo de recorte 3’-5’ para
la maduracion de los milRNA y actualmente es el
mecanismo mejor comprendido: La biogénesis de milR-2
es completamente independiente de Dicer. Se predice que
el precursor de milR-2 (pre-milR-2) forma una estructura
de horquilla, tanto el milR-2 maduro y pre-miR-2 estan
asociados con QDE-2, pero la maduraciéon de la pre-milR-2
no depende de Dicer. La biogénesis milR-2 es el primer
ejemplo de un mecanismo independiente de Dicer pero
dependiente de la enzima Argonauta. La biogénesis de
milR-3 sigue la via candnica de miRNA: la horquilla primaria
(pri-milR-3) es procesada por Dicer para producir milRNA
maduro, que posteriormente se carga en la proteina
Argonauta QDE-2. Finalmente, aunque el procesamiento
de milR-4 es similar al de milR-3, es solo parcialmente
dependiente de Dicer. El pri-milR-4 surge de un precursor de
tRNA. La produccién de milR-4 requiere una endonucleasa
RNasa Z, en el extresmo 3’ del tRNA.

La diversidad de las rutas de biogénesis de milRNA en
hongos ofrece ideas importantes sobre las vias de biogénesis
de sRNA eucaridtico.
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Poco después del descubrimiento del mecanismo de
biogénesis del milR-2, se demostré que el miR-451 de ratén
es producido por un mecanismo independiente de Dicer
pero dependiente de Argonauta, muy similar al de milR-
2. Del mismo modo, la demostracién bioquimica de la via
de biogénesis milR-1 e identificacién de exosoma y QIP en
el proceso de maduracién de miRNA ofrece importantes
conocimientos sobre cémo pueden ser pequefios RNA
madurado mediante el uso de un mecanismo de recorte
de 3’-5’. Se ha propuesto que la maduracién de piRNA
requiere un recorte de 3’-5’ del precursor de piRNA unido
a proteinas PIWI (Yang et al. 2013; Lee et al. 2010; Liu et
al. 2010).

4 MEecaNiIsMO DE ACCION DE
sRNA eN HoNGoOS

Los microRNA pueden dirigir al complejo RISC (Complejo
de Silenciamiento inducido por ARN) para regular
negativamente la expresién génica, mediante cualquiera de
los dos mecanismos postranscripcionales mencionados a
continuacién: escision del mMRNA 6 represién traduccional.
De acuerdo con el modelo prevaleciente, la eleccién de
mecanismos postranscripcionales no estd determinada
por si el RNA de silenciamiento pequeno se originé como
siRNA o miRNA, sino que esta determinado por laidentidad
del gen blanco: una vez incorporado a un RISC citoplasmico,
el miRNA especificara la escision si el mRNA tiene una
complementariedad suficiente con el miRNA, o reprimira
la traduccién productiva si el mRNA no tiene suficiente
complementariedad para ser escindido.

En animales y hongos, el emparejamiento de los miRNA en
los genes diana es impreciso lo que conduce a una inhibicién
traduccional, en cambio en las plantas, lacomplementariedad
es casi perfecta entre los miRNA y sus genes dianas lo que
conduce a la escisién del RNA mensajero (Fig.2).

ransgén, ransposon, vius, iederocromating
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Digestion del mANA Banco Cempigjos de proteinas
Figura. I. Procesamiento y funcionamiento simplificado de
siRNAs y miRNA (Vazquez-Ortiz, Pifa-Sanchez, and Salcedo
2006)
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5 PERSPECTIVA

Los hongos producen diversos tipos de RNA pequenos, el
descubrimiento de estos representa una pieza central para
la comprensién de la regulaciéon de la expresion génica y
las funciones llevadas a cabo en un rango mas amplio de
organismos eucaridticos, asi como para el desarrollo
de investigaciones en varios campos de estudio a nivel
biolégico, médico y biotecnolégico. La aplicacién de nuevas
tecnologias a partir de SRNA de hongos, permitira potenciar
la funcién de genes de interés, asi como, la capacidad
potencial de modificar las vias bioquimicas para aumentar
la produccién de importantes metabolitos comerciales,
identificar nuevos objetivos antifingicos y/o desarrollar
plantas de cultivo inducidas por el huésped con resistencia
a patégenos fungicos, demostrando la importancia de los
sRNA en la biotecnologia flngica.
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