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Resumen 

Mucor lusitanicus es un hongo dimórfico y modelo de estudio para entender la 

infección llamada mucormicosis. Se ha descrito la correlación del aumento del 

metabolismo oxidativo con la virulencia en algunos hongos patógenos. Las esporas 

de M. lusitanicus creciendo en condiciones aeróbicas y en concentraciones bajas 

de glucosa (0.1%), produce un micelio asociado a un metabolismo oxidativo 

mitocondrial incrementado y de fenotipo virulento. En cambio, en condiciones 

anaeróbicas crecen como levaduras, de fenotipo avirulento y asociadas a un 

metabolismo fermentativo. Por otra parte, la vía de la calcineurina (CN) (serina-

fosfatasa dependiente de Ca2+) participa en la morfogénesis y virulencia de M. 

lusitanicus. La CN es un heterodímero compuesto por una subunidad regulatoria 

(M. lusitanicus posee solo a CnbR) y una subunidad catalítica (son tres en M. 

lusitanicus: CnaA, CnaB y CnaC). El objetivo de este trabajo fue determinar la 

participación de la vía de la CN en la regulación del metabolismo oxidativo 

mitocondrial y virulencia en M. lusitanicus. Para esto se usaron cepa silvestre (WT) 

y mutantes en las distintas subunidades de la CN (ΔcnaA, ΔcnaB y ΔcnaC), 

sobreexpresando o no a los genes silvestres fzo1 y dnm1, cuyos productos 

participan en los procesos de fusión y fisión mitocondrial, respectivamente. Por otra 

parte, debido a la presencia de múltiples subunidades catalíticas de la CN en M. 

lusitanicus y para conocer la posible redundancia funcional de las mismas, se 

sobrexpresaron cada uno de los genes que codifican a dichas subunidades en cada 

una de las cepas ΔcnaA, ΔcnaB y ΔcnaC. En general, se evaluaron diversos 

parámetros como el análisis de transcritos, la capacidad de crecimiento en glicerol, 

la respiración celular, la determinación de radical OH- y la virulencia usando el 

modelo de Caenorhabditis elegans y de Galleria mellonella. Las cepas mutantes 

ΔcnaA y ΔcnaC mostraron un mayor crecimiento en glicerol, así como también 

mostraron los niveles más altos de respiración, la generación del radical OH- y la 

mayor virulencia. En cambio, las mutantes ΔcnbR y ΔcnaB mostraron niveles bajos 

de respiración y menor virulencia respecto a la cepa silvestre (WT). La 

sobreexpresión de fzo1 en las mutantes ΔcnaA y ΔcnaC aumentaron discretamente 

en un 10 y 30%, respectivamente, la virulencia respecto a las mutantes sencillas. 
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Mientras que la sobreexpresión de dnm1 disminuyo la virulencia, restaurándola a 

niveles similares de la cepa WT. En conclusión, este trabajo sugiere fuertemente 

que algunas subunidades de la CN, como la subunidad CnaB regulan de manera 

positiva y otras como la CnaA y CnaC controlan negativamente la virulencia, a 

través de los procesos de fusión y fisión afectado la actividad del metabolismo 

oxidativo mitocondrial. 

Además, se sugiere que la subunidad catalítica CnaB es un regulador positivo de la 

generación del crecimiento micelial, así como del metabolismo oxidativo 

mitocondrial. Por otra parte, CnaC es un regulador positivo de la generación de 

levaduras y es un regulador negativo del metabolismo oxidativo mitocondrial, 

aunque aún quedan muchos detalles por aclarar. La ausencia de CnbR ejerce una 

represión en la transcripción de todos los genes que codifican a las subunidades 

catalíticas. Sugiriendo que la mutación en cnbR genera una disfunción mitocondrial, 

lo cual explicaría, en parte, su crecimiento levaduriforme.  
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Abstract 

Mucor lusitanicus is a dimorphic fungus and a study model to understand the 

infection called mucormycosis. The correlation of increased oxidative metabolism 

with virulence has been described in some pathogenic fungi. M. lusitanicus spores 

growing under aerobic conditions and in low glucose concentrations (0.1%) produce 

a mycelium associated with an increased mitochondrial oxidative metabolism and 

virulent phenotype. On the other hand, under anaerobic conditions it grows as yeast, 

with an avirulent phenotype and associated with a fermentative metabolism. On the 

other hand, it has been described that the calcineurin pathway (Ca2+-dependent 

serine phosphatase) participates in the morphogenesis and virulence of the fungus 

M. lusitanicus. Calcineurin (CN) is a heterodimer composed of a regulatory subunit 

(M. lusitanicus has only CnbR) and a catalytic subunit (there are three in M. 

lusitanicus: CnaA, CnaB and CnaC). The objective of this work was to determine the 

participation of the CN pathway in the regulation of mitochondrial oxidative 

metabolism and virulence in M. lusitanicus. For this, WT strains and mutants were 

used in the different subunits of the CN (ΔcnaA, ΔcnaB and ΔcnaC), overexpressing 

or not the wild genes fzo1 and dnm1, whose products participate in the processes 

of fusion and mitochondrial fission, respectively. On the other hand, due to the 

multiple catalytic subunits of CN in M. lusitanicus, and to know their possible 

functional redundancy, each of the genes that encode these subunits were 

overexpressed in each of the ΔcnaA, ΔcnaB strains and ΔcnaC. In general, various 

parameters such as transcript analysis, growth capacity in glycerol, cellular 

respiration, OH- radical determination and virulence were evaluated using the 

Caenorhabditis elegans and Galleria mellonella model. The ΔcnaA and ΔcnaC 

mutant strains showed increased growth on glycerol, as well as the highest levels of 

respiration, OH- radical generation, and the greatest virulence. On the other hand, 

the ΔcnbR and ΔcnaB mutants showed low levels of respiration and lower virulence 

compared to the wild strain (WT). The overexpression of fzo1 in the ΔcnaA and 

ΔcnaC mutants slightly increased the virulence by 10 and 30%, respectively, 

compared to the single mutant, while the overexpression of dnm1 decreased the 

virulence, restoring it to similar levels of the WT strain. In conclusion, this work 
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strongly suggests that some subunits of CN, such as the CnaB subunit, positively 

regulate and others such as CnaA and CnaC negatively control virulence, through 

fusion and fission processes affecting the activity of mitochondrial oxidative 

metabolism. 

Furthermore, the catalytic subunit CnaB is suggested to be a positive regulator of 

the generation of mycelial growth, in addition to mitochondrial oxidative metabolism. 

On the other hand, CnaC is a positive regulator of yeast generation and is a negative 

regulator of mitochondrial oxidative metabolism, although many details remain to be 

clarified. The absence of CnbR exerts repression on the transcription of all the genes 

that encode the catalytic subunits. Suggesting that the mutation in cnbR generates 

mitochondrial dysfunction, which would explain, in part, its yeast-like growth. 
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I. Introducción 

1.1 El género Mucor  

Los hongos pertenecientes al género Mucor se encuentran clasificados en la 

familia Mucoraceae, orden Mucorales y los cuales se consideraban como 

pertenecientes al Phylum Zygomycota, son organismos saprófitos, que habitan 

comúnmente en el suelo y el estiércol (Cepero y col., 2012). La mayoría de los 

Mucorales tienen hifas cenocíticas (no septadas) (Ni y col., 2011) y las especies 

del género presentan dos ciclos de vida, asexual y sexual o heterotálico, es decir 

con dos tipos sexuales, ‘+’ y ‘-‘ (Li y col., 2011). 

Hongos del género Mucor tienen aplicaciones en distintos campos de estudio. 

Por ejemplo, la producción de ciertas enzimas de interés biotecnológico, como la 

glucosa oxidasa (producida principalmente por M. circinelloides), está es utilizada 

en alimentos para mejorar el sabor y el color de los mismos, o en la industria 

farmacéutica donde se ha utilizado en kits para determinación de glucosa 

(Bredenkamp y col., 2010; Morin-Sardin y col., 2017). También se han llegado a 

purificar ciertos ácidos grasos insaturados a los que se les atribuye una actividad 

inhibitoria para bacterias Gram positivas (Pedraza y Campuzano, 2018), otra 

función de los ácidos grasos obtenidos de M. lusitanicus ha sido para la producción 

de biocombustibles (Xia y col., 2011). 

 Por otra parte, en M. lusitanicus la luz tiene un papel importante para la 

biosíntesis de carotenos, los cuales son importantes para distintos sectores 

productivos. Estos se han descrito como antioxidantes (El-Agamey y col., 2004) y 

como pigmentos en la industria farmacéutica y cosmética (Pedraza y Campuzano, 

2018). 

En el área de alimentos se ha destacado a M. circinelloides, M. hiemalis, M. 

racemosus y Rhizopus microsporus var. microsporo en la elaboración de distintos 

alimentos fermentados de la soja asiática (Han y col., 2004; Hong y col., 2012). 

Otro, producto biotecnológico es la enzima renina, utilizada en la producción de 

queso, ácido fusídico y alfa-amilasa que son obtenidos a partir de distintas cepas 

de Mucor spp. (Hermet y col., 2012). 
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1.2 M. lusitanicus 

1.2.1 Características generales 

M. lusitanicus anteriormente llamado Mucor circinelloides f. lusitanicus, pertenecía 

al grupo de los zigomicetos, sin embargo, su nombre cambió debido a un 

reordenamiento filogenético basado en la morfología, fisiología y comportamiento 

de apareamiento (Wagner y col., 2020). Es un modelo de estudio en el proceso de 

regulación de la diferenciación celular. Contiene un genoma de 36.6 millones de 

pares de bases (Mucor CBS277.49; 

http://genome.jgips.org/Mucci2/Mucci2home.html) y 11,719 genes que se 

encuentran en 9 cromosomas (Mucor CBS277.49; 

http://genome.jgips.org/Mucci2/Mucci2home.html). Además, M. lusitanicus tiene un 

extenso repertorio molecular para el análisis de la función génica, como es el caso 

del silenciamiento génico (Nicolás y col., 2003) o la recombinación homóloga 

donde a través de reemplazamiento génico se obtienen mutantes por deleción 

(Navarro y col., 2001). Los conocimientos génicos y fisiológicos sobre este 

microorganismo pueden llegar a ser extrapolables a otros Mucorales de interés 

clínico.  

 

 1.2.2 Ciclo de vida de M. lusitanicus 

El ciclo sexual de M. lusitanicus (fig. 1) se presenta cuando dos hifas de diferente 

tipo sexual interactúan físicamente, los núcleos sexuales ('+' y '-') de los zigóforos 

generados del ciclo sexual se fusionan generando progametangios, posterior a un 

periodo de latencia generan las zigoesporas. Las zigoesporas son una estructura 

de pared gruesa que contiene núcleos diploides. La zigoespora permanece en 

estado de latencia y cuando hay condiciones favorables produce esporangios con 

esporangiosporas que se liberan y germinan.  

En el caso del ciclo asexual (también llamado ciclo vegetativo), se caracteriza por 

la formación de esporangios que contienen esporas haploides en sus 

esporangióforos, posteriormente los esporangios se almacenan y maduran dando 
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lugar a las esporangioesporas, estas al estar en ciertas condiciones ambientales y 

nutricionales van a activar su metabolismo y posteriormente crecerán como micelio 

o como levaduras, dicho proceso se denomina dimorfismo. 

Las esporangiosporas en condiciones aeróbicas y en presencia de una fuente de 

carbono no fermentable, como el glicerol, o en concentraciones bajas de glucosa 

(0.1%) y aunado a la presencia de una fuente de nitrógeno inorgánica, como el 

sulfato de amonio, crecen como hifas. El conjunto de hifas genera el crecimiento 

micelial, a esté micelio se le relaciona con un aumento del metabolismo oxidativo 

mitocondrial y de fenotipo virulento (Díaz-Pérez y col., 2020).  

Por otra parte, en condiciones anaeróbicas y en presencia de una fuente de carbono 

fermentable y una fuente de nitrógeno orgánica las esporangioesporas crecen en 

forma de levadura, las cuales correlacionan con un metabolismo fermentativo y un 

fenotipo poco virulento (Mclntyre y col., 2002; Patiño-Medina y col., 2018). 

 

 

Figura 1. Las especies de Mucor presentan dos ciclos de vida. El ciclo de vida sexual 

se caracteriza por la formación de zigoesporas las cuales se forman por la fusión de 

zigóforos con núcleos sexuales ('+' y '-') y que a su vez está dado por la unión de dos hifas 

de diferente tipo sexual. Por otro lado, el ciclo asexual induce la formación de 

esporangiosporas, estas cuando crecen en presencia de aire crecen como micelio donde 
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un tubo germinativo que es llamado hifa va a crecer por el ápice formando en conjunto el 

micelio, por otra parte, si las esporangiosporas crecen en condiciones anaeróbicas crecen 

con morfología de levadura. Modificado de López-García, 2015. 

 

M. lusitanicus también es considerado un organismo Crabtree positivo (fig. 2) en 

donde las esporangioesporas creciendo en condiciones aeróbicas y en presencia 

de altas concentraciones de glucosa (≥ 2% de glucosa) son capaces de crecer en 

forma de micelio. Sin embargo, este micelio está asociado con un aumento del 

metabolismo fermentativo y un fenotipo avirulento (Lübbehüsen y col., 2003). 

 

 

Figura 2. Fenómeno Crabtree en M. lusitanicus. La esporangioesporas en condiciones 

aeróbicas y a concentraciones de glucosa igual o mayores del 2% crecen en morfología 

micelial, morfología que se ha descrito por tener un aumento en el metabolismo 

fermentativo, aumento en las concentraciones de AMPc y aumento de la actividad de la 

Proteína Cinasa dependiente de AMPc (PKA), además de una disminución en su virulencia. 

Modificado de Lübbehüsen y col., 2003.  

 

1.2.3 M. lusitanicus como modelo de estudio de la 

mucormicosis 

La Organización Mundial de la Salud, con la finalidad de abordar la amenaza de los 

hongos causantes de enfermedades fúngicas invasivas, publicó una lista de 

patógenos fúngicos prioritarios, en la cual mencionan a los Mucorales como grupo 

de alta prioridad. La clasificación se basó en la incidencia o prevalencia de la 

enfermedad, área de distribución geográfica, mortalidad, complicaciones tras el 

tratamiento, disponibilidad de diagnóstico y tratamiento, transmisibilidad, el 
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potencial de brote, la preocupación por la resistencia a los antifúngicos, entre otros 

factores (World Health Organization; 2022).   

La mucormicosis es una infección de origen fúngica de carácter invasivo, sus 

síntomas y manifestaciones clínicas pueden ser diversos. Esta infección ha ido en 

aumento hasta en un 70% en los últimos años (1940-1999) (Roden y col., 2005). 

En la India se registró un incremento en los casos de mucormicosis en pacientes 

graves de COVID-19, siendo conocida como la infección por el hongo negro (del 

inglés, “Black fungus infection”) (Hussain y col., 2021). También se ha descrito que 

el uso de glucocorticoides (como dexametasona, prednisona o hidrocortisona) 

usados para aumentar la función pulmonar en pacientes graves de COVID-19, 

contribuyó al aumento en los casos de la mucormicosis (Singh y col., 2021). Se 

estima que la media de prevalencia a nivel mundial es de 0.2 casos de cada 100 mil 

habitantes, ocurriendo el 71% de los casos en la India (Prakash y Chakrabarti, 

2019).  

Rhizopus arrhizus se destaca por ser el principal mucoral causante de 

mucormicosis, en segundo lugar, se describe a M. circinelloides (Reid y col., 2020). 

Otros Mucorales que producen la infección son Rhizomucor spp. y Lichtheimia spp. 

Las manifestaciones clínicas se han asociado a la vía de entrada del patógeno, así 

como a los factores de riesgo. Las manifestaciones clínicas más comunes son la 

rino-órbito-cerebral, cutánea y pulmonar (Jeong y col., 2019). La clasificación 

clínica de la mucormicosis depende del sitio anatómico de la infección (tabla 1). La 

prevalencia de la enfermedad depende del sitio anatómico; por ejemplo, la infección 

en los senos paranasales es del 39%, la infección pulmonar del 24%, la cutánea del 

19% y en la diseminada del 23% (Roden y col., 2005). En general, la mortalidad 

también depende de la localización anatómica de la infección, la tasa de muerte va 

del 40 al 70% incluso usando terapia antimicótica especifica (Roden y col., 2005). 

En el caso de la infección diseminada puede generar una tasa de mortalidad mayor 

al 90% (Soliman y col., 2021).  

Entre los factores de riesgo que propician la susceptibilidad de la mucormicosis, se 

encuentran: el uso excesivo de antibióticos de amplio espectro, utilización de 

catéteres en pacientes canalizados (Hospenthal y Carswell, 2015), 
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inmunosupresión, diabetes mal controlada, traumatismos graves (Binder y col., 

2014). 

La resistencia intrínseca a antifúngicos y un diagnóstico impreciso son los 

principales factores que se asocian a una alta mortalidad de los pacientes con 

mucormicosis (Alastruey-Izquierdo y col., 2009; Alastruey-Izquierdo y col., 

2010). El tratamiento antifúngico recomendado está basado en el fármaco polienico, 

anfotericina B liposoluble, además de su combinación con tiazoles (principalmente 

posoconazol) o candinas (Martín y col., 2021). En México, fue reportado 

recientemente un caso clínico con mucormicosis con manifestaciones clínicas rino-

orbito-cerebral, quien fue un paciente masculino de 52 años con antecedente de 

diabetes mellitus, además de neumonía secundaria por COVID-19 y previamente 

tratado con altas dosis de dexametasona y antibióticos. El paciente fue tratado con 

anfotericina B intravenosa, clindamicina y levofloxacino, además de intervención 

quirúrgica. El paciente presentó evolución satisfactoria después de 2 semanas de 

la intervención quirúrgica (Gálvez-Romero y col., 2023). 
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Tabla 1. Clasificación de la mucormicosis según el sitio anatómico de infección. 

Sitio de 

infección 

Mecanismo de ingreso Síntomas Porcentaje 

de muerte 

Rino-

orbito-

cerebral 

Tras la inhalación de 

esporas y su ingreso por 

nariz o boca, la infección 

se origina en los senos 

paranasales y se extiende 

a los ojos y al cerebro 

Dolor nasal, congestión nasal, 

fiebre,  

inflamación de los tejidos blandos y 

cefalea. También puede ocurrir 

ulceración nasal. Después de su 

progresión puede producir necrosis, 

progresión al sistema nervioso 

central 

76% 

Pulmonar Tras la inhalación de 

esporas y su ingreso por 

nariz, la infección va a 

invadir la vía pulmonar 

Fiebre, tos (productiva), dolor 

torácico pleurítico y 

disnea. Después de su progresión 

puede producir hemoptisis masiva y 

diseminación sistémica 

Cutánea/ 

Subcuta-

nea 

Las esporas invaden en 

heridas o quemaduras 

traumáticas 

 

Inflamación aguda de la piel, 

formación de abscesos, necrosis. 

Su progresión puede músculos, 

tendones y huesos. También puede 

haber diseminación sistémica 

44% 

Gastro- 

intestinal 

Tras administración 

enteral de medicamentos 

homeopáticos y herbarios 

contaminados, en el caso 

de alimentos o bebidas 

contaminadas suele ser 

muy baja la incidencia de 

vía de ingreso de las 

esporas 

Dolor abdominal, náuseas y 

vómitos Puede ocurrir diseminación 

sistémica 

85% 

 

Disemi-

nada 

Puede originarse en 

cualquier sitio primario de 

infección 

Puede variar lesión cutánea 

metastásica 

96% 

Modificado de Roden y col., 2005. 

 

1.3 Virulencia 

1.3.1 Factores de virulencia en hongos  

Se requieren de distintos procesos para que el hongo cause una enfermedad, en 

primer lugar, su ingreso al huésped para su multiplicación en los tejidos; para lo 
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cual, el patógeno debe resistir los mecanismos de defensa del huésped. A 

continuación, se describen algunos factores de virulencia en hongos. 

 

1.3.1.1 Toxinas 

Las toxinas producidas por hongos son denominadas “micotoxinas”, se ha descrito 

que la cantidad y el tipo de toxinas producidas dependen de varios factores, como 

la especie, la cepa, el sustrato, las condiciones ambientales y el estado fisiológico 

del hongo. Se les llama micotoxinas a aquellas toxinas producidas por diversos 

hongos, mientras que los nombres de las toxinas son específicos de ciertos géneros 

o especie (World Health Organization, 2018). 

Por ejemplo, las aflatoxinas, las cuales son compuestos químicos orgánicos no 

proteicos, poseen un bajo peso molecular, el esqueleto consta de un anillo de furano 

unido al núcleo de una cumarina. Estas toxinas son producidas por algunas 

especies de hongos Aspergillus, como A. flavus y A. parasiticus, se ha descrito que 

estos hongos además son capaces de producir lipasas, proteasas y glicoproteínas 

que contribuyen al daño tisular en el hospedero siendo principalmente plantas y 

animales (Urrego y col., 2006; Brunke y col., 2016). También se han mencionado 

las ocratoxinas (derivados de una isocumarina unida a una fenilalanina por un 

enlace amida) producidas principalmente por Penicillium verrucosum (Araguás y 

col., 2005). La ocratoxina A (OTA) es la más estudiada y dañina en humanos 

(Il'ichev y col., 2002), debido a que se puede acumular excesivamente produciendo 

daño celular, ya que inhibe la síntesis de proteínas; además, se ha descrito puede 

ocasionar peroxidación lipídica (Leitner y col., 2002). Los principales órganos 

descritos que acumulan principalmente la toxina son los riñones, hígado, músculo 

esquelético, adipocitos y el cerebro (Pfohl-Leszkowicz y Manderville, 2007). 

Otra micotoxina descrita ha sido zeralenona o F-2 (metabolito no esteroideo de 

naturaleza estrogénico), producida principalmente por el hongo filamentoso 

Fusarium graminearum, su mecanismo de acción, es por la competencia con los 

estrógenos del huésped, el ingreso de F-2 activa a los receptores de estrógeno. En 

caso de la ingestión de grandes cantidades provoca infertilidad en humanos, otras 
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patologías asociadas en humanos han sido el cáncer de esófago, también se han 

descrito efectos nefrotóxicos y hepatotóxicos en modelos biológicos (Awuchi y col., 

2022). 

 

1.2.1.2 Biopelículas 

Las biopelículas en hongos son comunidades multicelulares de hongos adheridas a 

una superficie y rodeadas de una matriz extracelular, donde la matriz extracelular 

está compuesta principalmente de exopolisacáridos, proteínas, DNA y otros 

componentes. Las biopelículas protegen al hongo de los agentes antifúngicos, de la 

respuesta inmunológica del huésped y el estrés ambiental (López-Martínez, 1993). 

Por ejemplo, las biopelículas en el hongo dimórfico Candida albicans (Nieminen y 

col., 2014) favorecen la resistencia de antifúngicos (Taff y col., 2013). Cerca del 

65% de las infecciones por algún organismo patógeno en humanos están 

relacionadas con su capacidad de formar biopelículas (Costerton y col.,1999). 

 

1.3.1.3 Metabolismo oxidativo-fermentativo 

El piruvato se obtiene a partir de la glucosa por medio de la glucolisis o en el 

catabolismo de algunos aminoácidos. En algunos microorganismos, incluidos los 

hongos, el piruvato se convierte a acetaldehído gracias a la acción de la enzima 

piruvato descarboxilasa, posteriormente el acetaldehído es trasformado por acción 

de la enzima alcohol deshidrogenasa (Adh) produciendo etanol. La enzima Adh es 

esencial en el proceso de fermentación de los hidratos de carbono (Nieminen y 

col., 2014). Se ha descrito la función de la Adh en diversos organismos, tal es el 

caso del hongo filamentoso Aspergillus fumigatus, en donde la mutación del gen 

alcC produjo un aumento de la respuesta inflamatoria en los pulmones de ratones 

inmunosuprimidos (Grahl y col., 2011). 

En el caso del hongo dimórfico C. albicans, la Adh1 tiene una función en la 

restricción de formación de biopelículas debido a que la mutante del gen adh1 
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produjo un aumento en la formación de biopelículas, daño tisular y de tejido 

comparado con la cepa silvestre (WT) (Mukherjee y col., 2006). 

 

1.3.1.4 Sideróforos 

Los hongos que infectan a humanos necesitan hierro para un crecimiento exitoso, 

adquieren el hierro del grupo hemo de la hemoglobina de la sangre o de otras 

fuentes, lo cual favorece la virulencia del hongo. Este secuestro lo realiza por 

diferentes mecanismos, tal es el caso de la absorción reductora de alta afinidad o el 

uso de sideróforos (Bairwa y col., 2017). 

Los sideróforos son descritos como compuestos que poseen bajo peso molecular 

(500 a 1500 Daltons), estos se producen en hongos, plantas (fitosideróforos) (Hider 

y Kong., 2010) y en bacterias (Khasheii y col., 2021). 

El proceso de captación de hierro de los sideróforos implica la afinidad al hierro 

férrico (Fe3+) extracelular disponible, donde los sideróforos poseen una alta afinidad 

(k f> 10 30). Sin embargo, dependiendo de los grupos funcionales presentes en los 

sideróforos, como los catecolatos, hidroxamatos, ácidos α-hidroxicarboxílicos entre 

otros, varia su afinidad por el (Fe3+) (Hider y Kong, 2010). 

Se mencionan los valores de pKa que se han relacionado con la afinidad de los 

diferentes grupos funcionales en algunos sideróforos (tabla 2). En el caso de los 

sideróforos de tipo catecolato, gracias a su grupo funcional orto-fenolato posee una 

alta afinidad por el Fe3+, debido a su alta densidad de carga, como lo indica los 

valores pKa que se describe en la tabla 2 (Hider y Kong, 2010).  

En el caso de los sideróforos hidroxamatos, utilizan un grupo hidroxamato para unir 

el hierro como las ferroxaminas, fusarinas, etc. 

Los sideróforos ácidos α-hidroxicarboxílicos poseen un grupo similar al de un 

hidroxamato, en el que se sustituye uno de los radicales por un doble enlace con 

oxígeno y un nitrógeno del esqueleto por un carbono (Narrillos-Rodríguez, 2014). 
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Tabla 2. Valores de pKa relacionados al grupo funcional más importante del 

sideróforo. 

Nombre del sideróforo Estructura Valor pKa 

Catecolato 

 

9.2-13.0 

Hidroxamatos 

 

9.0 

α-hidroxicarboxilato 

 

3.0-14 

Modificada de Hider y Kong, 2010. 

 

Los complejos sideroforos-Fe3+ son transportados al interior de la célula a través de 

un sistema de transportadores dependientes de ATP (Hider y Kong., 2010), una 

vez que se encuentra el hierro en el citoplasma se reducirá de Fe3+ a Fe2+ 

(Neilands, 1995) a través de la enzima ferri-sideróforo reductasa. Esta enzima 

utiliza NADPH o NADH como donadores de electrones y libera el hierro del complejo 

sideróforo, el cual puede ser usado o almacenado por la célula (Emery, 1982). 

Se han aislado sideróforos de muchas clases de hongos, incluidos basidiomicetos, 

ascomicetos, zigomicetos y deuteromicetos, siendo los hidroxamatos (familias de 

ferricromo, coprogénico, triacerilfusarinina) los más prevalentes (Hider y Kong, 

2010). Por ejemplo, el hongo ascomiceto micelial A. nidulans que tiene la capacidad 

de capturar a sideróforos producidos por otros hongos, tal es el caso del sideróforo 

perteneciente a los hidroxamatos llamado ferrirubina que es sintetizado por 

Aspergillus ochraceus (tabla 3) (Haas, 2003). 
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Tabla 3. Sideróforos producidos por las distintas especies de hongos. 

Especie (hongo) Sideróforos relacionados 

A. nidulans Fusarinina C 

Triacetilfusaririna C 

Ferricrocina 

Neurospora crasa Coprogeno 

Rhodotorula pilimanae Ácido rodotorulico 

Ustilago maydis Ferricromo 

Ferricromo A 

Ferricromo 

Tomado de Haas, 2003. 

 

 1.3.2 Factores de virulencia en M. lusitanicus 

1.3.2.1 Alcohol deshidrogenasa (Adh1) 

La enzima Adh1 produce etanol por medio de la reducción de acetaldehído. En M. 

lusitanicus la expresión del gen adh1 es mayor en levaduras en comparación con el 

micelio (Rangel-Porras y col., 2019), sugiriendo que la Adh1 es necesaria para el 

crecimiento levaduriforme, lo cual fue confirmado por la mutación del gen 

correspondiente (Rangel-Porras y col., 2019). 

La mutación del gen adh1 (cepa M5) produjo un fenotipo incapaz de crecer en 

condiciones anaeróbicas, mostró una baja producción de etanol en cultivos 

aeróbicos en presencia de glucosa, tuvo una baja actividad de alcohol 

deshidrogenasa (dependiente de NADH) (Rangel-Porras y col., 2019) y produjo un 

fenotipo con mayor virulencia en un modelo de ratón, comparado con la cepa WT 

(R7B). Además, en ensayos de toxicidad del sobrenadante de cultivo libre de células 

(SS) de la cepa M5 mostró un mayor efecto tóxico en nematodos comparado con 

aquel de la cepa WT, por lo que se sugiere que probablemente la hiperproducción 

de acetaldehído en la cepa M5 condujo al fenotipo virulento (Diaz-Pérez y col., 

2020).  
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1.3.2.2 Adquisición de hierro 

Los Mucorales requieren de hierro del medio ambiente o del huésped para poder 

crecer y causar la infección, lo adquieren mediante la absorción reductora de hierro, 

que a su vez implica la reducción del ion férrico (Fe3+) al ion ferroso (Fe2+) soluble 

por medio de reductasas férricas y la reoxidación a su forma Fe3+ por ferroxidasas. 

En M. lusitanicus se han descrito a las ferroxidasas Fet3a, Fer3b y Fet3c; se ha 

sugerido que fet3c juega un papel importante en la virulencia mientras que se ha 

propuesto que fet3a y fet3b complementan la función de fet3c (Navarro-Mendoza 

y col., 2018). 

Otra forma en que los hongos obtienen el hierro es por medio de los sideróforos, los 

cuales son secretados y unen el hierro. Los Mucorales secretan rizoferrina (Bairwa 

y col., 2017) sin embargo, aún queda por dilucidar el mecanismo por el cual actúa 

en el contexto de virulencia. 

El sideróforo rizoferrina pertenece a la familia de los policaboxilatos (fig. 3) y es 

sintetizado por la péptido sintetasa no ribosomal de tipo NIS, codificada por la 

enzima Rfs, la cual usa citrato y diaminobutano como sustratos, donde el citrato 

proviene del metabolismo mitocondrial (Carroll y col., 2017) y el diaminobutano 

(sustancia orgánica diamina que se produce a partir de la ornitina que a su vez es 

derivada de la arginina).  

Además, se ha descrito que el glutamato que se forma a partir del intermediario α-

cetoglutarato del ciclo de Krebs, puede participar en la síntesis de putrescina por 

acción de ornitina descarboxilasa (Tabor y Tabor, 1972). De esta manera se 

explica, en parte, la dependencia del metabolismo oxidativo mitocondrial para la 

producción de rizoferrina. Por otra parte, se ha descrito que la mutante en el gen 

rfs, produjo un fenotipo de menor virulencia en un modelo de ratón diabético, 

mientras que los SS libres de células obtenidos a partir de la cepa Δrfs generaron 

una menor toxicidad en C. elegans (Alejandre-Castañeda y col., 2022).  
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Figura 3. La síntesis de rizoferrina depende del metabolismo mitocondrial. La 

rizoferrina consta de una molécula de diaminobutano unida a dos moléculas de ácido cítrico 

con configuración R,R alrededor de un centro quiral. Ambas moléculas provienen del ciclo 

de Krebs, el citrato proviene directo del metabolismo mitocondrial, mientras que el 

diaminobutano de manera indirecta. Modificado de Carroll y col., 2017. 

 

1.3.3 Proteínas G monoméricas  

Las proteínas G monoméricas se dividen en 5 familias: Ras, Rho, Rab, Ran y Arf 

(Li y col., 2022). Estas proteínas desempeñan diversas funciones en la célula, todas 

ellas importantes (tabla 4). 

Los miembros de la familia Arf pertenecen a la superfamilia Ras, que incluye 

también proteínas similares a Arf (Arl) y Sar (asociadas a la secreción y relacionadas 

con Ras) (Kahn y col., 2006). 

La familia Arf está conformada por 3 grupos en los cuales se encuentran las 

proteínas Arf (ADP ribosylation factor), las proteínas Arl (Arf-like) y las proteínas Sar 

(Secretion-Associated and Ras-related protein). En M. lusitanicus han sido descritas 

Arf1 a Arf4, Arl1 y Arl2 (tabla 5). 

En S. cerevisiae se sabe que algunas proteínas Arf, como Arl1 (proteína similar a 

Arf1), contribuyen a la función y morfología mitocondrial (Ackema y col., 2014; 

Ackema y col., 2016). Mientras que algunas proteínas Arf controlan el sitio de 

contacto entre el retículo endoplásmico (RE) y las mitocondrias (Ackema y col., 

2016). 

Anteriormente, se reportaron dos proteínas Arl en M. circinelloides, Arl1 y Arl2 

quienes comparten entre ellas alrededor del 55% y 81% de identidad y similitud, 
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respectivamente, y comparten el 72.63% y el 52.46% de identidad con ARL1 de S. 

cerevisiae, respectivamente (siendo Arl1 de M. circinelloides el ortólogo de ARL1 

de S. cerevisiae). El ARNm de arl1 se acumula principalmente durante el 

crecimiento micelial, mientras que los niveles de ARNm de arl2 son mucho más 

bajos que los de arl1 y mostraron una expresión constitutiva durante el dimorfismo 

(Patiño-Medina y col., 2019). 
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Tabla 4. Clasificación y función de proteínas G monoméricas. 

Familia Descripción 

Ras Oncoproteínas Ras sarcoma, tienen actividad GTPasas cuya función radica en 

ser interruptores moleculares regulados por GDP/GTP regulando redes de 

señalización en el control de la expresión génica, diferenciación, supervivencia 

entre otros. 

Rho Proteínas Ras homólogas (Rho) regulan la organización del citoesqueleto de 

actina, contribuyen en el ciclo celular y expresión génica.  

Rab Proteínas similares a R en el cerebro (Rab). Encargadas de regular el 

transporte vesicular y en el tráfico de proteínas entre diferentes orgánulos que 

conforman la vía endocítica y la secretora, también actúan como facilitadores 

en la formación de vesículas que contribuyen en la gemación, fusión y liberación 

en el compartimento aceptor. 

Ran Proteína nuclear similar a R (Ran). Se caracteriza por ser la GTPasa de menor 

tamaño y de mayor abundancia en la célula. Contribuye en el transporte 

nucleocitoplasmático de ARN y proteínas. 

Arf Proteínas de la familia del factor de ribosilación ADP (Arf). Son encargadas de 

regular el transporte vesicular actuando en múltiples pasos. Como: Arf1 que 

interviene en la formación de vesículas recubiertas con proteína de cubierta I 

(COPI) estas están relacionadas con el transporte retrógrado entre el Golgi y el 

RE. 

Modificada de Li y col., 2022.  
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Tabla 5. Principales proteínas Arf que contribuyen al desarrollo micelial o 

levaduriforme descritas en M. lusitanicus. 

Proteína Descripción Referencia 

Arf2 Necesaria para el desarrollo levaduriforme Patiño-Medina y col., 

2018 

Arf1, Arf3, Arf4 Necesarias para el desarrollo micelial, el 

número, longitud y polaridad de las hifas y 

con ello aumento de virulencia 

Patiño-Medina y col., 

2018 

Arl1 

 

y Arl2   

Esencial y necesaria para el desarrollo 

micelial como aumento en su longitud y 

virulencia,  

También contribuye a la función y 

morfología mitocondrial  

Patiño-Medina y col., 

2019 

 

1.3.4 Proteínas G heterotriméricas  

Las proteínas G heterotriméricas (PGH) ejercen funciones indispensables en la 

regulación de diversas funciones de células eucariotas, como el reconocimiento de 

señales externas (nutrientes, factores de crecimiento hormonal, neurotransmisores) 

para dar respuestas celulares (Wootten y col., 2018). En los hongos, las proteínas 

G heterotriméricas desempeñan un papel importante en la regulación del 

crecimiento, esporulación y producción de metabolitos secundarios (fig. 4) (Li y 

col., 2007). Las PGH se componen por un trímero conformado por: las subunidades 

Gα, Gβ Y Gγ, cuando estas subunidades se encuentran unidas están en su estado 

inactivo. Este trímero es activado, a través de la interacción de un ligando (señal) 

con un receptor acoplado a PGH en la membrana plasmática (denominados por sus 

siglas en inglés como GPCR, G protein-coupled receptors). 

El receptor GPCR puede actuar como un intercambiador de nucleótidos de guanina 

(por las siglas del inglés GEF, Guanine nucleotide exchange factor) en la subunidad 

Gα permitiendo que esta subunidad intercambie el GDP por GTP.  La unión del GTP 

en la subunidad Gα, produce un cambio en su conformación resultando en la 

disminución de la afinidad por el dímero Gβ-Gγ, ocurriendo una disociación del 
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trímero. La subunidad activada Gα-GTP y el dímero Gβ-Gγ de manera 

independiente regulan distintas vías de señalización. Finalmente, la subunidad Gα 

hidroliza el GTP a GDP mediante la interacción con una proteína activadora de 

actividad de GTPasa (por las siglas del inglés guanosina trifosfatasa), generando 

Gα-GDP, y en este estado inactivo se vuelve a formar una asociación del trímero 

inactivo (Ghosh y col., 2017).  

La subunidad Gα-GTP y el dímero Gβ-Gγ interactúan y alteran la actividad de 

diversas proteínas efectoras, como el adenilato ciclasa (AC), quien sintetiza el AMPc 

a partir del ATP. El AMPc se une a la Proteína Cinasa dependiente de AMPc (PKA), 

la cual es una enzima conformada por dos subunidades idénticas con función 

regulatoria, PkaR y dos subunidades idénticas con actividad catalítica, PkaC. Al 

unirse el AMPc a las subunidades PkaR se genera un cambio en la conformación 

de dichas subunidades, disminuyendo su afinidad por las subunidades PkaC, 

conduciendo a la liberación de las PkaC quienes fosforilan a otras proteínas y 

alteran sus funciones, generando diversas respuestas fisiológicas (Sassone, 2012). 
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Figura 4. Las proteínas G heterotriméricas intervienen en la activación de la PKA. Se 

muestran la vía de señalización de la PKA la cual requiere de las proteínas G 

heterotriméricas. Modificado de Ocampo y col., 2009. 

 

Se reportó que el genoma de M. lusitanicus posee el mayor repertorio de genes que 

codifican a subunidades de proteínas G heterotriméricas en hongos, siendo 12 Gα: 

Gpa1-Gpa12; 3 Gβ: Gpb1-Gpb3 y 3 Gγ: Gpg1-Gpg3. En comparación con otros 

hongos como el ascomiceto levaduriforme Saccharomyces cerevisiae que posee 2 

Gα: (Gpa1 y Gpa2); 1 Gβ: (Ste4p) y 1 Gγ: (Ste18p) (Valle-Maldonado y col., 2015). 

La acumulación de ARNm de gpb1 fue mayor en el crecimiento micelial comparado 

con las otras subunidades Gβ, sugiriendo que Gpb1 tiene un papel relevante en el 

crecimiento micelial, estadio morfológico relacionado con el aumento en la 

virulencia. Además, al realizar ensayos con la cepa Δgpb1 en condiciones donde se 

disminuyó la concentración de oxígeno (7.3% de O2), dicha mutante produjo una 
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mayor generación de levaduras en comparación con la cepa WT, relevando de esta 

manera la importancia de Gpb1 en el crecimiento de las hifas en dichas condiciones. 

Gpb1 es un regulador negativo de la virulencia debido a que al realizar ensayos de 

virulencia con la cepa Δgpb1 en ratones diabéticos (inducidos con estreptozotocina) 

produjo una menor mortalidad en los ratones, comparado con los que fueron 

inoculados con las esporas de la cepa WT (Valle-Maldonado y col., 2020).  

 

1.3.5 Vía de la Proteína Cinasa dependiente de AMPc en M. 

lusitanicus  

M. lusitanicus posee 4 subunidades regulatorias: PkaR1-PkaR4 (Ocampo y col., 

2009; Ocampo y col., 2012) y 10 subunidades catalíticas: PkaC1-PkaC10 

(Fernández y col., 2016). Se tienen todas las cepas mutantes en los genes pkaR 

(Ocampo y col., 2009; Ocampo y col., 2012), lo cual ha permitido conocer que la 

subunidad PkaR1 es crucial para el crecimiento micelial (Ocampo y col., 2009), 

aunado a que el RNAm de pkaR1 se acumula principalmente la fase micelial (Valle-

Maldonado y col., 2015).   

Se reportó que la inoculación intraperitoneal de esporas de las cepas WT y ΔpkaR1 

de ratones diabéticos (inducidos con estreptozotocina), condujo a un mayor 

porcentaje de supervivencia de los ratones infectados con la cepa ΔpkaR1 

comparado con aquellos infectados con la cepa WT. Por otra parte, cuando fue 

evaluada la toxicidad de los SS libre de células obtenidos a partir del crecimiento 

micelial de las cepas WT y ΔpkaR1 frente a Caenorhabditis elegans, se observó 

que los SS de la cepa ΔpkaR1 tuvieron una menor toxicidad, comparado con los de 

la cepa WT. Sugiriendo que, al igual que Gpb1, PkaR1 regula positivamente la 

virulencia en M. lusitanicus (Valle-Maldonado y col., 2020). También se ha descrito 

que la mutación del gen pkaR1 correlacionó negativamente con la regulación de rfs 

y disminución de la producción de rizoferrina en M. lusitanicus, indicando la 

relevancia de la regulación de la vía PKA en la producción de rizoferrina (Alejandre-

Castañeda y col., 2022). Aún se desconoce el mecanismo molecular por el cual 

PkaR1 regula este proceso. 
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Se ha sugerido que el metabolismo oxidativo tiene una función importante en el 

aumento de la virulencia en M. lusitanicus. Por lo que es de interés el indagar sobre 

algunos procesos involucrados en la dinámica mitocondrial. 

 

1.4 Homeostasis mitocondrial 

Las mitocondrias tienen diversos procesos bioquímicos que involucran la 

fosforilación oxidativa, el ciclo de Krebs, la β-oxidación de ácidos grasos y 

biosíntesis del grupo hemo (Mishra y Chan, 2016).  

Cumplir con la demanda energética requiere de la capacidad para obtener la 

energía de los nutrientes, donde a su vez los estados metabólicos de las 

mitocondrias dictan su tamaño, forma, función y posición en el citoplasma (Yu y 

Pekkurnaz, 2018). Por lo que, con la finalidad de cumplir con las necesidades 

energéticas celulares, las mitocondrias adaptan su morfología y función por medio 

de estímulos fisiológicos, que involucran la regulación de diversos procesos que en 

conjunto se conocen como dinámica mitocondrial (comprende diversos procesos 

como biogénesis, fusión, fisión y mitofagia) (Ugarte-Uribe y col., 2014) (fig. 5).  
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Figura 5. Descripción general de la dinámica mitocondrial. Los distintos procesos 

conocidos como dinámica mitocondrial dependen, en parte, de los requerimientos 

energéticos de la célula. En la biogénesis mitocondrial son obtenidas nuevas mitocondrias. 

El proceso de fisión ocurre cuando el estrés o el daño en la mitocondria causa la 

despolarización de la membrana mitocondrial, las mitocondrias disfuncionales (rojo) se 

fisionan con las mitocondrias sanas (verde) serán enviadas a la degradación mediante 

mitofagia. Para que se mantenga el conjunto de mitocondrias saludables se fusionan. 

Obtenido de Fisher y col., 2022. 

 

1.4.1 Biogénesis mitocondrial 

La biogénesis mitocondrial, como su nombre lo dice, se refiere a la generación de 

nuevas mitocondrias. Se ha descrito que la regulación negativa de la biogénesis 

mitocondrial es considerada como un control de calidad, este proceso puede estar 
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mediado por las especies reactivas de oxígeno (ROS); por ejemplo, en S. cerevisiae 

un aumento de las ROS en la mitocondria disminuye la biogénesis mitocondrial 

(Yoboue y col., 2014). 

El proceso de biogénesis mitocondrial es uno de los más complejos de la dinámica 

mitocondrial y está bajo la regulación del complejo Hap. En la levadura S. cerevisiae 

los complejos de transcripción heterotriméricos, están conformados por Hap2, Hap3 

y Hap4 los cuales están altamente conservados en células eucariotas, este 

complejo se une al ADN reconociendo a la caja conceso Hap. En S. cerevisiae se 

ha descrito la secuencia consenso 5´-CCAAT-3´ la cual se encuentra 75-80 pares 

de bases río arriba respecto del sitio de inicio de la transcripción (Mao y Chen 2019). 

Además, en S. cerevisiae el complejo Hap es un mecanismo de ajuste redox que 

se adapta al estrés oxidativo manteniendo así el equilibrio redox para sobrevivir en 

el entorno del huésped (Marinho y col., 2014). En C. albicans se ha mencionado 

que, en altas concentraciones de hierro, el complejo Hap (Hap2, Hap31/32 y Hap5) 

interviene en la regulación positiva de la expresión de genes involucrados en el 

estrés oxidativo como CAT1 (codifica para una catalasa), SOD4 (codifica para la 

superóxido dismutasa), GRX5 (codifica para la glutaredoxina 5) y Trx1 (codifica para 

la tiorredoxina 1) (Chakravarti y col., 2017). 

 

1.4.2 Fusión mitocondrial  

En el proceso de fusión mitocondrial, las mitocondrias se van a unir para formar una 

red de mitocondrias las cuales son llamadas supermitocondrias (fig. 6), en este 

proceso la síntesis de ATP está favorecida y a su vez se genera una mayor actividad 

mitocondrial (Müller y col., 2015). Se requiere de ciertas proteínas para promover 

la fusión de membranas mitocondriales, tal es el caso de la GTPasa similar a la 

dinamina Mfn1 y Mfn2 (Homologo Fzo1 en hongos), la cual se localiza en las 

membranas mitocondriales externas y las mitofusinas Opa1 (Homologo 

Mgm1/Msp1 en hongos) localizada en las membranas mitocondriales internas. La 

proteína Fzo1 es la encargada de regular la fusión mitocondrial mientras que las 
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mitofusinas Mgm1/Msp1 mediante la dimerización intervienen en la unión a las 

mitocondrias (Koshiba y col., 2004). 

En S. cerevisiae la ausencia de Fzo1 generó mitocondrias fragmentadas y produjo 

un menor crecimiento en una fuente de carbono no fermentable, sugiriendo que la 

función mitocondrial (determinada por la tasa de respiración principalmente) estaría 

afectada en ausencia de la proteína Fzo1 (Dong y col, 2021). 

En Cryptococcus neoformans el proceso de fusión mitocondrial está relacionado 

con una mayor capacidad de eliminación de las ROS, disminuyendo el daño 

oxidativo (Chang y Doering, 2018). 

 

 

Figura 6. Fusión mitocondrial. En este proceso la región C-terminal de Fzo1 contribuye 

como mediador de la unión de 2 mitocondrias, que por otra parte las proteínas de membrana 

interna (Mgm1/Msp1) participan en la unión y fisión en la membrana interna mitocondrial lo 

que dará origen a una red mitocondrial. Normalmente en este proceso esta red mitocondrial 

se encuentra en células con una respiración activa, por lo que está favorecida la síntesis de 

ATP. Modificado de Chiong y col., 2014.  

 

1.4.3 Fisión mitocondrial 

La fisión mitocondrial permite la formación de mitocondrias metabólicamente 

diferentes a las producidas por la fusión mitocondrial; la síntesis de ATP disminuye 

en las mitocondrias en fisión, lo cual generará una menor actividad mitocondrial y 

una menor respiración (Twig y col., 2008). Además, se ha reportado en mamíferos 
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que la fisión mitocondrial está regulada positivamente por el aumento de la 

generación de las ROS y en consecuencia contribuye a eliminar las mitocondrias 

dañadas por medio de la mitofagia (Matus y col., 2021). En los hongos, las 

principales proteínas que intervienen en el proceso de fisión son Dnm1, Mdv1 y 

Fis1. La proteína citosólica Dnm1 con actividad de GTPasa, está relacionada 

estructuralmente con la dinamina, y es considerada la proteína principal de la fisión 

mitocondrial (Mozdy y col., 2000).  

La mutación del gen dnm1 en C. albicans produjo cambios en las proteínas 

relacionadas a las estructuras mitocondriales, así como alteración en la pared 

celular y en la membrana plasmática en comparación con la cepa WT. Pruebas de 

susceptibilidad contra los antifúngicos SM21, anfotericina B, caspofungina y 

voriconazol, revelaron una mayor susceptibilidad de la cepa Δdnm1 respecto a la 

cepa WT. Sugiriendo un vínculo entre el proceso de fisión mitocondrial y la 

formación de la pared celular en C. albicans. Además, la cepa Δdnm1 redujo su 

capacidad antioxidante y aumentó la peroxidación lipídica (Truong y col., 2019). 

La proteína Dnm1 tiene un papel importante en los hongos patógenos C. 

neoformans, A. fumigatus y Magnaporthe oryzae, la mutación en el gen dnm1 

produjo un fenotipo con defectos en la morfología mitocondrial y una fisión reducida 

comparado con la cepa WT (Koch y Traven, 2019). 

En Hansenula polymorpha se ha descrito que la deleción de mdv1 condujo a un 

defecto en la fisión mitocondrial, observándose un colapso de las mitocondrias 

(Nagotu y col., 2008). 

En el proceso de fisión mitocondrial (fig. 7), la proteína Dnm1 es reclutada en las 

mitocondrias por las proteínas de membrana externa mitocondrial, Fis1 y Mdv1. La 

proteína Mdv1 se encarga de unir a Fis1 y a Dnm1 para que juntas intervengan en 

la fisión de las mitocondrias. La proteína Dnm1 se oligomeriza formando un anillo, 

el cual contrae a la membrana mitocondrial por medio de la hidrólisis de GTP (Koch 

y Traven, 2019).  
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Figura 7. Propuesta del proceso de fisión mitocondrial en S. cerevisae. Esquema 

representativo de la maquinaria de fisión mitocondrial basado en la levadura S. cerevisiae 

en el cual intervienen las proteínas Dnm1 Fis1 y Mdv1, Dnm1 es una proteína citosólica 

mientras Fis1 y Mdv1 son proteínas mitocondriales. Obtenido de Koch y Traven, 2019. 

 

1.4.4 Mitofagia  

La mitofagia es un tipo de autofagia específica, pero esta es exclusiva en el 

recambio de las mitocondrias. Este proceso es necesario para la eliminación de 

mitocondrias dañadas lo que permite mantener una cantidad adecuada de 

mitocondrias funcionales. En levaduras el proceso de mitofagia requiere de la 

proteína Atg32 localizada en la membrana mitocondrial externa, esta proteína sirve 

como receptora de las proteínas Atg11 y Atg8 las cuales son reclutadas y 

contribuyen a la mitofagia (Schuster y Okamoto, 2022).  

Se ha descrito en S. cerevisiae (fig. 8) a la proteína caseína quinasa 2 (CK2), la 

cual fosforila a la proteína Atg32, induciendo el proceso de mitofagia, posteriormente 

la proteína Atg11 (proteína adaptadora que está involucrada en la autofagia 

selectiva) interactúan con Atg32 para que se pueda inducir el proceso de mitofagia, 

donde las mitocondrias se dirigen a la vacuola para su degradación. Se ha descrito 

que en la mitofagia pueden participar otras proteínas como la fosfatasa Ppg1, la 

cual es similar a la fosfatasa 2A (PP2A) y tiene un papel importante en la 

desfosforilación de Atg32 en la región aminoacídica 151-200 para inducir la 

mitofagia. Al eliminar esta región de aminoácidos de Atg32 causo el mismo fenotipo 

como inductor de mitofagia (Furukawa y col., 2018).  
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Figura 8. Proceso de mitofagía en S. cerevisiae. El proceso de mitofagía está 

conformado por varias etapas en la cual intervienen diversas proteínas entre ellas las Atg 

juega un papel importante, la cinasa CK2 interviene en la fosforilación y la fosfatasa Png1 

en la desfosforilación. Modificado de Furukawa y col., 2018. 

 

II. Antecedentes 

2.1 Metabolismo mitocondrial y fermentativo involucrado en 

morfogénesis y virulencia de M. lusitanicus 

Se ha sugerido que el metabolismo oxidativo tiene una función importante en el 

aumento de la virulencia en M. lusitanicus. Por ejemplo, la anulación del 

metabolismo fermentativo por mutación del gen adh1, el cual codifica a la alcohol 

deshidrogenasa 1, generó una mutante monomórfica micelial (Rangel-Porras y 

col., 2019), e hipervirulenta (Díaz-Pérez y col., 2020). 

Por otra parte, se ha descrito en diversos Mucorales la presencia del gen rfs quien 

codifica a una sintetasa peptídica no ribosomal, involucrada en la síntesis del 

sideróforo, rizoferrina (Carroll y col., 2017). En M. lusitanicus se ha encontrado que 

los niveles de RNAm de rfs aumentan en niveles bajos de Fe2+, durante el estrés 

oxidativo y en la infección del ratón. La mutación del gen rfs condujo a la disminución 

de la virulencia (Alejandre-Castañeda y col., 2022). La enzima Rfs usa citrato y 

diaminobutano como sustratos (Carroll y col., 2017), lo que indica la dependencia 
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del metabolismo oxidativo mitocondrial para sintetizar rizoferrina. Se conoce que la 

mutación del gen pkaR1 o la adición de AMPc condujo a una disminución de los 

niveles de rizoferrina en M. lusitanicus, indicando la regulación positiva de la vía 

PKA en la producción de rizoferrina (Alejandre-Castañeda y col., 2022). Por otra 

parte, la proteína Arl1 (por sus siglas en inglés Arf-like) es necesaria para el 

desarrollo adecuado del micelio, y para el aumento de la virulencia, se ha asociado 

a la función y morfología mitocondrial influyendo en el aumento del metabolismo 

oxidativo mitocondrial (Patiño-Medina y col., 2019).  

Además, los homólogos de Tec (Tec1 y Tec2), quienes son factores de 

transcripción, en M. lusitanicus regulan el crecimiento micelial, la virulencia, el 

aumento de la acumulación de la rizoferrina y el aumento del metabolismo 

mitocondrial en condiciones de niveles bajos de glucosa, probablemente por 

represión de la PKA. Por lo que siguieren dos niveles de regulación, a través de las 

proteínas Tec, siendo uno a nivel transcripcional (mayor expresión de Tec 

correlaciona con el aumento del ARNm de gpb1 y pkaR1) y a nivel postraduccional 

(la PKA inactiva inhibe la fosforilación de Tec1 y Tec2) (Alejandre-Castañeda y 

col., 2023).  

En M. lusitanicus las esporas derivadas de YPG suplementado con el suero 

sanguíneo nativo aumentaron la toxicidad de los SS frente a nematodos, produjeron 

el aumento en la interleucina (IL)-6, IL-1β, proteína inhibidora de macrófagos 2 y del 

factor de necrosis tumoral α (en tejidos hepáticos y pulmonares de ratones 

diabéticos infectados) comparado con los de tejidos de animales infectados con 

esporas derivadas de YPG solo o suplementado con suero sanguíneo 

desnaturalizado. Además, a partir de los cultivos que fueron suplementados con 

suero sanguíneo nativo mostraron mayores tasas de germinación e hifas más largas 

en comparación con cultivos no suplementados con suero sanguíneo nativo. Por 

otra parte, ellos mencionan que los niveles de ARNm de cnaA no disminuyeron en 

las esporas formadas en presencia de suero, lo que sugiere que el suero y la cnaA 

están regulados por un mecanismo diferente (Patiño-Medina y col., 2023).  
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2.2 Vía de señalización de la CN 

La CN es un heterodímero conformado por una subunidad A catalítica (CNA) y una 

subunidad B regulatoria (CNB), se destaca a la CN, por poseer actividad fosfatasa 

(serina/treonina), la CN está presente únicamente en eucariotas y se requiere del 

complejo calcio-calmodulina (Ca2+-CaM) para su activación. En humanos, algunas 

vías de transducción, como la fisión y apoptosis a nivel mitocondrial, requieren de 

la activación de la vía de la CN (tabla 6) (Creamer, 2020). En S. cerevisiae es muy 

importante el mantenimiento de una concentración adecuada de Ca2+ citoplasmático 

para el mantenimiento de la homeostasis celular; las concentraciones intracelulares 

de Ca2+ en reposo en S. cerevisiae van de 50-200 nM, considerando que en el 

entorno externo se encuentra entre 1 μΜ a 100 mM (Bonilla y Cunningham, 2002; 

Muller y col., 2003). Algunos organelos celulares como las vacuolas y los 

peroxisomas funcionan como almacenes de calcio, lo obtienen por medio de 

transportadores de calcio como son: los anti portadores de Ca2+ /H+, las bombas de 

calcio dependientes de ATP y los canales iónicos permeables al calcio en la 

membrana citoplasmática (Martı́n, 2022). 

La vacuola participa en la homeostasis de calcio citosólico, en presencia de altas 

concentraciones de calcio extracelular se introduce el calcio citoplasmático a la 

vacuola donde la proteína Vcx1, la cual se encuentra en la membrana vacuolar, 

participa como transportador introduciendo el calcio a la vacuola (Förster y Kane, 

2000). Mediante un análisis in sillico se ha descrito que los hongos S. cerevisiae, 

Ashbya gossypii, C. albicans, Schizosaccharomyces pombe, podrían poseer solo 

un transportador de tipo Vcx1 mientras que el Mucoral Rhizopus oryzae se 

encontraron 4 posibles Vcx1 (Rispail y col. 2009). Sin embargo, aún no ha sido 

descrito su presencia en M. lusitanicus. 
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Tabla 6. Desfosforilación de algunas proteínas por la CN en células de humano.  

En relación a: Blancos de 

desfosforilación 

para CN 

Función 

Transcripción NFAT (factores 

nucleares de células 

T activadas) 

Estos factores de transcripción se expresan en 

la mayoría de las células del sistema 

inmunológico por lo que están involucrados en 

la respuesta inmunitaria y en el desarrollo de 

sistemas nerviosos, cardíaco y muscular 

Receptores  AMPAR (receptores 

del ácido α-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-

isoxazol-propiónico)  

Es un receptor transmembrana ionotrópico 

para glutamato, es encargado de mantener la 

transmisión sináptica en el sistema nervioso 

central 

Mitocondrias DRP1 (proteína 1 

relacionada con la 

dinamina)  

DRP1 es una proteína citosólica altamente 

conservada que interviene en la fisión 

mitocondrial 

MALO (antagonista 

de Bcl-2/Bcl-XL, que 

causa la muerte 

celular) 

Bcl-2 es una proteína antiapoptótica que se 

encuentra en la membrana mitocondrial externa 

y que inhibe la apoptosis. Por lo que MALO se 

une a Bcl-2/Bcl-XL y libera a las proteínas 

proapoptóticas, lo que lleva a la apoptosis   

Obtenido de Creamer, 2020.  

 

Diversas condiciones de estrés contribuyen a la entrada intracelular del Ca2+ en 

células animales, dicha entrada es estimulada por cambios en la tonicidad (Batiza 

y col., 1996), estrés salino, por cambios en la temperatura, por feromonas 

(Matsumoto y col., 2002) y en H. polymorpha se ha descrito que la fuente de 

nitrógeno controla el contenido de calcio y con ello la activación de la CN que a su 

vez contribuye en la regulación de genes encargados de la asimilación del nitrógeno 

(Rodríguez y col., 2013).   

Además, existen algunos factores que evitan la entrada de calcio como la inhibición 

de LTP (Potenciación a largo plazo), lo cual es una fuerza de sinapsis que sigue a 

una estimulación de elevada frecuencia dependiente de VGCC (canal dependiente 
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de voltaje) (por sus siglas del inglés VGCC, Voltage-Gated Calcium Channel) 

(Onuma y col., 1998).  

En células animales se han descrito a los canales de calcio dependientes de voltaje 

VGCC, en el ingreso de Ca2+ extracelular al citoplasma. Los canales VGCC 

(conformado por las proteínas Cch1p-Mid1p) bajo condiciones de estrés, van a ser 

activados por la señal por Ca2+, donde van a despolarizar la membrana generando 

un cambio de potencial permitiendo la apertura de los canales y el ingreso del ion 

(Catterall, 2000). Por medio de un análisis de comparación de secuencias 

genómicas han mencionado que S. cerevisiae, A. gossypii, C. albicans, S. pombe. 

A. fumigatus, F. graminearum, M. grisea, N. crassa, U. maydis poseen una única 

proteína CCH1 y una única MID1. R. oryzae pose 2 CCH1 y una única MID1 (Rispail 

y col., 2009). Sin embargo, en M. lusitanicus aún se desconoce la presencia de 

dichas subunidades. 

En S. cerevisiae (fig. 9), cuando las concentraciones del Ca2+ en el citoplasma 

superan los 200 nM, la proteína calmudulina (CaM) por sus siglas en ingles calcium 

modulated protein, unirá Ca2+ a través de su dominio estructural de mano EF, la 

proteína CaM está altamente conservada en eucariotas y existe en dos formas 

conformacionales, en forma libre (cuando no está el calcio unido) es llamada 

apocalmodulina y cuando está formando el complejo Ca2+-CaM es llamada CaM, 

este complejo Ca2+-CaM, activará a la proteína CN (Geli y col., 1998; Grötsch y 

col., 2010; Chin y col., 2000). 

La proteína CN activa también participa en diversas funciones en los hongos, en S. 

cerevisiae participa en la activación de diversos factores de transcripción como en 

el Crz1p (dedo de zinc 1 sensible a la CN), cuando la CN está activa defosforila a 

Crz1p y una vez activo interviene en la expresión de diversos genes (Cyert, 2003), 

como el que codifica al transportador de hexosas (hxt1) y el que codifica permeasa 

de aminoácidos (agp1), además de la expresión la proteína aciltransferasa Akr1 

(HIP14/AKRL1 en mamíferos) y Erg3 la cual es una esterol desaturasa C-5, los 

productos de estos genes podrían realizar funciones que ayuden a S. cerevisiae a 

sobrevivir en altas concentraciones de calcio. Y a su vez estos intervienen en 

diversos procesos como el mantenimiento de los niveles normales de las ROS, ya 
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que al sobreexpresar HXT1 y ATGP1 en presencia de calcio se observó que fueron 

inhibidos los niveles intracelulares de las ROS a rangos normales (Li y col., 2021). 

En S. cerevisiae también se ha mencionado que el Mn2+ puede activar a la CN pero, 

con una eficacia menor (Del-Aguila y col., 2003). 

En S. cerevisiae la CN está formada por un heterodímero (una subunidad regulatoria 

y una catalítica), su genoma codifica para una única subunidad catalítica y una única 

subunidad regulatoria. La subunidad regulatoria posee 4 sitios de unión a Ca2+ y la 

subunidad catalítica un sitio de unión a CAM (Klee y col., 1998). 

En mamíferos, la activación de la CN defosforila al residuo de serina 637 de la 

proteína GTPasa Drp1 (Dnm1 en levadura), esta modificación postraduccional 

promueve la fisión mitocondrial. Se ha descrito que la fosforilación en este mismo 

residuo se da a través de la PKA, conduciendo a inhibición de la actividad de 

GTPasa y de esta manera se promueve la fusión de mitocondrias (Ko y col., 2021). 

También ha sido descrito el proceso de fusión mitocondrial (Fig. 6), en este proceso 

participa la proteína GTPasa Fzo1 localizada en la membrana mitocondrial, la cual 

está encargada de regular la fusión, en donde las mitocondrias se unen para formar 

una red, conocida como supermitocondrias y a su vez generar: mayor actividad 

mitocondrial (Müller y col., 2015). 
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Figura 9. Vía de señalización de la CN en S. cerevisiae. Por un estímulo externo, el calcio 

extracelular ingresa a través del canal de calcio dependiente de voltaje. Este canal de Ca2+ 

está conformado por las proteínas Cch1-Mid1. Una vez ingresado el calcio y al superar las 

concentraciones de 50-200 nM, se une a la CaM. En S. cerevisiae, la CaM posee 3 dominios 

de unión a calcio. Posteriormente, se formará el complejo Ca2+-CaM y se une al dominio de 

unión de la subunidad regulatoria de la CN inactiva y conduciendo a su activación. El 

residuo Ser 637 de Dmn1 interactuará con receptores específicos de la membrana 

mitocondrial, de esta manera se oligomeriza formando un anillo y produciendo un proceso 

denominado fisión mitocondrial. La proteína Dnm1 se recluta y ancla en la membrana 

externa mitocondrial a través de varias proteínas transmembranales como la proteína de 

fisión 1 (Fis1).  Dnm1 contiene un dominio GTPasa (dominio G) y forma un polímero 

helicoidal para contraer los túbulos de la membrana al unirse e hidrolizar GTP. Modificado 

de Liu y col., 2015.  

 

2.2.1 Función de la CN en hongos 

2.2.1.1 Papel de la CN en N. crassa  

La vía de la CN se ha descrito en diversos hongos. Por ejemplo, en el hongo 

ascomiceto micelial N. crassa, la CN consta de un heterodímero compuesto por dos 

subunidades, una catalítica A y una reguladora B, ambas codificadas por 

los genes cna-1 y cnb -1 (Davis y Perkins, 2002). Las cepas mutantes Cna-1RIP 3 
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A, 122 A, 24 a y 28 A, produjeron un fenotipo con crecimiento lento con hifas cortas 

de color mate y además también presentaron crecimiento reducido, tuvieron mayor 

acumulación de carotenos, sensibilidad al estrés osmótico; mientras que los 

mutantes Cnb-1RIP presentaron sensibilidad al calcio (Kumar y col., 2020). La vía 

de la CN también está implicada en el crecimiento de las hifas y es necesaria en la 

reproducción sexual del hongo. Para demostrar la implicación de dicha vía en la 

fase sexual, se fertilizaron dos núcleos (+,-) de sexos opuestos en una condición 

de estrés (disponibilidad limitada de nitrógeno). En el desarrollo sexual normal de 

N. crasa se desarrollan protoperitecios que dan lugar a los peritecios; sin embargo, 

los peritecios estaban vacíos cuando se mutó la subunidad catalítica de la CN. 

Sugiriendo que esta proteína es importante en algún paso de la meiosis o durante 

el desarrollo de las ascosporas (Tamuli y col., 2016).  

 

2.2.1.2 Papel de la CN en C. neoformans 

El hongo dimórfico basidiomiceto patógeno oportunista C. neoformans posee una 

única subunidad catalítica (Cna-1) y una única subunidad regulatoria (Cnb-1). La 

subunidad Cnb-1 desempeña una función importante en la acción de los 

antifúngicos (debido a que la mutante en cnb1 tuvo resistencia al fármaco FK506) 

y en la virulencia, ya que la cepa mutante en cnb1 mostro una menor capacidad de 

crecer a 37°C y al evaluar la virulencia en ratones inmunocompetentes BALB/c, que 

expresaban el componente C5 del complemento, se observó un 100% de 

sobrevivencia de los ratones infectados con la mutante cnb1 hasta el día 100, por 

lo que la subunidad Cnb-1 de la CN regula positivamente tanto la termotolerancia 

a 37°C, al igual que la virulencia en un modelo murino (Fox y col., 2001). 

 

2.2.1.3 Papel de la CN en C. albicans 

En el hongo dimórfico C. albicans, la CN tiene un papel importante en la 

supervivencia en presencia del suero sanguíneo. La supervivencia de las cepas 
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mutantes de la subunidad regulatoria de la CN (mutantes cnb1/cnb1) en presencia 

de suero sanguíneo por 6 h disminuyó entre 6 a 8 veces la población de las cepas 

cnb1/cnb1 comparado con la cepa WT; mientras que para las 24 h disminuyo 14 

veces la población. Por lo que concluyen que la CN es esencial para la 

supervivencia en suero (Blankenship y col., 2003). En cuanto a la importancia de 

la CN para la supervivencia en condiciones de estrés de la membrana plasmática, 

se observó que mutantes cnb1/cnb1 de la CN mostraron ser hipersensibles a la 

presencia de los azoles (fluconazol) ciclosporina A (CsA), tracolimus (FK506), y 

redujeron el ergosterol de la membrana. En C. albicans CsA y FK506 estuvieron 

relacionadas a la inhibición de la CN y no a las bombas mdr como en otros hongos 

(Cruz y col., 2002). 

 

2.2.1.4 Sistema de CN en M. lusitanicus  

2.2.1.4.1 Descripción de las subunidades de CN en M. 

lusitanicus 

La vía de la CN está implicada en la diferenciación y la virulencia de M. lusitanicus. 

La CN es un heterodímero compuesto por una subunidad regulatoria y una 

subunidad catalítica. El genoma de M. lusitanicus codifica para una única subunidad 

regulatoria (CnbR) y tres subunidades catalíticas (CnaA, CnaB y CnaC) (Lee y col., 

2013) (tabla 7). Al comparar el sistema de CN de M. lusitanicus con otros hongos 

como N. crassa y C. neoformans, los cuales poseen una única subunidad catalítica 

y una única subunidad regulatoria, indican que este mucoral es un organismo más 

complejo en términos de la CN. Esto puede ser en parte explicado por el hallazgo 

de que los hongos pertenecientes al suphylum Mucormycotina poseen una 

duplicación del genoma completo (Ma y col., 2009; Corrochano y col., 2016). 

Se ha descrito que, al comparar las subunidades catalíticas de la CN, el producto 

del gen cnaA de las especies de Mucorales (R. delamar, P. blakesleeanus y del 

mismo M. lusitanicus) con otros hongos (S. cerevisiae, C. neoformans y A. nidulans) 

e incluso del Homo sapiens se observó que la subunidad CnaA está conservada a 
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diferencia de las subunidades CnaB y CnaC, lo que sugiere que CnaA puede ser el 

ancestro en común (Lee y col., 2013).  

Se ha descrito que la mutante en la subunidad regulatoria, ΔcnbR (Figura 10), 

carece de toda actividad de CN; dicha mutante creció exclusivamente como 

levadura en condiciones aeróbicas (Lee y col., 2013). 

 

 

Figura 10. La mutante ΔcnbR creció exclusivamente como levadura en condiciones 

aeróbicas. (A) Medio sólido YPD crecimiento de la cepa mutante ΔcnbR en condiciones 

aeróbicas comparado con la cepa WT; (B) Medio YPD líquido con agitación vigorosa 

crecimiento de la cepa mutante ΔcnbR en condiciones aeróbicas comparado con la cepa 

WT (Lee y col., 2013). 
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Tabla 7. Tamaño y peso molecular de las subunidades de la CN de M. lusitanicus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

aa: aminoácidos; Da: daltons. 

(https://genome.jgi.doe.gov/Muccir1_3/Muccir1_3.home.html). 

 

De las 3 subunidades catalíticas que posee M. lusitanicus, CnaA y CnaB tienen la 

mayor identidad con un 73.8%. Mientras que las subunidades CnaB y CnbR tienen 

el menor porcentaje de identidad siendo de 7.2% (tabla 8). 

 

Tabla 8. Identidad y similitud (%) de las subunidades de CN de M. lusitanicus. 

 CnaA CnaB CnaC CnbR 

CnaA 100 74/87 64/65 10/17 

CnaB  100 62/75 11/19 

CnaC   100 12/18 

CnbR    100 

Modificado de Lee y col., 2013 

 

Subunidad Tamaño de la 

proteína (aa) 

Peso molecular 

(Da) 

CnaA 534 61667.28 

 

CnaB 538 61701.98 

 

CnaC 527 

 
60219.51 

 

CnbR 173 

 
19537.05 
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2.2.1.4.2 Función de los genes que codifican para las 

subunidades de CN de M. lusitanicus 

2.2.1.4.2.1 Subunidad catalítica 

En comparación con la cepa WT, la cepa ΔcnaA presentó un fenotipo con mayor 

sensibilidad a tacrolimus (FK506) y ciclosporina A (CsA). La cepa ΔcnaA generó 

una mayor producción de levaduras (en YPD líquido con aireación vigorosa), mayor 

sensibilidad al detergente SDS, produjo esporas más grandes, las esporas 

produjeron mayor virulencia en Galleria mellonella. Las hifas presentaron una 

polaridad hifal anormal donde los tubos germinales presentaron división de las 

puntas y una ramificación anormal y los tubos germinales se alargaron en una sola 

dirección sin presentar división en las puntas. Por lo que concluyen que la proteína 

CnaA participa en la integridad de la pared celular en el tamaño de las esporas, la 

regulación negativa de la virulencia y el mantenimiento de la polaridad de las hifas 

(Lee y col., 2013). 

La cepa ΔcnaB mostró una mayor sensibilidad a CsA creciendo únicamente como 

levaduras, mostró una mayor hipersensibilidad a CsA que la cepa ΔcnaA, no produjo 

hipersensibilidad a FK506 al igual que la cepa WT. Por otra parte, comparado con 

el fenotipo de la cepa ΔcnaA, la cepa ΔcnaB si presentó un fenotipo hipersensible 

a FK506, no produjo esporas grandes y no generó hifas dicotómicas como la 

mutante ΔcnaA y la virulencia en el modelo de G. mellonella fue muy similar al de la 

cepa WT. Por lo que concluyen que CnaB es funcionalmente diferente a la 

subunidad CnaA (Lee y col., 2015). 

La expresión del gen cnaC fue mayor en el crecimiento levaduriforme comparado 

con el crecimiento de las hifas. La cepa ΔcnaB forma septos comparado con la cepa 

WT cuyas hifas son aseptadas. Por lo que concluyen que CnaC podría desempeñar 

una función específica durante la fase levaduriforme, por lo que podría ser menos 

sensible a la inhibición por FK506; además, la proteína CnaC puede estar asociada 

con la formación del septo (Lee y col., 2013). Es importante mencionar que aún no 

se ha descrito la función en la virulencia de CnaC. 
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2.2.1.4.2.1 Subunidad regulatoria 

La cepa ΔcnbR presentó un fenotipo monomórfico levaduriforme, aun en 

condiciones aeróbicas y presentó un fenotipo avirulento en comparación con la cepa 

WT. Por lo que concluyeron que CnbR es esencial para el crecimiento micelial y 

para la regulación positiva de la virulencia (Lee y col., 2013).  

Sin embargo, aún falta por entender la implicación del metabolismo oxidativo 

mitocondrial en relación a las subunidades de la CN. 

 

 2.2.1.4.3 La CN regula la expresión de otros genes en M. 

lusitanicus. 

M. lusitanicus pose tres genes fks (fksA, fksB, fksC) que codifican a la proteína 

equinocandina β-(1,3)-d-glucano sintasa (la cual contribuye en mantener la 

estructura e integridad de la pared celular del hongo debido a que convierte UDP-

Glucosa en β-(1,3)-d – glucano), la vía de la CN podría influir en la regulación de la 

expresión de fksA y fksB, debido a que la eliminación de la CN disminuyo la 

expresión de los mismos en M. lusitanicus (García y col., 2023).  

Por otra parte, la ausencia de las subunidades G alfas de proteínas G 

heterotriméricas Gpa11 y Gpa12, generaron una disminución del RNAm de cnaA, 

además del aumentó en el tamaño de la espora (Patiño-Medina y col., 2019).  

Dicho fenotipo es similar a la mutación en la subunidad catalítica CnaA de la CN 

(Ocampo y col., 2009). Esto parece sugerir una interconexión de la vía PKA y CN 

regulada por las proteínas G heterotriméricas, Gpa11 y Gpa12 (Patiño-Medina y 

col., 2019). 
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III. Justificación 

M. lusitanicus es un hongo dimórfico y modelo de estudio para entender la 

enfermedad mucormicosis. Se ha descrito la correlación del aumento del 

metabolismo oxidativo mitocondrial con la virulencia en algunos hongos patógenos. 

Además, los procesos de fusión y fisión mitocondrial en términos generales, 

participan aumentando o disminuyendo la eficiencia de la actividad mitocondrial, 

respectivamente. En el caso de M. lusitanicus las esporas creciendo en condiciones 

aeróbicas y en concentraciones bajas de glucosa (0.1%) produce micelio, el cual 

está asociado a un aumento en el metabolismo oxidativo mitocondrial y de fenotipo 

virulento. En cambio, el crecimiento en condiciones anaeróbicas genera levaduras 

de metabolismo fermentativo y avirulentas. Por otra parte, la vía de la CN (serina 

treonina fosfatasa dependiente de Ca2+) participa en la morfogénesis y virulencia 

del hongo M. lusitanicus. Se ha mencionado que la anulación de la subunidad 

regulatoria (CnbR) de la CN produce un fenotipo con crecimiento exclusivo de 

levaduras aún en condiciones aeróbicas. Por lo que conocer el papel de la vía de la 

CN en el metabolismo oxidativo mitocondrial es de suma relevancia para conocer 

su función en la mucormicosis. 

 

lV. Hipótesis 

La activación de la vía de la CN regula negativamente el metabolismo oxidativo 

mitocondrial y virulencia en M. lusitanicus 
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lV. Objetivos  

Objetivo general 

Conocer la implicación de la vía de la CN en el metabolismo oxidativo mitocondrial, 

así como su correlación con el aumento de la virulencia en M. lusitanicus. 

Objetivos específicos 

1. Demostrar la función de las subunidades de la CN en el metabolismo 

oxidativo mitocondrial. 

2. Demostrar la función de las subunidades de la CN y su posible vínculo con 

el metabolismo oxidativo mitocondrial en la virulencia. 

3. Demostrar la función de la proteína Dnm1 en la vía de la CN y su correlación 

con el metabolismo oxidativo mitocondrial en la virulencia. 
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VI. Estrategia experimental general 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

VlI. Materiales y métodos 

7.1 Cepas utilizadas 

Tabla 9. Cepas utilizadas. 

Cepa Descripción 

MU636 Auxótrofa a leucina (leuA-) y protótrofa a uracilo (pyrG-); 
obtenida mediante recombinación homologa restaurando el 
gen pyrG en el locus del gen pyrG. Derivada de la cepa 
MU402 (Navarro-Mendoza y col., 2019) 

MU402 Auxótrofa a leucina (leuA-) y uracilo (pyrG-); obtenida 
mediante mutagénesis química. Derivada de la cepa R7B 
(Nicolás y col., 2007) 

ΔcnbR Derivada de MU402, mutante homocarionte en el gen cnbR 
(pyrG −, leuA−) (Lee y col., 2013) 

ΔcnaA Derivada de MU402, mutante homocarionte en el gen cnaA 
(pyrG −, leuA−) (Lee y col., 2013) 

ΔcnaB Derivada de MU402, mutante homocarionte en el gen cnaB 
(pyrG −, leuA−) (Lee y col., 2013) 

ΔcnaC Derivada de MU402, mutante homocarionte en el gen cnaC 
(pyrG −, leuA−) (Lee y col., 2013) 

ΔcnaA+fzo1O/E Derivada de la mutante ΔcnaA; complementada con el ORF 
del gen fzo1 silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaB+fzo1O/E Derivada de la mutante ΔcnaB; complementada con el ORF 
del gen fzo1 silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaC+fzo1O/E Derivada de la mutante ΔcnaC; complementada con el ORF 
del gen fzo1 silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaA+dnm1O/E Derivada de la mutante ΔcnaA; complementada con el ORF 
del gen dnm1 silvestre, clonado en el vector pEUKA4, (leuA+, 
pyrG+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaB+dnm1O/E Derivada de la mutante ΔcnaB; complementada con el ORF 
del gen dnm1 silvestre, clonado en el vector pEUKA4, (leuA+, 
pyrG+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaC+dnm1O/E Derivada de la mutante ΔcnaC; complementada con el ORF 
del gen dnm1 silvestre, clonado en el vector pEUKA4, (leuA+, 
pyrG+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaA+cnaAO/E Derivada de la mutante ΔcnaA; complementada con el ORF 
del gen cnaA silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaA+cnaBO/E Derivada de la mutante ΔcnaA; complementada con el ORF 
del gen cnaB silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  
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ΔcnaA+cnaCO/E Derivada de la mutante ΔcnaA; complementada con el ORF 
del gen cnaC silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaB+cnaAO/E Derivada de la mutante ΔcnaB; complementada con el ORF 
del gen cnaA silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaB+cnaBO/E Derivada de la mutante ΔcnaB; complementada con el ORF 
del gen cnaB silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaB+cnaCO/E Derivada de la mutante ΔcnaB; complementada con el ORF 
del gen cnaC silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaC+cnaAO/E Derivada de la mutante ΔcnaC; complementada con el ORF 
del gen cnaA silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaC+cnaBO/E Derivada de la mutante ΔcnaC; complementada con el ORF 
del gen cnaB silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

ΔcnaC+cnaCO/E Derivada de la mutante ΔcnaC; complementada con el ORF 
del gen cnaC silvestre, clonado en el vector pEUKA4 
(pyrG+, leuA+) (Patiño-Medina, datos sin publicar)  

Escherichia coli 
OP50 

Cepa resistente a estreptomicina, auxótrofa a uracilo, usada 
como alimento de nematodos 

Caenorhabditis 
elegans N2 

Derivada de la cepa silvestre Bristol (Brenner, 1974). Cepa 
estándar utilizada para investigación 

 

7.2 Medios utilizados 

YPG (Glucosa, Peptona de gelatina, Extracto de levadura). Cada litro contiene 3 g 

de extracto de levadura (BD Bioxon), 10 g de peptona de gelatina (BD Bioxon), 20 

g de glucosa (BD Bioxon), a este medio se le denominó YPG-2%; cuando fue usado 

60 g de glucosa por litro de medio se le denominó YPG-6%. Se adicionó 20 g de 

agar bacteriológico (BD Bioxon) en caso de medio sólido, se ajustó el pH a 4.5 

(Bartnicki-García, 1968). 

YNB (Yeast Nitrogen Base). Cada litro de medio contenía 1.5 g de sulfato de 

amonio, 1.5 g de ácido glutámico, 0.5 g de nitrógeno de levadura sin aminoácidos y 

sulfato de amonio (BD Difco), 20 g de glucosa (BD Bioxon), a este medio se le 

denominó YNB-2%, cuando se le adiciono 1 g de glucosa por litro, se le nombro 

YNB-0.1%. Se adicionaron 20 g de agar (BD Bioxon) en caso de medio sólido.  
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Cuando fue necesario se suplemento con leucina (10 µg/mL). Se mantuvo un pH de 

4.5 para el crecimiento micelial estándar. El medio YNB también fue suplementado 

al 111 mM de glicerol (nombrado como YNG) como fuente de carbono no 

fermentable (esta concentración de glicerol es equimolar al 2% de glucosa). 

 

7.3 Obtención y conteo de esporas de M. lusitanicus  

Obtención: 

Se prepararon placas de Petri con medio YPG-2% sólido, posteriormente se 

inocularon 100 esporas de M. lusitanicus y se incubaron a 28°C en presencia de luz 

durante 5 días. Las esporas se colectaron agregando 10 mL de agua destilada 

estéril sobre las placas y raspando cuidadosamente con un asa de plástico, 

posteriormente las esporas se aspiraron y se depositaron en un tubo de 50 mL 

estéril. Las esporas se centrifugaron a 2,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente, 

posteriormente se lavaron con agua destilada estéril y se centrifugaron de la misma 

manera tres veces. Finalmente, las esporas se resuspendieron en 10 mL de agua 

destilada estéril. 

Determinación del número de esporas:  

El conteo se realizó en un hematocitómetro (PGC Scientific) usando el objetivo 40X 

de un microscopio óptico ATC 2,000 (Leika). Se depositaron 20 μL en la parte 

superior y 20 μL en la inferior de la cámara de Neubauer. Se contaron las 

cuadrículas de los extremos y la del centro para ambas celdas de la cámara. Las 

esporas cuantificadas se multiplicaron por el factor de dilución 2.5 x 104. El resultado 

expresa las esporas/mL de muestra. 

Conservación de las esporas: 

Las esporas contadas y lavadas se conservaron a 4°C y se emplearon en un 

máximo de 15 días después de su obtención. 

 

7.4 Análisis de expresión de los genes de CN por RT-qPCR  

Se realizó la extracción del ARN total a partir de esporas, micelio de 3 y 6 h, o de 

levaduras obtenidas posterior a 4 y 12 h de crecimiento de las distintas cepas de M. 
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lusitanicus con el método usado previamente (Valle Maldonado y col., 2015). Las 

muestras de ARN fueron cuantificadas espectrofotométricamente (SmartSpec Plus 

Bio-Rad) a λ=260nm y λ=280nm, dichas absorbancias indican la presencia de 

ácidos nucleicos y proteínas, respectivamente (Krebs y col., 2009). Se evaluó la 

relación 𝐴260/𝐴280, en donde una relación 𝐴260/𝐴280 ≥ 1.90 − 2.0, indica una 

calidad óptima del ácido nucleico (Yamaguchi y col., 1992; Wilfinger y col., 1997). 

Las muestras de ARN total cuyo valor de relación 𝐴260/𝐴280 resultó menor a 1.8 

fueron descartadas para análisis de RT-qPCR. La amplificación y detección de los 

genes se realizó usando el método de sonda de hidrólisis, que emplea la actividad 

5' exonucleasa de la ADN polimerasa. Para asegurar la especificidad de todas las 

detecciones, los oligonucleótidos y sondas, con estructuras secundarias mínimas 

fueron diseñadas mediante la herramienta bioinformática disponible por Biosearch 

Technologies (www.biosearchtech.com). La RT-qPCR se realizó en el sistema 

LightCycler480 II (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA), usando el kit 

SuperScript III Platinum One-step RT-qPCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cada 25 μL 

de volumen de reacción contenía 5 μL de ARN templado (100 μg), 0.5 μL de mezcla 

de enzimas (retrotranscriptasa y ADN polimerasa), 12.5 μL de mezcla de reacción 

2X, 0.5 μL de oligonucleótido directo (10 μM), 0.5 μL de oligonucleótido reverso (10 

μM), 0.5 μL de sonda (5 μM) y 5.5 μL de agua libre nucleasas. La mezcla de reacción 

fue preparada en un gabinete para PCR (UVP). La RT-qPCR se inició por la adición 

de la transcriptasa reversa (50°C, 30 min) y la desnaturalización inicial (95°C, 5 min), 

seguidas por 45 ciclos de amplificación a 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 

segundos, 72°C por 30 segundos. Las señales de fluorescencia fueron detectadas 

a cada ciclo de amplificación a 60°C. Las curvas de amplificación fueron analizadas 

a longitudes de onda de absorción de 530 nm. En cada experimento fueron incluidos 

genes de expresión constitutiva como controles positivos y agua como control 

negativo. 

 

 7.5 Ensayo de germinación 

Crecimiento en aerobiosis de M. lusitanicus 
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Para llevar a cabo el crecimiento aérobico se inocularon con 5 x 105 esporas/mL de 

medio de cultivo. En el caso de crecimiento aerobio los matraces se incubaron a 

28°C, con agitación constante de 150 rpm, usando 10 mL de medio en matraces de 

125 mL.   

Crecimiento de M. lusitanicus en condiciones de bajo oxigeno  

Para llevar a cabo el crecimiento en condiciones bajas de oxígeno (4.9 + 0.45% O2) 

se inocularon con 5 x 105 esporas/mL de medio YPG-2% liquido. En el caso de 

crecimiento aerobio los matraces se incubaron a 28°C, con agitación constante de 

40 rpm por 6 h, usando 10 mL de medio en matraces de 125 mL.  

 

7.6 Ensayo de generación de biomasa  

Los matraces de 125 mL de capacidad conteniendo 10 mL de medio de cultivo 

fueron inoculados con 5 x 105 esporas/mL y se incubaron a 28°C con agitación 

constante de 150 rpm. Se realizó cinética de crecimiento a las 12, 24, 48 y 72 h. Al 

final de cada uno de los respectivos tiempos de crecimiento, se prosiguió a filtrar la 

biomasa en papel filtro Whatman que previamente fue secado y pesado. La biomasa 

obtenida se incubo por al menos 3 días a 37°C hasta peso constante. 

 

7.7 Ensayos de respiración 

Se realizó crecimiento aérobico por 3 h, donde fueron inoculadas 5 x 105 esporas/mL 

de distintos medios de cultivo. Posteriormente, las germínulas obtenidas se lavaron 

2 veces con agua destilada estéril mediante centrifugación, descartando en cada 

ocasión la fase acuosa. Al final, las células se suspendieron en tampón de fosfato 

de potasio 10 mM (pH 7,4) que contenía glucosa 20 mM y se prosiguió a evaluar el 

consumo de oxígeno con un oxímetro de marca Oxytherm (a 28°C). 

 

7.8 Cuantificación de radical hidroxilo (OH-) 

Esporas de las cepas mutantes de los genes que codifican a la CN se cultivaron en 

anaerobiosis en medio YNB 0.1% de glucosa por 3 h, posteriormente las células se 
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recuperaron y lavaron tres veces en buffer HEPES (10 mM, pH 7) a 2,000 rpm 

durante 5 min después se adiciono 10 M de 3’-p-aminofenill fluoresceína (APF) 

disuelto en 0.1% de dimetilformamida en buffer HEPES con 110 mM de glucosa por 

30 min en oscuridad, posteriormente las células se recuperaron y se lavaron tres 

veces con HEPES y se resuspendieron en HEPES con glucosa. Las muestras 

procesadas se mantuvieron en oscuridad hasta la cuantificación del radical OH-. Se 

usó el equipo VARIOSKAN LUX (Thermo Scientific) con filtro de emisión a 520 nm 

y línea de excitación a 490 nm. 

 

7.9 Ensayos de susceptibilidad a paraquat en medio sólido  

Se prepararon placas de Petri conteniendo medio YNB suplementadas con 0.1% de 

glucosa, además, se adicionó diferentes concentraciones de paraquat (1.5 mM y 2 

mM). Posteriormente, se prosiguió a inocular 1,000 esporas de cada cepa por 

crecimiento radial. Se mantuvieron las placas en condiciones aeróbicas a 28°C, y 

se determinó el crecimiento radial durante 5 días de crecimiento. 

 

7.10 Ensayos de virulencia de las esporas de M. lusitanicus en 

larvas de Galleria mellonella 

Se inocularon 10,000 esporas suspendidas en 20 µL de solución salina en cada una 

de las larvas de G. mellonella de la cepa WT (MU636), así como de las cepas 

mutantes de los genes que codifican a las distintas subunidades de la CN, 

posteriormente se verificó su porcentaje de supervivencia cada 24 h por ocho días 

el criterio de muerte fue considerado cuando la G. mellonella ya no tenía movilidad.  

 

7.11 Cultivo de Escherichia coli (OP50) 

Medio NGM (Nematode Growth Medium) para el crecimiento de 

Caenorhabditis elegans.  
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Se utilizaron 2 g de cloruro de sodio (J.T. Baker), 4 g de peptona de caseína 

(Solbiosa), 3 g de fosfato de potasio monobásico (Golden Bell), 0.05 g de fosfato 

dibásico de potasio (Meyer), y 20 g de agar (BD Bioxon) por cada litro de medio. Se 

esterilizó a 15 lb de presión a 121°C por 20 min. Una vez a temperatura ambiente 

se adicionó 1 mL de una solución de colesterol (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich) disuelto 

en etanol al 100% (J.T. Baker) y 0.5 mg de estreptomicina por cada litro de medio. 

Cada litro de LB (Luria-Bertani). 

Contenía 10 g de peptona de caseína (Solbiosa), 5 g de extracto de levadura (BD 

Bioxon), 5 g de cloruro de sodio (J.T. Baker) y 15 g de agar bacteriológico en caso 

de medio sólido. Cuando fue necesario, tras esterilizar, se añadió el antibiótico 

ampicilina a una concentración final de 100 µg/mL o el antibiótico estreptomicina a 

una concentración final de 10 µg/mL. Posteriormente se inoculo el medio LB con la 

cepa E. coli OP50 como alimento para C. elegans. 

 

7.12 Ensayos de toxicidad de los SS de M. lusitaicus en C. 

elegans 

Obtención de SS libres de células de M. lusitanicus 

Esporas de las distintas cepas de M. lusitanicus fueron inoculadas 5x105 

esporas/mL. Las esporas fueron inoculadas en medio YPG-2% o YNB- 0.1%, 

cuando fue necesario se adicionó KCN 0.5 mM y N-acetil cisteína 10 mM. Los 

cultivos se mantuvieron en agitación a 150 rpm a 28°C durante 48 h, posteriormente 

se filtraron para separar las biomasas de los SS. 

Se colocó 1 mL de los distintos (SS) previamente filtrados provenientes del 

crecimiento micelial de las distintas cepas de M. lusitanicus en cada uno de los 

pozos de placas de 24 pozos (Corning). Los nematodos (10-20 en total) fueron 

transferidos con un "picker" a cada uno de los pozos mediante la observación en un 

microscopio estereoscopio (Leica MZ75). En todos los ensayos de toxicidad los 

nematodos fueron observados cada 12 h hasta las 72 h. El criterio que se siguió 

para determinar la muerte del nematodo fue cuando este permaneció inmóvil a la 

estimulación física. 
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7.13 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos se evaluaron mediante el Análisis de Varianza de una vía 

(ANOVA). Se usó el software PRISM, se realizó la prueba de comparación múltiple 

Dunnett’s. Las diferencias estadísticamente significativas se muestran con 

asteriscos: *p < 0.05; **p < 0.001; ***p < 0.0001. 

 

7.14 Análisis bioinformático  

Identificación de motivos de direccionalidad mitocondrial  

Se obtuvieron las secuencias de los genes de CN de M. lusitanicus con los números 

de acceso cnaA (KC460402), cnaB (KC460402), cnaC (KC460403) en GenBank. 

Se obtuvieron las secuencias de las proteínas de las distintas subunidades de la CN 

y se realizó un análisis bioinformático utilizado el software MitoFates 

(https://mitf.cbrc.pj.aist.go.jp/MitoFates/cgi-bin/top.cgi). 

 

Identificación de motivos consenso de los factores de transcripción Tec y Hap 

A partir de las secuencias nucleotídicas de los genes que codifican para las 

subunidades de la CN se obtuvieron los promotores, posteriormente fue utilizado el 

programa YEASTRACT (http://www.yeastract.com/), donde fueron identificadas los 

posibles motivos consenso de los factores de transcripción Tec1p, Hap2p, Hap3p 

Hap5p de S. cerevisiae. Posteriormente se identificó el motivo en secuencia 

nucleotídica de los promotores de las subunidades de la CN. 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

VllI. Resultados  

8.1 Determinación del genotipo de CN en las cepas de M. 

lusitanicus  

Con la finalidad de comprobar el genotipo de cada cepa mutante en los genes de la 

CN, se procedió a realizar un análisis de cuantificación de los transcritos mediante 

RT-qPCR con sondas de hidrólisis específicas para cada uno de los genes de CN 

(tabla 9). 

El RNA total fue aislado a partir de las esporas de las distintas cepas (fig. 11A) y 

micelio de 6 h postcultivo de medio YPG al 2% de glucosa (YPG-2%) (fig. 11B); 

micelio de 12 h postcultivo proveniente del medio YNB al 0.1% de glucosa (YNB-

0.1%) (fig.11C) y 6 h postcultivo del medio YPG al 6% de glucosa (YPG-6%) 

(fig.11D), con lo cual se llevó a cabo el ensayo de RT-qPCR. Contrario a la cepa 

WT, la cepa mutante ΔcnbR mostró la nula acumulación del RNAm de cnbR. Lo 

mismo sucedió para las cepas ΔcnaA, ΔcnaB y ΔcnaC (fig. 11). Este resultado 

indica que las mutantes en los genes de la CN presentaron el genotipo correcto. 

El análisis de expresión de los genes de la CN en el estadio de esporas de las cepas 

mutantes de la CN en M. lusitanicus mostró que la eliminación de cnaA produjo una 

disminución de aproximadamente el 10% de los niveles de ARNm de cnaB, mientras 

que para cnaC un 40%, respecto a la cepa WT. La eliminación de cnaB produjo una 

disminución del 80 y 40%, respectivamente, en los niveles de ARNm de cnaC y 

cnbR comparado con la cepa WT. La anulación de cnaC produjo disminución en los 

niveles del ARNm de cnaA y cnbR en un 95 y 5%, respectivamente respecto a la 

cepa WT. En el caso de la mutante cnbR produjo disminución de ARNm de 20, 50 

y 40% aproximadamente en cnaA, cnaB y cnaC, respectivamente comparado con 

la cepa WT (fig. 11A). 

El análisis de expresión de los genes de la CN durante el crecimiento micelial de 6 

h producido de medio YPG-2%, mostró que la eliminación de cnaA produjo la 

disminución del ARNm de cnaC y cnbR aproximadamente en un 20 y 40%, 

respectivamente, y un aumento de ARNm de cnaB aproximadamente del 5% 

respecto a la cepa WT. Mientras que la eliminación de cnaB mostró un aumento del 
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20% en la expresión de cnaA y para el caso de cnaC y cnbR se generó un aumento 

en los niveles de ARNm del 11% aproximadamente. En el caso de la eliminación de 

cnaC produjo un aumento del ARNm de cnaA, cnaB y cnbR aproximadamente del 

20%. La eliminación de cnbR mostró disminución del ARNm de todas las 

subunidades catalíticas de la CN en aproximadamente un 50% (fig. 11B). 

En el caso del análisis de expresión de los genes de la CN a partir de micelio de 12 

h producido de medio YNB al 0.1% de glucosa (YNB-0.1%) mostró que la 

eliminación de cnaA produjo un aumento del 20 y 40%, respectivamente, en los 

niveles de ARNm de cnaB y cnaC; mientras que disminuyeron los niveles de ARNm 

en aproximadamente un 30% para cnbR comparado con la cepa WT. Mientras que 

la eliminación de cnaB mostró un aumento aproximado del 25 y 20% del nivel del 

transcrito de cnaA y cnaC, respectivamente, comparado con la cepa WT, por otra 

parte, cnbR tuvo el miso nivel de ARNm que la cepa WT. En el caso de la eliminación 

de cnaC produjo un aumento aproximado del 25% de cnaA, y cnaB, además un 

10% de cnbR. La eliminación de cnbR mostró una disminución del ARNm de todos 

los genes que codifican a las subunidades catalíticas de la CN aproximadamente 

en un 50% comparado con WT (fig. 11C). 

El análisis de expresión de los genes de la CN del micelio de 6 h producido de medio 

YPG- 6% mostró que la eliminación de cnaA produjo un aumento en los niveles del 

ARNm en un 10 y 30% aproximadamente para cnaB y cnaC, respectivamente; 

mientras que los niveles del ARNm de cnbR disminuyeron en aproximadamente 

50% comparado con la cepa WT. La eliminación de cnaB mostró un aumento 

aproximado del 70 y 80% en los niveles de transcrito de cnaA y cnaC, 

respectivamente. Además, los niveles de ARNm de cnbR disminuyeron en 

aproximadamente un 25% comparado con la cepa WT. En el caso de la eliminación 

de cnaC produjo un aumento aproximado del RNAm del 10 y 30% de cnaA, y cnbR, 

respectivamente; mientras que los niveles de RNAm de cnaB fueron similares al 

que presento la cepa WT. La eliminación de cnbR mostró la disminución en 

aproximadamente un 50% del ARNm de los genes que codifican a las distintas 

subunidades catalíticas de la CN comparado con la cepa WT (fig. 11D). 
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Estos datos sugieren que cnbR podría ser un regulador transcripcional de las 

subunidades catalíticas de la CN en M. lusitanicus. Y cualquier ausencia de uno de 

los genes que codifican las distintas subunidades catalíticas conduce a un cambio 

en los distintos genes de la CN. 

 

 

Figura 11. Análisis de acumulación de RNAm de los genes de la CN de M. lusitanicus. 

El ARN total fue aislado de A) espora; micelio postcultivo de 6 h en medio B) YPG-2%; 

micelio postcultivo de 12 h en medio C) YNB-0.1% y micelio postcultivo de 6 h en medio D) 

YPG-6%, de las cepas mutantes ΔcnbR, ΔcnaA, ΔcnaB, y ΔcnaC. Posteriormente, el ARN 

total fue usado para evaluar el nivel de transcrito de cada uno de los genes cnbR, cnaA, 

cnaB, y cnaC mediante RT-qPCR. Se muestra un análisis tipo ∆∆Ct para la comparación 

de los niveles de RNAm entre las distintas cepas.  Se muestra el promedio de tres 

experimentos independientes (n=3). Las barras corresponden al error estándar, análisis de 

varianza ANOVA de una vía, Fisher, *p < 0.05; **p < 0.001; ***p < 0.0001. 

 

8.2 Participación de las subunidades catalíticas de la CN en el 
crecimiento en presencia de una fuente de carbono no 
fermentable  

Se realizaron cinéticas de crecimiento en aerobiosis para analizar la velocidad de 

germinación en una fuente de carbono no fermentable. Se utilizaron los medios de 

YNB con 2% de glucosa (YNB-2%) y YNB con 111 mM de glicerol (YNG) 
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(concentración de glicerol equimolar a la concentración 2% de glucosa) como fuente 

de carbono no fermentable. En el medio YNB-2% no se observaron diferencias en 

la velocidad de germinación en las distintas cepas mutantes respecto a la cepa WT 

(fig. 12A). En cambio, cuando se utilizó el medio YNG (fig. 12B) aumentó 

significativamente el porcentaje de germinación de la cepa ∆cnaA comparado con 

la cepa WT. Sugiriendo que CnaA regula negativamente la germinación en glicerol 

en medio líquido y posiblemente está regulando negativamente el metabolismo 

oxidativo. 

 

Figura 12. Efecto de las distintas subunidades de la CN en la germinación aeróbica 

en distintas fuentes de carbono. Esporas de las distintas cepas mutantes de las 

subunidades de la CN así como de la cepa WT fueron cultivadas en condiciones aeróbicas 

por 8 h analizando cada 2 h los porcentajes de germinación. Se determinó la geminación 

en los medios A) YNB-2%; B) YNG (concentración de glicerol equimolar a la concentración 

2% de glucosa). Se muestra el promedio de tres experimentos independientes (n=3). Las 

barras corresponden a el error estándar, se realizó la prueba de comparación múltiple 

Dunnett’s. *p < 0.05. 

 

Además, se determinó la generación de biomasa de todas las cepas, se utilizaron 

los medios YNB-2% y YNG. La biomasa generada de todas las cepas mutantes fue 

muy similar a la que generó la cepa WT posterior al crecimiento en YNB-2% (fig. 

13A). Por otra parte, el crecimiento en medio YNG reveló una menor cantidad de 

biomasa por la cepa ΔcnaB comparado con las otras cepas, incluyendo la cepa WT 

(fig. 13B). Debido a que la cepa ΔcnaB generó una menor biomasa en una fuente 

de carbono no fermentable, lo que sugiere que CnaB regula la generación de 
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biomasa en glicerol y posiblemente esta igualmente regulando el metabolismo 

oxidativo. 

 

Figura 13. Efecto de las subunidades de la CN en la generación de biomasa en 

presencia de una fuente de carbono no fermentable. Esporas de las distintas cepas 

mutantes de las subunidades de la CN así como de la cepa WT fueron cultivadas en 

condiciones aeróbicas a diferentes tiempos 12, 24, 48 y 72 h en medio A) YNB-2%; B) YNG, 

posteriormente al crecimiento cuantificó la biomasa generada a los tiempos indicados. Los 

datos representan el promedio + error estándar (SE) de tres experimentos independientes 

(n=3). Se realizó la prueba de comparación múltiple Dunnett's, *p < 0.05. 

 

8.3 Función de las subunidades de la CN en el consumo de 

oxígeno  

Para demostrar la función de las subunidades de la CN y conocer cómo influye en 

el consumo de oxígeno debido a que representa parte del metabolismo oxidativo 

mitocondrial, se determinó el consumo de oxígeno en las cepas mutantes en los 

genes de dichas subunidades. Las cepas ΔcnaC y ΔcnaA consumieron 

significativamente más oxígeno en el medio YPG comparado con la cepa WT. 

Mientras que el consumo de oxígeno de la cepa ΔcnaB fue similar a la cepa WT, en 

cambio la cepa ΔcnbR mostró la menor tasa de consumo de oxígeno respecto a 

todas las cepas (fig. 14A). Posterior a la germinación en YNB-0.1% la cepa ΔcnaA 

y la cepa ΔcnaC consumieron más rápido el oxígeno respecto a la cepa WT. En 

cambio, las mutantes ΔcnaB y ΔcnbR mostraron una menor tasa de consumo de 

oxígeno respecto a la cepa WT (fig. 14B). Por otra parte, la germinación en medio 
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YPG-6% (medio que estimula el metabolismo fermentativo), la cepa ΔcnaA mostró 

un aumento en la tasa de consumo de oxígeno respecto a la cepa WT. En cambio, 

las otras cepas mutantes tuvieron una menor tasa de consumo de oxígeno en 

comparación con la cepa WT (fig. 14C). 

Estos datos sugieren que en las subunidades CnaA y CnaC podrían estar regulando 

negativamente la respiración; además, posiblemente la vía PKA está reprimiendo la 

respiración en las mutantes que respiraban más (ΔcnaA y ΔcnaC) debido que 

cuando se usó el medio que estimula el metabolismo fermentativo (YPG-6%) 

reprimió la respiración en comparación al medio YNB-0.1%. 

 

 
Figura 14. Efecto de las distintas subunidades de la CN en el consumo de oxígeno. 

Esporas de las diferentes cepas se les cuantifico el consumo de oxígeno posterior a la 

germinación por 3 y 4 h en los medios de cultivo de A) YPG; B) YNB-0.1% y C) YPG-6%. 

Se muestra el promedio de tres experimentos independientes (n=3).  Se le asigno a la cepa 

WT un valor arbitrario de 1 que está indicado arriba de las barras, las cepas mutantes 

muestran las veces que tuvieron una tasa aumentada (color negro) o disminuida (color rojo) 

de oxígeno respecto a la cepa WT. Se realizó la prueba de comparación múltiple Dunnett’s. 

*p < 0.05; **p < 0.001. 

Para confirmar la participación de las subunidades de la CN en el aumento de la 

respiración, el medio de cultivo fue adicionado 0.5 mM del inhibidor de la cadena 

respiratoria KCN (concentración subletal para la cepa WT). Se observó que la 

presencia de KCN disminuyó la tasa de consumo de oxígeno en todas las mutantes, 

así como en la cepa WT (fig. 15A y B). Por lo que se sugiere que existe una 

asociación entre las subunidades de la CN con la función de la cadena de transporte 

de electrones. 
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Figura 15. Efecto del inhibidor de la cadena de electrones (KCN) en el consumo de 

oxígeno de las cepas mutantes en los genes que codifican las subunidades de la CN. 

Esporas de las diferentes cepas se les cuantifico el consumo de oxígeno posterior a la 

germinación por 4 h en los medios de cultivo. A) YNB-0.1%; B) YNB-0.1% complementado 

con KCN 0.5 mM. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes (n=3). Se 

le asigno a la cepa WT un valor arbitrario de 1 que está indicado arriba de las barras, las 

cepas mutantes muestran las veces que tuvieron una tasa aumentada (color negro) o 

disminuida (color rojo) de oxígeno respecto a la cepa WT. Se realizó la prueba de 

comparación múltiple Dunnett’s, *p < 0.05; **p < 0.001. 

 

8.4 Cuantificación del radical OH- producido por las cepas 

mutantes en los genes que codifican las subunidades de la CN 

Debido a que las cepas ΔcnaA y ΔcnaC consumen una mayor cantidad de oxígeno 

(fig. 14A), se sugiere que dichas cepas podrían tener una mayor actividad en la 

cadena de transporte de electrones o inducir el desacoplamiento de la cadena de 

transporte de electrones, lo cual podría estar generando un aumento en la 

producción de las ROS. Por lo que se cuantificó los niveles del radical OH- producido 

por las distintas cepas mutantes en los genes de la CN.  

La germinación en YNB-0.1%, reveló que las cepas ΔcnaA y ΔcnaC produjeron una 

mayor cantidad del radical OH- (debido a que la cuantificación de la florescencia se 

basa en la detección del radical OH-) comparado con la cepa WT. Mientras que en 

el caso de la cepa ΔcnaB generó aproximadamente la misma cantidad del radical 
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OH- que la cepa WT (fig. 16). Lo que sugiriere que CnaA y CnaC regulan 

negativamente los niveles de radical OH- posiblemente por el desacoplamiento de 

la cadena de transporte de electrones en M. lusitanicus. 

 

Figura 16. Cuantificación del radical OH- producido por las cepas mutantes en los 

genes que codifican las subunidades de la CN. Esporas de las diferentes cepas fueron 

germinadas en aerobiosis en YNB-0.1% por 4 h. Se midió la producción de OH-. n=3, se 

realizaron tres experimentos independientes y se muestra el promedio; las barras 

corresponden al error estándar (SE). Se realizó la prueba de comparación múltiple 

Dunnett’s. *p < 0.05; **p < 0.001. 

 

8.5 Participación de las subunidades de la CN en el estrés 

oxidativo en M. lusitanicus 

Debido a que las cepas ΔcnaA y ΔcnaC consumieron más rápido el oxígeno y 

generaron una mayor cantidad del radical OH-, se evaluó la resistencia al estrés 

oxidante generado por el paraquat (generador del ion superóxido, O2-). El 

crecimiento de la cepa ΔcnaA en el medio YNB-0.1% adicionado con paraquat al 

1.5 mM generó un mayor crecimiento radial (16 ± 1.5 mm) comparado con la cepa 
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WT (11 ± 1 mm) y al igual que la cepa ΔcnaC (11 ± 1 mm) (fig. 17B y E). Por otra 

parte, se observó una disminución del crecimiento en la cepa ΔcnaB (4 ± 1 mm), 

mientras que la cepa ΔcnbR no creció en estas condiciones de crecimiento (fig. 17B 

y E). Al aumentar la concentración de paraquat a 2 mM, únicamente crecieron las 

cepas ΔcnaA (11 ± 1 mm de diámetro) y la WT (10.5± 1 mm de diámetro) (fig. 17C 

y F). Estos datos indican que la mutante ΔcnaA muestra el mismo nivel de 

resistencia al paraquat que la cepa WT, contrario a las otras cepas, posiblemente 

las cepas ΔcnbR, ΔcnaA y ΔcnaC tienen una menor eficiencia de sus sistemas 

antioxidantes, lo cual explicaría la mayor susceptibilidad al efecto nocivo del 

paraquat. 

  

 

Figura 17. Efecto de estrés oxidativo en las cepas mutantes de la CN de M. 

lusitanicus. Fotos representativas posterior a 72 h de crecimiento. Se inocularon 1,000 

esporas de cada cepa mutante de CN en: A) YNB-0.1%; B) YNB-0.1% suplementado con 

paraquat al 1.5 mM; C) YNB-0.1% suplementado con paraquat al 2 mM; D) YNB-0.1%; E) 

YNB-0.1% suplementado con paraquat al 1.5 mM; F) YNB-0.1% suplementado con 
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paraquat al 2 mM. Se muestra una representación de tres experimentos independientes 

(n=3). *p < 0.05; ***p < 0.0001. 

 

8.6 Participación de las subunidades de la CN en el efecto tóxico 

de los SS libres de células de M. lusitanicus 

Debido a que se ha relacionado al metabolismo oxidativo mitocondrial con el 

aumento de la virulencia en M. lusitanicus (Alejandre-Castañeda y col., 2020; 

Alejandre-Castañeda y col., 2023; Patiño-Medina, 2023), se evaluó la toxicidad 

de los SS obtenidos a partir del crecimiento aeróbico frente a C. elegans. Se observó 

un aumento en la toxicidad de los SS obtenidos en YPG-2% a partir de las cepas 

ΔcnaA y ΔcnaC, respecto a la cepa WT; los SS de las otras cepas, ΔcnaB y ΔcnbR, 

tuvieron una nula toxicidad (fig. 18A). Cuando se evaluaron los SS obtenidos a partir 

del crecimiento aeróbico en medio YNB-0.1% de las distintas cepas frente a C. 

elegans, se observó un aumento en la toxicidad de los SS de las cepas ΔcnaC y 

ΔcnaA, respecto a la cepa WT; fue más evidente el efecto toxico de los SS en este 

medio de cultivo, ya que estimula el metabolismo oxidativo mitocondrial. Los SS de 

las otras cepas mutantes ΔcnaB y ΔcnbR tuvieron una nula toxicidad (fig. 18B). Los 

SS obtenidos en medio YPG-6% mostraron nula toxicidad frente a los nematodos 

en las distintas cepas (fig. 18C). 

El crecimiento de todas las cepas mutantes y la cepa WT crecidas en presencia de 

medio YNB-0.1% y suplementado con KCN 0.5 mM disminuyó la toxicidad de los 

SS frente a los nematodos (fig. 19B). Por otra parte, cuando fue suplementado el 

medio YNB-0.1% con el antioxidante N-acetilcisteína, se observó la disminución de 

la toxicidad de los SS de todas las cepas (fig. 19C). Estos resultados sugieren que 

la toxicidad de los SS es regulada negativamente por CnaA y CnaC, y dicha 

toxicidad es reprimida por la inhibición del transporte de electrones en la cadena 

respiratoria, así como por la disminución de los niveles de las ROS. Mientras que 

CnaB y CnbR podrían estar regulando positivamente la secreción de un factor 

toxico. 
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Figura 18. Efecto de las subunidades de la CN en la toxicidad de los SS obtenidos del 

crecimiento micelial y su relación con metabolismo oxidativo mitocondrial. Los SS de 

las diferentes cepas obtenidos a partir del crecimiento aeróbico en medio A) YPG; B) YNB-

0.1% y C) YPG-6% incubados por 48 h se pusieron en contacto con C. elegans. n=15 

nematodos, se realizaron tres experimentos independientes y se muestra el promedio; las 

barras corresponden al error estándar (SE). Se realizó la prueba de comparación múltiple 

Dunnett’s. *p < 0.05.  
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Figura 19. Participación de la cadena de transporte de electrones y las ROS en la 

toxicidad de los SS de las cepas mutantes en las subunidades de la CN. Los SS libre 

de célula de las diferentes cepas obtenidos a partir del crecimiento aeróbico en los medios 

A) YNB-0.1%; B) YNB-0.1% suplementado con KCN 0.5 mM; C) YNB-0.1% suplementado 

con N-acetilcisteína 10 mM, los cuales fueron incubados por 48 h se pusieron en contacto 

con C. elegans. n=15 nematodos, se realizaron tres experimentos independientes y se 

muestra el promedio; las barras corresponden al error estándar (SE). Se realizó la prueba 

de comparación múltiple Dunnett’s. *p < 0.05. 

 

8.7 Participación de las subunidades de la CN en la virulencia en 

G. mellonella 

Con la finalidad de evaluar la virulencia de las esporas de cada una de las cepas 

mutantes en las distintas subunidades de la CN, se realizaron los ensayos de 

virulencia en larvas del insecto de G. mellonella, donde se inyectaron las esporas 

de las distintas cepas mutantes de las subunidades catalíticas de CN así como de 

la cepa WT. Se observó que a partir de día 5 post-inyección, las esporas de las 

cepas ΔcnaA y ΔcnaC produjeron menor supervivencia en las larvas comparado 

con las inoculadas con la cepa WT, mientras las larvas inoculadas con las esporas 
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de las cepas ΔcnaB tuvieron un porcentaje de supervivencia muy parecido al 

porcentaje de supervivencia de las larvas inoculadas con la cepa WT (fig. 20). Estos 

datos indican que CnaA y CnaC podría estar regulando negativamente la virulencia 

en larvas, mientras que CnaB se comporta muy parecido a la cepa WT. 

 

Figura 20. Efecto de las subunidades de la CN de M. lusitanicus en la sobrevivencia 

de G. mellonella. Se inyectaron 10,000 esporas en 20 µL de PBS de cada una de las 

cepas mutantes y WT en larvas de G. mellonella. Se utilizaron 15 G. mellonella por ensayo 

de infección, las cuales fueron inoculadas con 10,000 esporas en 20 μL en cada G. 

mellonella, se realizaron tres experimentos independientes y se muestra el promedio. Se 

realizó la prueba de comparación múltiple Dunnett’s. *p < 0.05. 

 

8.8 Efecto en la morfología de las cepas mutantes en los genes 

que codifican a la CN en condiciones bajas de oxígeno 

La morfología de M. lusitanicus depende de la concentración de oxígeno presente 

en el medio de cultivo, por ejemplo, niveles de (4.9 + 0.45% de oxígeno) generan 

una mezcla de levaduras y micelio (Patiño-Medina y col., 2023). Por lo que con la 

finalidad de determinar el efecto de las subunidades de la CN en las morfologías 
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(hifa/levadura) generadas en bajos niveles de O2, se crecieron las esporas en 

agitación a 40 rpm (4.9 ± 0.45% O2) durante 6 h en medio YPG. La cepa ΔcnaA tuvo 

un aproximado de 55% de hifas y 45% de levaduras, por lo que fueron muy 

parecidos a los producidos a los observados en la cepa WT.  

La cepa ΔcnaB produjo aproximadamente 30% de hifas y 70% de levaduras. La 

cepa ΔcnaC tuvo un aproximado de 75% de hifas y 25% de levaduras, por lo que 

produjo mayor cantidad de hifas comparado con la cepa WT. La cepa ΔcnbR 

produjo 100% de levaduras (fig. 21). Estos datos sugieren que la cepa CnaB y CnbR 

serian reguladores positivos de la generación de hifas (morfología relacionada con 

la virulencia), mientras CnaC sería un regulador positivo de la formación de 

levaduras (morfología relacionada con la avirulencia) en condiciones bajas de 

oxígeno (4.9 + 0.45% O2). 

 

 
Figura 21. Efecto en la morfología generada por las mutantes de los genes que 

codifican a la CN de M. lusitanicus en condiciones bajas de oxígeno. Germinación en 

condiciones bajas de oxígeno (4.9 + 0.45% O2) en YPG-2% liquido después de 6 h de 

incubación. n=3, se realizaron tres experimentos independientes y se muestra el promedio; 

las barras corresponden al error estándar (SE). Barra de escala = 20 µm. Se realizó la 

prueba de comparación múltiple Dunnett’s. *p < 0.05; ** p <0.001; ***p < 0.0001. 

 



78 

 

 8.9 Componentes de la vía de la CN en la regulación de Dnm1 y 

Fzo1 durante el crecimiento micelial de M. lusitanicus  

Se ha descrito que la proteína Dnm1 es esencial para el proceso de fisión 

mitocondrial, mientras la proteína Fzo1 está involucrado en el proceso de fusión 

mitocondrial. Por lo que fue de interés continuar con el estudio de los componentes 

de la vía de la CN en el contexto de la señalización que regula a las proteínas Dnm1 

y Fzo1. Para evaluar si la CN es un componente río arriba de Dnm1 y Fzo1, se 

cuantifico la acumulación de transcrito de los distintos genes que codifican a las 

subunidades de la CN. Para lo cual el transcrito de dichos genes se cuantificó en la 

cepa WT y en las cepas WT sobreexpresando a dnm1 y fzo1 en medio YPG-2% 

(fig. 22A), YNB-0.1% (fig. 22B) y YPG-6% (fig. 22C). 

Cuando fue utilizado el medio YPG-2% se observó que la sobreexpresión de gen 

dnm1 en la cepa WT, disminuyó los niveles de ARNm de los genes que codifican a 

cada una de las subunidades de la CN (cnaA, cnaB, cnaC y cnbR) (fig. 22B). De la 

misma manera cuando fue usado el medio que estimula el metabolismo 

fermentativo (YPG-6%), los niveles de ARNm de cnaB y cnbR disminuyeron en la 

cepa sobreexpresanate de dnm1 en el fondo genético WT comparado con la cepa 

WT, mientras que los niveles de RNAm de cnaA y cnaC fueron parecidos a los de 

la cepa WT. La cepa sobreexpresante de dnm1 en el fondo genético WT crecida en 

medio YNB-0.1% generó la disminución de los niveles de ARNm de cnbR 

comparado con la cepa WT. Mientras que los niveles de ARNm de cnaA, cnaB y 

cnaC fueron parecidos a los de la cepa WT. 

Por otra parte, cuando fue sobreexpresado fzo1 en el fondo genético WT se observó 

que independientemente del medio de cultivo usado, YPG-2% (fig. 22B), YPG 6% 

(fig. 22C) y YNB-0.1% (fig. 22A), todas las subunidades de la CN aumentan los 

niveles de ARNm, comparado con la cepa WT, siendo más evidente en los medios 

YPG-2% y YNB-0.1% para el gen cnaA (fig. 22A y B). 

Por lo que se concluye que, en lo general, dnm1 regula la disminución de la 

expresión en la vía de la CN, mientras que fzo1 regula el aumento de expresión.  
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Figura 22. Análisis de expresión de genes que codifican a las subunidades de la CN 

de M. lusitanicus sobreexpresando a fzo1 y dmn1. Se evaluó los niveles de ARNm de 

los genes que codifican a las distintas subunidades de la CN, mediante RT-qPCR en micelio 

de distintas h de crecimiento de la cepa WT y de la cepa WT sobreexpresando los genes 

dnm1 y fzo1. La cuantificación del transcrito fue llevada a cabo postcultivo de micelio de 12 

h en medio A) YNB-0.1%; postcultivo de micelio de 6 h en los medios medio B) YPG-2% y 

C) YPG-6%. Se muestra un análisis tipo ∆∆Ct para la comparación de la cepa WT entre las 

distintas cepas. n=3, se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las 

barras corresponden al error estándar, análisis de varianza ANOVA de una vía, Fisher, 

*p < 0.05; ** p <0.001; ***p < 0.0001.  

8.10 Función en la respiración de las proteínas Dmn1 y Fzo1 con 

la vía de la CN  

Debido a que se observó que dnm1 regula la disminución de expresión en la vía de 

la CN de M. lusitanicus, mientras que fzo1 reguló el aumento de expresión (fig. 22) 

y a su vez se ha relacionado a Dnm1 con el proceso de fisión mitocondrial, mientras 

Fzo1 con el proceso de fusión mitocondrial, se evaluó a estas proteínas con las 

distintas subunidades de la CN en el contexto del consumo de oxígeno. 
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Datos anteriores indican que las cepas ΔcnaA y ΔcnaC tienen una tasa más rápida 

de consumo de oxígeno comparado con la cepa WT, mientras que las cepas ΔcnaB 

y ΔcnbR muestra una tasa de consumo de oxígeno disminuida (fig. 14B). 

La germinación en medio YPG-2% de las cepas ΔcnaA y ΔcnaC sobreexpresando 

al gen dmn1 (ΔcnaA.dnm1O/E y ΔcnaC.dnm1O/E) mostraron una disminución en el 

consumo de oxígeno comparado con los niveles de las mutantes sencillas (ΔcnaA 

y ΔcnaC, respectivamente), pero la sobrexpresión de dmn1 generó un nivel similar 

de consumo al de la cepa WT. En cambio, cuando se sobreexpresó fzo1 en las 

cepas ΔcnaA y ΔcnaC, estas mostraron la misma tasa de consumo de oxígeno que 

las mutantes sencillas. Por otra parte, ΔcnaB aumentó la tasa de consumo de 

oxígeno cuando se sobreexpresaron ambos genes dnm1O/E y fzo1 O/E (fig. 23A). La 

tasa de consumo de oxígeno posterior a la germinación en medio YNB-0.1% fue 

similar al observado en el medio YPG-2% (fig. 13B). Cuando se sobreexpresó 

fzo1O/E en las cepas ΔcnaA y ΔcnaC, estas mostraron una mayor tasa de consumo 

de oxígeno que las mutantes sencillas posterior a la germinación en el medio YPG-

6%. En cambio, cuando se sobreexpresó dnm1 en las cepas ΔcnaA y ΔcnaC, la 

tasa de consumo de oxígeno fue similar que las mutantes sencillas y al de la cepa 

WT posterior a la germinación en el medio YPG-6%. Por otra parte, ΔcnaB posterior 

a la germinación en el medio YPG-6%, aumentó la tasa de consumo de oxígeno 

cuando se sobreexpresaron ambos genes dnm1O/E y fzo1O/E (fig. 23C).  

Por lo que se puede sugerir que la vía de la CN, a través de las subunidades CnaA 

y CnaC, participa regulando negativamente en la respiración mediante la inducción 

de la función de la proteína Dnm1; mientras que Fzo1 aumenta la respiración 

respecto a la cepa WT (esto en la ausencia de CnaA y CnaC). Además, se sugiere 

que la activación de la vía PKA reprime la respiración mediada por ausencia de 

CnaA y CnaC, debido que cuando se usó el medio que estimula el metabolismo 

fermentativo (YPG-6%) reprimió la respiración en las cepas ΔcnaA o ΔcnaC, esta 

represión también fue observada en las cepas ΔcnaA o ΔcnaC sobreexpresantes 

del gen y fzo1. 
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Figura 23. Efecto de la sobreexpresión de los genes dnm1 y fzo1 en la respiración 

celular de cepas mutantes en los genes que codifican a subunidades catalíticas de la 

CN. Esporas de las diferentes cepas mutantes en las subunidades de la CN 

sobreexpresando o no los genes dnm1 y fzo1, las cuales fueron usadas para cuantificar el 

consumo de oxígeno posterior a su germinación por 3 y 4 h en los medios A) YPG; B) YNB-

0.1% y C) YPG-6%. Se le asigno a la cepa WT un valor arbitrario de 1 que está indicado 

arriba de las barras, además se muestran las veces que aumentaron (negro) o 

disminuyeron (rojo) en el consumo de oxígeno respecto a la cepa WT. n=3, se realizaron 

tres experimentos independientes y se muestra el promedio; las barras corresponden al 

error estándar (SE). Se realizó la prueba de comparación múltiple Dunnett’s. *p < 0.05; **p 

< 0.001. 

 

8.11 Cuantificación del radical OH- de las cepas sobreexpresantes 

dnm1 y fzo1 en las cepas mutantes en los genes que codifican las 

subunidades de la CN 

Debido a que la sobreexpresión del gen dnm1 en las cepas ΔcnaA y ΔcnaC, 

reprimió la tasa de consumo de oxígeno (fig. 23A y 23C), sugiriendo que la ausencia 

de CnaA y CnaC regula positivamente el proceso de fisión mitocondrial; debido a 
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esto, se realizó una cuantificación del radical OH- en dichas cepas. Las cepas 

ΔcnaA.dnm1O/E y ΔcnaC.dnm1O/E produjeron una menor cantidad del radical OH- 

respecto a las cepas ΔcnaA y ΔcnaC, indicando que en la sobreexpresión de dmn1 

existe una menor actividad en la cadena de transporte de electrones o posiblemente 

un mayor acoplamiento de la cadena de transporte de electrones y que 

consecuentemente generan una menor cantidad de ROS. En cambio, las cepas 

sobreexpresando al gen fzo1 estarían generando una mayor actividad en la cadena 

de transporte de electrones o mayor desacoplamiento y con ello mayor cantidad de 

ROS (fig. 24). 

Mientras que las sobreexpresiones de dnm1O/E y fzo1O/E en la cepa ΔcnaB, 

presentaron mayor cantidad de radical OH- que la mutante sencilla (fig. 24), estos 

datos no generan una explicación racional de la participación de Fzo1 y Dnm1 en la 

ausencia de CnaA y CnaC. 

 

Figura 24. Producción del radical OH- en las cepas mutantes en los genes de la CN 

sobreexpresando a dnm1 y fzo1. Esporas de las diferentes cepas fueron germinadas en 

aerobiosis en YNB-0.1% por 4 h. Se midió la producción de radical OH-. n=3, se realizaron 

tres experimentos independientes y se muestra el promedio; las barras corresponden al 

error estándar (SE). Se realizó la prueba de comparación múltiple Dunnett’s. *p < 0.05 
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8.12 Toxicidad de los SS generados por las cepas mutantes en 

las subunidades catalíticas de la CN sobrexpresando los genes 

dnm1 y fzo1 

 Los datos obtenidos mostraron que las cepas ΔcnaA.dnm1O/E y ΔcnaC.dnm1O/E 

disminuyeron la tasa de consumo de oxígeno, mientras que las cepas ΔcnaA.fzo1O/E 

y ΔcnaC.fzo1O/E aumentaron su tasa de consumo de oxígeno, respecto a sus 

respectivas mutantes sencillas (fig. 24A y 24C). Además, se ha descrito que Dnm1 

contribuye positivamente al proceso de fisión mitocondrial, conduciendo a una 

menor actividad mitocondrial y con ello una menor virulencia en Magnaporthe oryza 

(Zhong y col., 2016), contrario a lo observado con Fzo1 en C. neoformans (Chang 

y Doering, 2018). Por lo tanto, se evaluó la toxicidad de los SS obtenidos en 

condiciones aeróbicas en medio YNB-0.1% a partir de las cepas sobrexpresando al 

gen dnm1O/E en las distintas cepas mutantes en los genes de la CN.  

Los SS obtenidos a partir de la cepa ΔcnaA sobreexpresando a dnm1 aumentaron 

la supervivencia de los nematodos respecto a la cepa ΔcnaA; en cambio, los SS de 

la cepa ΔcnaA sobreexpresando a fzo1 mantuvieron un porcentaje de supervivencia 

similar que la cepa ΔcnaB (fig. 25A). Algo similar ocurrió con las cepas ΔcnaC 

sobreexpresando a dnm1 o sobreexpresando a fzo1 respecto a la cepa ΔcnaC (fig. 

25C). 

Los SS obtenidos a partir de las cepas ΔcnaB sobreexpresando a dnm1O/E o fzo1O/E 

mantuvieron un porcentaje similar de supervivencia de los nematodos que la cepa 

ΔcnaB (fig. 25B). Estos datos sugieren que Dnm1 y Fzo1, logran reprimir o inducir, 

respectivamente la toxicidad del SS, cuando están ausentes las subunidades de la 

vía de la CN. Nuestros datos no lograron explicar cómo los productos de fzo1 y 

dmn1 pueden estar actuando en la ausencia de CnaB. 

Estos datos sugieren que la regulación negativa de la toxicidad (SS) es controlada 

por la vía de la CN (subunidades CnaA y CnaC) a través de la proteína Dnm1 

mientras que Fzo1 genera un efecto contrario. 
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Figura 25. Efecto en la toxicidad en C. elegans de los SS producidos por las cepas 

mutantes en los genes que codifican a las subunidades de la CN sobreexpresando a 

los genes dnm1O/E y fzo1O/E. Los SS libres de células obtenidos del crecimiento aeróbico 

posterior a 48 h de crecimiento en los medios de A) YNB-0.1%; B) YNB-0.1%; C) YNB-

0.1%. de las diferentes cepas mutantes de CN se pusieron en contacto con C. elegans. 

n=15 nematodos, se realizaron tres experimentos independientes y se muestra el promedio; 

las barras corresponden al error estándar (SE). Se realizó la prueba de comparación 

múltiple Dunnett’s. *p < 0.05. 

 

8.13 Motivos de direccionalidad mitocondrial de la CN de M. 

lusitanicus 

Los motivos de direccionalidad mitocondrial, dan señales de la orientación de las 

mitocondrias ya que reconocen presecuencias presentes en los primeros 10 a 90 

aminoácidos N-terminales que contiene gran cantidad de arginina y poca presencia 

de residuos de aminoácidos con carga negativa y por medio de complejos de 

translocación se insertan en la membrana mitocondrial determinando el 

direccionamiento mitocondrial (Schneider y col., 1998). 

Debido a que se ha relacionado a la vía de la CN con el proceso de fisión y fusión 

mitocondrial, fue de interés identificar si las subunidades de la CN poseían motivos 

de direccionalidad mitocondrial, así como posibles sitios de escisión por la peptidasa 

de procesamiento mitocondrial heterodímerica (MPP). La proteína Tom20 es una 
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proteína necesaria para la importación de las proteínas a la mitocondria, la cual 

reconoce motivos/señales que dirigen a las proteínas hasta la matriz mitocondrial 

(Backes y col., 2018), por lo que se realizó un análisis bioinformático en busca de 

estos motivos de direccionalidad en las distintas subunidades de la CN utilizado el 

software MitoFates (http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/) (fig. 26). 

Se identificó un posible sitio de escisión (MPP) en cada una de las subunidades de 

la CN en CnaA [posición 78 aa (aminoácidos) G], CnaB (posición 7 aa E), CnaC 

(posición 9 aa I), CnbR (posición 18 aa G) (fig. 26). Además, fue identificado en los 

primeros 100 aa del N terminal un motivo de reconocimiento por Tom20 en CnaA 

(posición 53-57 aa), CnaB (posición 52-56 aa) y dos motivos de reconocimiento 

Tom20 para CnaC (posiciones 26-30 y 63-67 aa), así como para CnbR (posiciones 

27-31 y 47-51 aa). Este dato sugiere que las distintas subunidades de la CN se 

pueden dirigir a la matriz mitocondrial, aunque se desconoce la regulación espacio 

temporal que explique este proceso. 

 

 

Figura 26. Identificación de sitios de direccionalidad mitocondrial en las subunidades 

de la CN. Se realizó un análisis bioinformático utilizado el software MitoFates 

(http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/). Se representan las secuencias proteicas de las subunidades 

de la calcineurina (CnaA, CnaB, CnaC y CnbR) en M. lusitanicus (MI), la barra horizontal 

azul representa los aminoácidos (aa) presentes de cada subunidad. Se identificaron los 

posibles sitios de escisión por MPP (barra vertical azul) y los motivos de reconocimiento por 

el sistema Tom20 (barra vertical roja).  

 

http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/
http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/
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8.14 Efecto en el crecimiento y metabolismo oxidativo de la cepa 

ΔcnaA sobreexpresando los distintos genes catalíticos de la CN 

Debido a la multiplicidad de subunidades catalíticas de la CN en M. lusitanicus se 

procedió a conocer si cada una de dichas subunidades cumplen funciones 

redundantes o especificas en el contexto del metabolismo oxidativo y virulencia. 

Para lo cual se procedió a evaluar la tasa de consumo de oxígeno, producción de 

radical OH-, toxicidad de los SS y su efecto en condiciones bajas de oxígeno.  

La germinación, la producción de radical OH-, así como los niveles de toxicidad en 

de los SS de la cepa ΔcnaA.cnaAO/E mostró niveles parecidos a la cepa WT en todos 

estos parámetros (fig. 27A-C), pero en comparación con la cepa ΔcnaA dichos 

parámetros estaban disminuidos. La morfología generada por la cepa 

ΔcnaA.cnaAO/E en condiciones bajas de oxígeno (4.9 ± 0.45% O2) en medio YPG-

2%, resultó en una proporción de hifas y levaduras similar a las cepas WT y ΔcnaA 

(fig. 27D). La cepa ΔcnaA.cnaAO/E produjo hifas más largas que la cepa WT, pero 

menos ramificadas que la cepa ΔcnaA (fig. 27E-G). 

Por otra parte, la cepa ΔcnaA.cnaBO/E presentó un aumento en los niveles de 

consumo de oxígeno respecto a la cepa WT (fig. 27A) y respecto a la cepa ΔcnaA 

no hubo diferencia significativa. La cepa ΔcnaA.cnaBO/E no presentó diferencias 

significativas en la producción del radical OH- respecto a la cepa WT (fig. 27B), pero 

generó niveles de dicho radical disminuidos respecto a la cepa ΔcnaA. Los SS 

obtenidos de la cepa ΔcnaA.cnaBO/E fueron más tóxicos respecto a aquellos de la 

cepa WT, pero no fueron distintos respecto a la cepa ΔcnaA (fig. 27C). 

La cepa ΔcnaA.cnaBO/E produjo 90% de hifas y 10% de levaduras en condiciones 

bajas de oxígeno (4.9 ± 0.45% O2) (fig. 27D) comparado con la cepa WT que 

produjo aproximadamente 60% hifas y 40% levaduras; y respecto a ΔcnaA que 

produjo 50% levaduras y 50% hifas. La cepa ΔcnaA.cnaBO/E (fig. 27H) generó hifas 

más largas y ramificadas comparadas con la producidas por la cepa WT (fig. 27E) 

y con las de la cepa ΔcnaA (fig. 27F).  

La cepa ΔcnaA.cnaCO/E no presentó diferencias significativas en los niveles de 

consumo de oxígeno con los de la cepa WT, pero dichos niveles fueron menores 

respecto a los de la cepa ΔcnaA (fig. 27A). La cepa ΔcnaA.cnaCO/E presentó una 
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disminución en la producción del radical OH- comparado con los de las cepas WT y 

ΔcnaA (fig. 27B). Los SS de la cepa ΔcnaA.cnaCO/E no produjo cambios 

significativos en la toxicidad frente al nematodo respecto a los producidos por la 

cepa WT, pero fueron menos tóxicos respecto a los de la cepa ΔcnaA (fig. 27C). 

La cepa ΔcnaA.cnaCO/E en condiciones de concentraciones bajas de oxígeno (4.9 ± 

0.45% O2) en medio YPG-2%, generó 35% de hifas y 65% de levaduras (fig. 27D), 

siendo distintas las proporciones en comparación con la cepa WT, la cual generó 

aproximadamente 60% hifas y 40% levaduras; también distintas comparadas con la 

cepa ΔcnaA que generó 50% hifas y 50% levaduras; cabe mencionar que la cepa 

ΔcnaA.cnaCO/E (fig. 27I) generó hifas más cortas comparadas con la producidas por 

las cepas WT (fig. 27E), y ΔcnaA (fig. 27F). En general la sobreexpresión de cnaC 

generó una represión del fenotipo de ΔcnaA. 

Por lo que se sugiere que la sobreexpresión de cnaB en la cepa ΔcnaA actúa como 

un regulador positivo de la generación de hifas y del aumento de la longitud de las 

mismas, además está involucrado en la regulación positiva de la respiración y la 

virulencia. 
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Figura 27. Participación en el metabolismo oxidativo mitocondrial y virulencia de las 

cepas sobreexpresantes de los genes que codifican la subunidad catalítica de la CN 

en el fondo genético de la cepa ΔcnaA de M. lusitanicus.  Se utilizaron las diferentes 

cepas sobreexpresando los genes que codifican a las subunidades de la CN en la cepa 

ΔcnaA, así como la cepa ΔcnaA complementada con cnaA. Las esporas fueron usadas 

para evaluar: A) el consumo de oxígeno posterior a la germinación en aerobiosis por 3 h en 

el medio YNB-0.1%. B) La producción del radical OH- posterior a la germinación en 

aerobiosis por 4 h en YNB-0.1%. C) Los SS fueron obtenidos posterior al crecimiento 

aeróbico en medio YNB-0.1% por 48 h de crecimiento, los cuales se pusieron en contacto 

con C. elegans y se evaluó la sobrevivencia de los nematodos. D) Se determinó la 

germinación en bajos niveles de oxígeno (4.9 + 0.45% O2) en medio YPG-2% liquido 

después de 6 h de crecimiento. Imágenes representativas de las esporas germinando en el 

panel E) MU636; F) ΔcnaA; G) ΔcnaA.cnaAO/E; H) ΔcnaA.cnaBO/E; I) ΔcnaA.cnaCO/E. n=3, 

se realizaron tres experimentos independientes y se muestra el promedio; las barras 

corresponden al error estándar (SE). Barra de escala = 20 µm. Se realizó la prueba de 

comparación múltiple Dunnett’s. *p < 0.05; **p < 0.001; ***p < 0.0001. 
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8.15 Efecto en el crecimiento y metabolismo oxidativo de la cepa 

ΔcnaC sobreexpresando los distintos genes catalíticos de la CN 

El crecimiento en YNB-0.1% de la cepa ΔcnaB.cnaAO/E mostró un aumento en los 

niveles de consumo de oxígeno, la producción de radical OH-, así como la toxicidad 

frente a los nematodos de los SS respecto a las cepas WT, y ΔcnaB (fig. 28A-C).  

Cuando se evaluó la morfogénesis en medio YPG-2% generada por la cepa 

ΔcnaB.cnaAO/E en condiciones bajas de oxígeno (4.9 ± 0.45% O2), está produjo 95% 

hifas y 5% levaduras, comparado con la cepa WT que produjo aproximadamente 

60% hifas y 40% levaduras; mientras que la cepa ΔcnaB produjo 35% hifas y 65% 

levaduras (fig. 28D), cabe mencionar que la cepa ΔcnaB.cnaAO/E (fig. 28G) generó 

hifas más largas y ramificadas comparadas con la producidas por la cepa WT (fig. 

28E) y respecto a la cepa ΔcnaB (fig. 28F). 

La germinación en YNB-0.1% de la cepa ΔcnaB.cnaBO/E presentó niveles de 

consumo de oxígeno aumentados respecto a la cepa WT y respecto a la cepa 

ΔcnaB (fig. 28A). La producción de radical OH- de la cepa ΔcnaB.cnaBO/E 

germinando en medio YNB-0.1% no presentó diferencias significativas con los de la 

cepa WT, pero fueron mayores respecto a la cepa ΔcnaB (fig. 28B). Los SS 

obtenidos de la cepa ΔcnaB.cnaBO/E generó niveles de toxicidad aumentados 

respecto a los producidos por las cepas WT y aquellos de la cepa ΔcnaB (fig. 28C). 

La cepa ΔcnaB.cnaBO/E en condiciones bajas de oxígeno (4.9 ± 0.45% O2), produjo 

75% de hifas y 25% de levaduras (fig. 28D) comparado con la cepa WT que produjo 

aproximadamente 60% hifas y 40% levaduras y respecto a ΔcnaB que produjo 35% 

hifas y 65% levaduras. Cabe mencionar que la cepa ΔcnaB.cnaBO/E (fig. 28H) 

generó hifas más largas y ramificadas comparadas con la producidas por las cepas 

WT (fig. 28E) y con las producidas por la cepa ΔcnaB (fig. 28F).  

La germinación en YNB-0.1% de la cepa ΔcnaB.cnaCO/E no presentó diferencias 

significativas en los niveles de consumo de oxígeno, en la producción del radical 

OH- o la toxicidad de los SS respecto los de la cepa WT (fig. 28A-C), pero estos 

valores fueron mayores respecto a los de la cepa ΔcnaB. Es decir, CnaC 

complemento el fenotipo WT en ΔcnaB. 
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La cepa ΔcnaB.cnaCO/E en condiciones bajas de oxígeno (4.9 ± 0.45% O2) generó 

20% de hifas y 80% de levaduras, comparado con la cepa WT que produjo 

aproximadamente 60% hifas y 40% levaduras y respecto a ΔcnaB que produjo 35% 

hifas y 65% levaduras (fig. 28D). Cabe mencionar que la cepa ΔcnaB.cnaCO/E (fig. 

28I) generó hifas más cortas comparadas con la producidas por la cepa WT (fig. 

28E), y las producidas por la cepa ΔcnaB (fig. 28F).  

Por lo que se sugiere que CnaA y CnaB son reguladores positivos de la generación 

de hifas, aumento de la longitud y ramificación de las mismas, aunado a estar 

involucrado en la regulación positiva de la respiración y la virulencia. Además, CnaA 

influye en el aumento de radical OH-. Mientras que CnaC es un regulador positivo 

de la formación de levaduras. Se sugiere además que CnaB podría estar regulado 

a CnaA y CnaC. 
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Figura 28. Participación en el metabolismo oxidativo mitocondrial y virulencia de las 

cepas sobreexpresantes de los genes que codifican la subunidad catalítica de la CN 

en el fondo genético de la cepa ΔcnaB de M. lusitanicus. Se utilizaron las diferentes 

cepas sobreexpresando los genes que codifican a las subunidades de la CN en la cepa 

ΔcnaB, así como la cepa ΔcnaB complementada con cnaB. Dichas esporas fueron usadas 

para evaluar A) consumo de oxígeno posterior a la germinación en aerobiosis por 4 h en el 

medio YNB-0.1%. B) La producción de radical OH- posterior a la germinación en aerobiosis 

por 4 h en YNB-0.1%. C) Los SS fueron obtenidos posterior al crecimiento aeróbico en 

medio YNB-0.1% por 48 h de crecimiento, los cuales se pusieron en contacto con C. 

elegans y se evaluó la sobrevivencia de los nematodos cada 12 h. D) Se determinó la 

germinación en condiciones bajas de oxígeno (4.9 + 0.45% O2) en medio YPG-2% líquido 

después de 6 h de crecimiento. Imágenes representativas de las esporas germinando en el 

panel E) MU636; F) ΔcnaB; G) ΔcnaB.cnaAO/E; H) ΔcnaB.cnaBO/E; I) ΔcnaB.cnaCO/E. n=3, 

se realizaron tres experimentos independientes y se muestra el promedio; las barras 

corresponden al error estándar (SE). Barra de escala = 20 µm. Se realizó la prueba de 

comparación múltiple Dunnett’s. *p < 0.05; **p < 0.001; ***p < 0.0001. 
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8.16 Efecto en el crecimiento y metabolismo oxidativo de la cepa 

ΔcnaC sobreexpresando los distintos genes catalíticos de la CN 

La germinación en YNB-0.1% de la cepa ΔcnaC.cnaAO/E no mostró diferencia 

significativa en los niveles de consumo de oxígeno, la producción de radical OH-, 

así como en la toxicidad los SS obtenidos respecto a los de la cepa WT, pero todos 

estos valores disminuyeron respecto a la cepa ΔcnaC (fig. 29A-C). 

La cepa ΔcnaC.cnaAO/E en condiciones bajas de oxígeno (4.9 ± 0.45% O2) no 

produjo diferencias significativas en la producción de hifas y levaduras (fig. 29D), 

comparado con la cepa WT; pero si comparado con la cepa ΔcnaC que produjo 75% 

hifas y 25% levaduras. Cabe mencionar que la cepa ΔcnaC.cnaAO/E (fig. 29G) 

generó hifas más gruesas comparadas con la producidas por la cepa WT (fig. 29E) 

y respecto a la cepa ΔcnaC (fig. 29F). 

La germinación en YNB-0.1% de la cepa ΔcnaC.cnaBO/E presentó niveles de 

consumo de oxígeno aumentados comparado con la cepa WT y disminuidos 

respecto a la cepa ΔcnaC (fig. 29A). Comparado con las cepas WT y ΔcnaC, la 

producción de radical OH- de la cepa ΔcnaC.cnaBO/E fueron mayores (fig. 29B). 

Mientras que los SS de la cepa ΔcnaC.cnaBO/E produjeron mayores niveles de 

toxicidad respecto a los producidos por la cepa WT, pero no hubo diferencias a la 

cepa ΔcnaC (fig. 29C). 

La cepa ΔcnaC.cnaBO/E en condiciones bajas de oxígeno (4.9 ± 0.45% O2) en medio 

YPG-2%, produjo 80% de hifas y 20% de levaduras comparado con la cepa WT, 

que produjo aproximadamente 60% hifas y 40% levaduras y con la cepa ΔcnaC que 

produjo 75% hifas y 25% levaduras (fig. 29D). Cabe mencionar que la cepa 

ΔcnaC.cnaBO/E (fig. 29H) generó hifas más largas y ramificadas comparadas con la 

producidas por la cepa WT (fig. 29E) y fueron parecidas a las producidas por la 

cepa ΔcnaC (fig. 29F). 

La germinación en YNB-0.1% de la cepa ΔcnaC.cnaCO/E no presentó diferencias 

significativas de los niveles de consumo de oxígeno, en la producción del radical 

OH-, así como los niveles de toxicidad de los SS, en relación a los observados en la 

cepa WT, pero presentó niveles disminuidos, en todos estos parámetros, respecto 

a la cepa ΔcnaC (fig. 29A-C). 



93 

 

La cepa ΔcnaC.cnaCO/E en condiciones bajas de oxígeno (4.9 ± 0.45% O2) en medio 

YPG-2%, reveló la generación de 45% de hifas y 55% de levaduras comparado con 

la cepa WT que produjo aproximadamente 60% hifas y 40% levaduras y con la cepa 

ΔcnaC que produjo 75% hifas y 25% levaduras (fig. 29D). Cabe mencionar que la 

cepa ΔcnaC.cnaCO/E (fig. 29I) no generó diferencias en la morfología comparado 

con la cepa WT (fig. 29E), pero si disminuyó la longitud comparada con las 

producidas por la cepa ΔcnaC (fig. 29F).  

Todos estos cambios fenotípicos producidos por las distintas sobrexpresiones de 

los genes que codifican a las subunidades de las CN en las cepas ΔcnaA, ΔcnaB y 

ΔcnaC se pueden ver resumidas en la tabla 10. 
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Figura 29. Participación en el metabolismo oxidativo mitocondrial y virulencia de las 

cepas sobreexpresantes de los genes que codifican la subunidad catalítica de la CN 

en el fondo genético de la cepa ΔcnaC de M. lusitanicus. Se utilizaron las diferentes 

cepas sobreexpresando los genes que codifican a las subunidades de la CN en la cepa 

ΔcnaC, así como la cepa ΔcnaA complementada con cnaC. Dichas esporas fueron usadas 

para evaluar: A) consumo de oxígeno posterior a la germinación en aerobiosis por 4 h en 

el medio YNB-0.1%. B) La producción de radical OH- posterior a la germinación en 

aerobiosis por 4 h en YNB-0.1%. C) Los SS fueron obtenidos posterior al crecimiento 

aeróbico en medio YNB-0.1% por 48 h de crecimiento, los cuales se pusieron en contacto 

con C. elegans y se evaluó la sobrevivencia de los nematodos cada 12 h. D) Se determinó 

la germinación en condiciones bajas de oxígeno (4.9 + 0.45% O2) en medio YPG-2% líquido 

después de 6 h de crecimiento. Imágenes representativas de las esporas germinando en el 

panel E) MU636; F) ΔcnaC; G) ΔcnaC.cnaAO/E; H) ΔcnaC.cnaBO/E; I) ΔcnaC.cnaCO/E. n=3, 

se realizaron tres experimentos independientes y se muestra el promedio; las barras 

corresponden al error estándar (SE). Barra de escala = 20 µm. Se realizó la prueba de 

comparación múltiple Dunnett’s. *p < 0.05; ** p < 0.001. 
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Tabla 10. Fenotipos generados en las cepas mutantes en los genes de la CN 

sobrexpresando los genes que codifican a las subunidades de las CN 

Cepas Tasa de 
consumo 

de oxígeno 
nmol/mL.s 

Niveles 
de OH- 

Toxi-
cidad 
(SS) 

Germinación en 
condiciones bajas de 
oxígeno (respecto a la 
producción de hifas) 

Morfología 

ΔcnaA.cnaAO/E = 
< 

= 
< 

= 
< 

= 
= 

Hifas similares a las 
de la cepa WT y 
menos ramificadas 
que la cepa ΔcnaA 

ΔcnaA.cnaBO/E > 
= 

= 
< 

> 
= 

> 
> 

Hifas más largas y 
ramificadas 
comparado con las 
cepas WT y ΔcnaA 

      

ΔcnaA.cnaCO/E = 
< 

< 
< 

< 
< 

< 
< 

Hifas más cortas 
comparado con las 
cepas WT y ΔcnaA 

ΔcnaB.cnaAO/E > 
> 

> 
> 

> 
> 

> 
> 

Hifas más largas y 
ramificadas 
comparado con las 
cepas WT y ΔcnaB 

ΔcnaB.cnaBO/E > 
> 

= 
> 

> 
> 

> 
> 

Hifas más largas y 
ramificadas 
comparado con las 
cepas WT y ΔcnaB 

ΔcnaB.cnaCO/E = 
> 

= 
> 

= 
> 

< 
< 

Hifas más cortas 
comparado con las 
cepas WT y ΔcnaB 

ΔcnaC.cnaAO/E = 
< 

= 
< 

= 
< 

= 
< 

Hifas más gruesas 
que las producidas 
por las cepas WT y 
ΔcnaC 

ΔcnaC.cnaBO/E > 
< 

> 
> 

> 
= 

> 
= 

Hifas más largas y 
ramificadas 
comparado con la 
cepa WT y 
parecidas a las de 
la cepa ΔcnaC 

ΔcnaC.cnaCO/E = 
< 

= 
< 

< 
< 

< 
< 

Hifas similares a las 
de la cepa WT y 
disminuyó su 
longitud 
comparada con 
ΔcnaC 

> Mayor que la cepa WT          > Mayor que la cepa mutante sencilla 
< Menor que la cepa WT          < Menor que la cepa mutante sencilla 
= Similar a la cepa WT             = Similar a la cepa mutante sencilla 
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8.17 Motivos de fosforilación para PKA en las subunidades de la 

CN, así como para factores de transcripción TEC y HAP en los 

promotores de los genes de las subunidades de la CN 

En algunos hongos se ha descrito que el factor de transcripción Tec1 es necesario 

para la inducción de la virulencia y el desarrollo de las hifas, tal es el caso de S. 

cerevisiae que requiere al factor Tec1 para el desarrollo de las hifas (Chou y col., 

2006). 

Además, en nuestro grupo de trabajo se han descrito a los homólogos de Tec (Tec1 

y Tec2) de M. lusitanicus, los cuales participan regulando positivamente el 

crecimiento micelial, la virulencia, la acumulación de rizoferrina y el metabolismo 

oxidativo mitocondria (Alejandre-Castañeda, 2023). Por otra parte, la biogénesis 

mitocondrial está bajo la regulación del complejo Hap (familia de complejos de 

transcripción heterotriméricos que están altamente conservados en células 

eucariotas), el cual se unen al ADN reconociendo la caja consenso Hap el cual en 

S. cerevisiae se ha descrito que posee la secuencia 5´-CCAAT-3 (Mao y Chen 

2019).  

Con la finalidad de identificar si podrían existir sitios conservados de reconocimiento 

por dichos factores de transcripción en los promotores de los genes que codifican a 

la CN se prosiguió a utilizar el programa YEASTRACT. 

Los análisis mostraron que únicamente cnaB posee un motivo consenso canónico 

(CATTCT) para el factor de transcripción TEC1, mientras que la subunidad cnbR 

posee un motivo consenso canónico (GCTGG) para el factor de transcripción 

HAP1p. Lo que hace sugiere que el factor de transcripción TEC1p podría estar 

controlando la transcripción del gen cnaB. Mientras que el factor de transcripción 

HAP1p podría estar regulando la transcripción del gen cnbR. No fueron encontrados 

sitios de fosforilación por PKA en las distintas subunidades de la CN.  
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Figura 30. Análisis in silico de los factores de transcripción en las subunidades de la 

CN. Secuencia parcial que muestra lo sitios consenso canónicos para factores de 

transcripción TEC1p y HAP1 de S. cerevisiae. A) región promotora de cnaB motivo 

consenso canónico (CATTCT) para el factor de transcripción TEC1p; B) región promotora 

de cnbR motivo consenso canónico (TTGGCT) para el factor de transcripción HAP1p 

(Teixeira y col., 2022) (-) región rio arriba del ATG (color verde subrayado). Los nucleótidos 

más conservados se muestran en color morado. El sitio de unión ribosómico en color verde.  

 

IX. Discusión  

Desde la antigüedad (1908) las transiciones morfogenéticas (levadura-hifa) han sido 

de gran interés (San-Blas, 1985). En algunos hongos patógenos la morfología está 

relacionada con su virulencia, los cuales son capaces de cambiar su morfología en 

respuesta a su entorno (Wang y Lin, 2012). 

Diversas especies de Mucor han sido descritas como dimórficas (Orlowski, 1991). 

En M. lusitanicus las morfologías de levadura o hifa definen el fenotipo virulento y 

se ha descrito que la vía de la CN tiene una función importante en el destino 

dimórfico de este hongo (Lee y col., 2013). 

En M. lusitanicus, la CN está conformada por dos heterodímeros; uno de ellos 

constituido por dos proteínas idénticas que constituyen la subunidad regulatoria de 

la CN (CnbR) y el otro constituido por un homodímero constituido por alguno de los 

tres homólogos de las subunidades catalíticas (CnaA, CnaB y CnaC) (Lee y col., 

2013). Existe un vínculo en la funcion de la vía de la CN o de alguno de sus 

interactores, con el crecimiento de las hifas de algunos hongos, tal es el caso de los 
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hongos ascomicetos como S. pombe (Sugiura y col., 1998), A. fumigatus (Li y col., 

2020), Alternaria alterna (Tsai y Chung, 2014); al igual que el fitopatógeno 

Magnaporthe oryzae (Liu y col., 2022).  

Hay reportes que indican que el metabolismo oxidativo mitocondrial es importante 

en el crecimiento y virulencia de los hongos (Terenzi y col., 1969; Orlowski, 1991). 

En los Mucorales se ha vinculado el metabolismo oxidativo mitocondria con el 

crecimiento filamentoso, algunos de los inhibidores del metabolismo oxidativo 

mitocondrial usados han sido el cianuro de potasio (KCN, el cual es un inhibidor de 

la cadena de transporte de electrones), la antimicina A (la cual bloquea el transporte 

de electrones), la oligomicina y el alcohol fenetílico (los cuales inhiben la 

fosforilación oxidativa), generan la inducción del crecimiento levaduriforme en 

Mucor spp., incluso en condiciones aeróbicas (Friedenthal y col., 1974). En Mucor 

rouxxii, la actividad mitocondrial es necesaria para la morfogénesis, debido a que al 

utilizar el alcohol fenetílico (estimula el metabolismo fermentativo e inhibe la 

fosforilación oxidativa mitocondrial) se indujo la formación de levaduras, sugiriendo 

la participación mitocondrial en el proceso de generación de hifas (Terenzi y col., 

1969; Orlowski, 1991). Sin embargo, la relevancia del metabolismo oxidativo 

mitocondrial y la virulencia nunca se había analizado en los Mucorales. Al parecer 

en M. lusitanicus, así como en Mucorales de interés clínico (R. arrhizus), este 

metabolismo tiene una función en la inducción de la virulencia (Alejandre-

Castañeda y col., 2022; Alejandre-Castañeda y col., 2023; Patiño-Medina y col., 

2023); no obstante, los detalles del mecanismo molecular por el cual es regulado 

aún se desconocen. 

En otros hongos, como en C. neoformans, se ha demostrado que la función 

mitocondrial interactúa en varias vías metabólicas; las cuales influyen en el 

crecimiento y en la virulencia. Por ejemplo, los productos de los genes involucrados 

en la β-oxidación, MFE2, HAD1 y HAD2, que codifican para proteínas involucradas 

en el metabolismo oxidativo mitocondrial, tuvieron mayor expresión durante el 

proceso de infección en ratón (Kretschmer y col., 2012). 

Aún no se ha descrito la relación biológica de la CN en el crecimiento micelial de los 

Mucorales, y aún menos su función  bajo condiciones que favorecen la actividad 
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mitocondrial. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que en relación a la cepa 

WT, en las mutantes ΔcnaA y ΔcnaC de M. lusitanicus se aumenta el crecimiento 

en presencia de una fuente de carbono no fermentable, sugiriendo que la subunidad 

CnaA es un regulador negativo del metabolismo oxidativo mitocondrial. Nuestros 

datos se relacionan con lo descrito por Lee y col., 2013, quien reportó que la cepa 

mutante ΔcnaA generó esporas más grandes con menor tiempo de germinación 

dentro de macrófagos que las esporas provenientes de la cepa WT; sin embargo, 

no se evaluo la relación con el metabolismo oxidativo mitocondrial en este estudio. 

Por otra parte; la cepa ΔcnaB mostró un menor crecimiento (generación de 

biomasa) en una fuente de carbono no fermentable en relación a WT, sugiriendo 

que CnaB podria ser un regulador positivo del metabolismo oxidativo mitocondrial. 

Además, la sobreexpresion de cnaB en ΔcnaA y ΔcnaC complementa los diversos 

fenotipos, sugiriendo que la ausencia de cnaA y cnaC es complementada por cnaB. 

Por lo que la vía de la CN regula el crecimiento micelial y virulencia de M. lusitanicus 

através de la regulación del metabolismo mitocondrial. 

En M. oryzae la vía de la CN funciona en la regulación positiva de la virulencia. Por 

ejemplo, la subunidad reguladora de la CN (MoRCN1) es necesaria para el 

adecuado crecimiento de las hifas, la esporulación y en la inducción de la virulencia, 

ya que la cepa ΔMorcn1 condujo a una menor formación de apresorio, menor 

penetración y crecimiento invasivo, además la cepa ΔMorcn1 mostró sensibilidad a 

diferentes agentes que producen estrés celular como lo son el calcoflour (produce 

ruptura de la pared celular), NaCl (ocasiona estrés osmótico) y H2O2 (causante de 

estrés oxidativo). La cepa ΔMorcn1, también mostró un inusual aumento en la 

producción de ROS durante la infección del huésped, dichas ROS pudieran estar 

induciendo los defectos en la cepa mutante (Liu y col., 2022).  

En Aspergillus nidulans el aumento en la concentración de calcio intracelular activa 

a CnaA (subunidad A de la CN) (Colabardini y col., 2014). El calcio controla 

diversas funciones celulares como procesos de la fertilización, la diferenciación y la 

proliferación celular; además, de la activación de factores de transcripción, entre 

otras. Por lo que la concentración de calcio intracelular es importante para este 

hongo (Berridge y col., 2000).  
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La regulación de la vía de la CN en el crecimiento micelial de M. lusitanicus en 

fuentes de carbono no fermentable, sugiere el involucramiento del metabolismo 

oxidativo mitocondrial. Por ejemplo las cepas ΔcnaA y ΔcnaC, además de aumentar 

la respiración y producción del radical OH-, en comparación con la cepa WT, 

también aumentaron sus niveles de virulencia. Ya que las cepas ΔcnaA y ΔcnaC 

aumentaron la toxicidad de los SS respecto a la cepa WT, mientras que los de las 

cepas ΔcnaB y ΔcnbR presentaron un fenotipo contrario. Estos datos sugieren que 

las subunidades CnaA y CnaC regulan negativamente el metabolismo oxidativo 

mitocondrial y la secreción de al menos una molécula toxica en los SS; caso 

contrario a las subunidades CnaB y CnbR. De manera similar en la ameba 

Dictyostelium discoideum se vincula a la vía de la CN con la regulación del 

metabolismo oxidativo y virulencia. Ya que la CN tiene una función a nivel 

mitocondrial, debido a que las cepas mutantes de la CN mostraron alteraciones en 

la morfología de las mitocondrias, así como en la expresión de genes regulados por 

calcio, (cupC, patA) y aquellos codificados por genes mitocondriaes implicados en 

la cadena respiratoria (DidioMP27, rnlA, atp5b, atp6, cytB, nad4, ndufs8). Además, 

presentaron un aumento de la expresión de los genes involucrados con el estrés 

oxidativo (genes que codifican la superóxido dismutasa dependiente de cobre/zinc 

sodB y sodC) (Kobel-Höller y col., 2018).  

Es de mi conocimiento que a la fecha de realización de este trabajo, no se ha 

descrito una relación biológica de la vía de la CN con la regulación del metabolismo 

oxidativo mitocondrial y su posible influencia en la regulacion de la virulencia en 

especies de Mucorales. Este trabajo aportó información de estos vínculos en M. 

lusitanicus. El uso de KCN 0.5 mM afectó negativamente tanto la respiración y 

virulencia en las cepas ΔcnaA y ΔcnaC, lo que reafirma que las subunidades CnaA 

y CnaC regulan negativamente el metabolismo oxidativo mitocondrial y virulencia. 

En conclusión, la generación de la morfología de hifas depende de una adecuada 

función mitocondrial en diversos hongos, incluyendo nuestro modelo de estudio M. 

lusitanicus. 

Por otra parte, en la respiración mitocondrial se produce una parte considerable de 

las ROS (Brookes y col., 2004). En S. cerevisiae se ha descrito que el calcio 
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(activador de la CN) inhibe el aumento de los niveles de las ROS intracelulares (Li 

y col, 2021), sugiriendo que la activación de la vía de la CN inhibe la producción de 

las ROS. Las ROS producidas por hongos patógenos incluyen principalmente el 

anión superóxido (O2-), radical hidroxilo (OH-) y peróxido de hidrógeno (H2O2) 

(Heller y Tudzynski, 2011). Nuestros datos sugieren la asociación entre las 

subunidades CnaA y CnaC de la CN con la regulación negativa de la actividad 

mitocondrial debido a que las cepas ΔcnaA y ΔcnaC produjeron un aumento de los 

niveles del radical OH- en M. lusitanicus; sin embargo, se desconoce si otras ROS 

podrían estar involucradas en este proceso. 

Diversos organismos asocian a la vía de la CN con la producción de las ROS. En 

Arabidopsis thaliana la sobreexpresión de calcio-camodulina (Ca2+-CaM1) 

(Componentes rio arriba de CN), produjo una mayor resistencia a la infección por 

Pseudomonas syringae y Hyaloperonospora parasitica, ya que dicha 

sobreexpresión generó una mayor producción de las ROS que la cepa WT, 

sugiriendo que la función del complejo Ca2+-CaM1 (Posiblemente a través de la CN) 

interviene en la generación de ROS, dicha producción de las ROS es esencial para 

la muerte celular y las respuestas de defensa en las plantas (Choi y col., 2009).  

Estos datos son similares a los que se observaron en las cepas mutantes ΔcnaA y 

ΔcnaC, ya que las mismas producen mas cantidad de ROS (solo se evaluó el radical 

OH-) respecto a la cepa WT. Por otra parte, cuando se adicionó N-acetil cisteína 10 

mM se redujo la toxicidad del SS en las cepas ΔcnaA y ΔcnaC, lo que sugiere que 

las subunidades CnaA y CnaC de la CN contribuyen a la regulación negativa de los 

niveles de las ROS (radical OH-), las cuales por efecto de N-acetil cisteína 

correlacionan con la disminución de la virulencia a través de mecanismos aún 

desconocidos en M. lusitanicus. Además, resultados de este trabajo indican que las 

cepas ΔcnaA y ΔcnaC son más resistentes al estrés oxidativo mitocondrial respecto 

a las cepas ΔcnaB y ΔcnbR. Esto sugiere que las subunidades CnaA y CnaC 

conducen a una mayor sensibilidad al estrés oxidativo mitocondrial, contrario a las 

subunidades CnaB y CnbR, probablemente estas últimas subunidades podrían 

tener más eficientes las actividades de sus sistemas antioxidantes; sin embargo, 

aún falta por dilucidar a que nivel molecular esta dicha regulación. En este sentido, 
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se ha descrito a la vía de la CN por ser más sensible al estrés mitocondrial, debido 

a que al tratar células de macrófagos (Raw 264.7) humanas con inductores de la 

producción de las ROS mitocondriales como Mito-Paraquat (MitoPQ) y Mito-

Metformina (MitoMet) aumentó el nivel de la CN comparado con las céluas no 

tratadas. Por lo que la vía de la CN se activa en presencia de ROS mitocondriales 

incluso a bajas concentraciones (Chowdhury y col., 2020). Este reporte coincide 

con los resultados mostrados por las cepas ΔcnaA y ΔcnaC ya que son más 

resistentes al estrés oxidativo generado por paraquat (1.5 mM). Mientras que dicho 

reporte es contrario a los datos obtenidos por las cepas ΔcnaB y ΔcnbR, ya que son 

más sensibles al estrés oxidativo por paraquat (1.5 mM). Por otra parte, la 

biodisponibilidad de oxígeno en los tejidos durante la virulencia es relevante, por lo 

que las concentraciones de oxígeno en estudios in vitro son un área de investigación 

importante (Gan y Ooi, 2020). En la región peritoneal de los humanos los niveles 

de oxígeno alcanzan el 5.3% (Renvall y Niinikoski, 1980), incluso se ha reportado 

concentraciones de oxígeno menor al 1% en heridas y tumores, mientras que en 

tejidos sanos del cuerpo humano los niveles de oxígeno alcanzan el 9% (Grahl y 

col., 2012). En algunos hongos dimórficos como en C. albicans han reportado que 

las condiciones de oxígeno regulan la morfogénesis hifa o levadura y en condiciones 

bajas de oxígeno genera hifas (Setiadi y col., 2006). Además, en C. albicans la 

formación de hifas es un factor involucrado en la invasión del huésped (Gow y col., 

1994). De igual manera en M. lusitanicus se ha relacionado al aumento de la 

generación de hifas con una mayor virulencia (Díaz-Pérez y col., 2020). Reportes 

demuestran que el aumento de la germinación inhibe la fagocitosis por los 

macrófagos (Lee y col., 2013). En este trabajo se observó que las cepas ΔcnaB y 

ΔcnbR aumentaron la producción de levaduras comparado con la cepa WT en 

condiciones bajas de oxígeno (4.9 + 0.45% O2), coincidiendo con la anulación de la 

toxicidad frente a los nematodos de los SS obtenidos de dichas mutantes. Por otra 

parte, la cepa ΔcnaA produjo en condiciones bajas de oxígeno (4.9 + 0.45% O2) 

50% de hifas, porcentaje parecido al producido por la  cepa WT, pero las hifas de 

dicha mutante fueron de mayor longuitud y más ramificadas respecto a la cepa WT. 

Relacionando así el aumento de la toxicidad de los SS obtenidos a partir de la cepa 
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ΔcnaA. Por lo que se sugiere que la subunidad CnaA está involucrada en la 

regulación negativa de la virulencia. La cepa ΔcnaC produjo una mayor cantidad de 

hifas en condiciones bajas de oxigeno, aunado con el incremento del fenotipo 

virulento; por otra parte, con la finalidad de reafirmar el vínculo de la CN con la 

regulación de la virulencia, fue de interés evaluar el efecto de las esporas de las 

cepas mutantes que codifican a las subunidades catalíticas de la CN utilizando el 

modelo experimental de G. mellonela. Nuestros resultados muestran el mismo 

fenómeno de virulencia donde la cepa ΔcnaA presentó mayor toxicidad y la cepa 

ΔcnaB que produjo mortalidad en las larvas similar a la de la cepa WT, coincide 

además con lo reportado por Lee y col., 2013. Es importante mencionar que hasta 

la fecha de realización de este trabajo se desconocía el papel de CnaC en la 

virulencia. Se sugiriere que la subunidad CnaB puede tener un mecanismo de 

virulencia distinto a las otras subunidades de la CN el cual aún se desconoce. 

En otros hongos la vía de señalización de la CN está relacionada con la vía del 

AMPc-PKA, como se ha descrito en el hongo levaduriforme S. cerevisiae (Edgan y 

col., 2009), en el hongo filamentoso Trichoderma reesei (Chen y col 2021) y en 

Aspergillus niger (Bencina y Read, 2005).  

En M. lusitanicus la cepa Δgpb1 condujo a un aumento en los niveles intracelulares 

de AMPc y de la activación de PKA, promoviendo el desarrollo de levaduras y 

disminución del crecimiento de las hifas (Valle-Maldonado y col., 2020). En M. 

lusitanicus al aumentar los niveles de glucosa o la adición de dibutiril-cAMP (db-

cAMP) exógeno aumenta la actividad de PKA (Valle-Maldonado y col., 2020). 

Nuestros resultados demuestran que cuando se usó el medio que estimula el 

metabolismo fermentativo (YPG-6%) y que además estimula la vía del AMPc-PKA 

(Valle-Maldonado y col., 2020), reprimió la respiración y redujo la toxicidad de los 

SS de las cepas ΔcnaA y ΔcnaC, por lo que se sugiere que cuando la vía del AMPc-

PKA aumenta (estimulada por el medio YPG-6%) disminuye la actividad de la vía 

de la CN (ya que reprimió la respiración y disminuyó la toxicidad de los SS de las 

cepas ΔcnaA y ΔcnaC).  

Existen reportes de que la CN y la PKA desempeñan funciones antagónicas, debido 

a que a partir de la cepa ΔcnbR la actividad de la PKA fue mayor que en la cepa 
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WT (Lee y col., 2013), aunque se desconoce los detalles a nivel molecular de los 

puntos de conexión entre ambas vías.   

Por otra parte, la dinámica mitocondrial desempeña un papel crucial en la regulación 

del metabolismo oxidativo mitocondrial, donde Dnm1 y Fzo1 regulan la dinamica 

mitocondrial (Ugarte-Uribe y col., 2014). En C. neoformans la dinámica 

mitocondrial influye en la virulencia del hongo, debido a que la eliminación de los 

genes involucrados en la fusión mitocondrial (DRP) mostró menor capacidad de 

eliminar moléculas dañadas y reguló negativamente la virulencia Chang y Doering, 

2018). Para evaluar si la vía de la CN controla a Dnm1 y Fzo1, se midió la expresión 

de los genes de la CN en condiciones de cultivo, de MU636.dnm1O/E y 

MU636.fzo1O/E que probablemente estimulan la fisión y fusión mitocondrial 

(respectivamente). Los datos indican que la sobreexpresión de Dmn1 regula 

negativamente a nivel transcripcional a cnaA y cnbR, ya que la sobreexpresión de 

dnm1 en la cepa WT produjo una menor cantidad de ARNm de cnaA y cnbR. 

Sugiriendo a la vía de la CN como un componente río arriba de Dnm1. 

Aún no se ha descrito la conexión a nivel transcripcional de dmn1 y la vía de la CN; 

sin embargo, en células de mamífero, la CN regula mediante la desfosforilación en 

el residuo 637 del motivo de Drp1(homólogo de Dnm1), activando de esa manera el 

proceso de fisión mitocondrial. Se ha asociado a la fosforilación por CN en la 

regulación de la localización intracelular donde la CN interviene controlando la 

translocación de NFaT al núcleo y del miembro proapoptótico de la familia Bcl-2 Bad 

a las mitocondrias (Cereghetti y col., 2008). La distribución intracelular de la CN 

está determinada por la unión a sustratos de señalización entre los que se 

encuentran los AKAP (miembros de la familia de proteínas de anclaje de quinasa A) 

(Sheftic y col., 2016). En este sentido, en las neuronas, el complejo de señalización 

PKA/AKAP1 (coordina un conjunto de señales localizadas en las mitocondrias) 

inhibe el proceso de fisión mitocondrial, mediante la fosforilación de Dnm1 

induciendo a el desarrollo de dentritas y además de tener funciones en el desarrollo 

y supervivencia neuronal (Merrill y Strack, 2014).  

La sobreexpresión de dnm1 en las cepas mutantes de los genes que codifican a las 

subunidades catalítica CnaA y CnaC de la CN produjo la disminución de la tasa de 
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consumo de oxígeno, así como la disminución de la virulencia y la producción de 

radical OH-, respecto a las mutantes sencillas. Lo que sugiere que Dnm1 regula 

negativamente el metabolismo oxidativo mitocondrial y virulencia a través de la vía 

de la CN. 

Nuestros resultados indican que en M. lusitanicus, Fzo1 participa en la regulación a 

nivel transcripcional de los genes que codifican a las subunidades de la CN, ya que 

la sobreexpresión de fzo1 en la cepa WT produjo una mayor cantidad de ARNm en 

los genes que codifican a las subunidades de la CN, lo que correlacionó con el 

aumento de la tasa de consumo de oxígeno, la producción de radical OH- y el 

aumento de la virulencia. Estos resultados mostraron un fenotipo contrario al de la 

sobreexpresión de dnm1. En S. cerevisiae la ausencia de Fzo1 generó mitocondrias 

fragmentadas y produjo menor crecimiento en una fuente de carbono no 

fermentable (glicerol al 3%); además, de la disminución de la tasa de respiración, 

indicando que la función mitocondrial estaría afectada en ausencia de la proteína 

Fzo1 (Dong y col, 2021). 

Nuetros datos mostraron que la sobreexpresión de fzo1 condujo a un efecto 

contrario a la mutación de fzo1 en S. cerevisiae debido a que la presencia de Fzo1 

en M. lusitanicus está estimulando el aumento de la actividad mitocondrial, sin 

embargo, ambos enfoques de perdida y ganancia de función establecen la función 

en ambos hongos de Fzo1. 

Resultados similares fueron reportados con C. neoformans, ya que la cepa mutante 

fzo1 (Fzo1 media la fusión mitocondrial) produjo un fenotipo que resulto más 

susceptible al estrés oxidativo, probablemente debido a la incapacidad de producir 

melanina (pigmento oscuro cuya síntesis no depende del metabolismo mitocondrial 

pero aumenta la resistencia a ROS y otros factores ambientales), sugiriendo que el 

proceso de fusión mitocondrial está involucrado generando una mayor eliminación 

de las ROS, lo cual conduce a una disminución del daño oxidativo y disminuyendo 

la capacidad de virulencia en un modelo murino (Chang y Doering, 2018).  

Aún se desconoce cómo se regula transcripcionalmente Fzo1 a través de la vía de 

la CN.  Nuestro grupo de trabajo identifico cuatro sitios de fosforilación por PKA en 

la proteína Fzo1 (Torres-Cortes, tesis de maestría en proceso). Sugiriendo que 
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Fzo1 es un sustrato de la actividad de la PKA, lo cual podría generar cambios en la 

actividad de Fzo1 y con ello cambios en el metabolismo mitocondrial, además de 

que CN podría utilizar a Fzo1 fosforilado como sustrato alterando la actividad de 

dicha proteína. Por lo tanto, es posible que fzo1 sea un sustrato tanto de la vía de 

la CN y de la AMPc-PKA en M. lusitanicus. 

Otros grupos han reportado que el proceso de fusión y fisión determinan la 

interconectividad de las mitocondrias; la fosforilación de Ser 656 (en células PC12 

de feocromocitoma de rata) de la GTPasa Drp1 (Dnm1 es análogo en hongos) de 

manera in vitro está mediada por PKA, esto ocurre por la respuesta a la actividad 

simpática in vivo. Por otra parte, el calcio conduce a la de fosforilación de Ser 656, 

la mutación Ser 656 por Ala (permanentemente desfosforilada) activa a Drp1 y 

sensibiliza a las células a ataques apoptóticos mientras que la fosforilación tiene 

efecto opuesto (Cribbs y Strack, 2007). 

En S. Pombe, al igual que en M. lusitanicus, en donde las condiciones de 

crecimiento al parecer son críticas para la modulación de las proteínas involucradas 

en la fisión y/o fusión mitocondria, la glucosa estimula el proceso de fisión 

mitocondrial por Dnm1, debido a que el crecimiento de la cepa Δdnm1 en medio 

EMM con glucosa 111 mM mostraron una estructura interconectada debido al 

descontrol de fisión mitocondrial. Por otra parte, la falta de glucosa en la cepa 

Δdnm1 dio como resultado mitocondrias no fragmentadas; además, las 

mitocondrias mostraron resistencia a la fragmentación en las células Δcgs1 (alta 

actividad de PKA1), sin embargo, mostraron sensibilidad a la fragmentación en 

células Δcyr1 (alta actividad de PKA1) (Zheng y col., 2019).  

En A. nidulans la proteína quinasa C activada (PkcA) y la subunidad A de la CN 

regulan positivamente la función mitocondrial; ya que la cepa ΔcnaA consumió 

menos oxígeno que la cepa WT. Además, la sobreexpresión pkcA en la cepa ΔcnaA 

restableció los niveles de consumo de oxígeno como la cepa WT (Colabardini y 

col., 2014). Lo cual habla del la función antagonica de una cinasa (PKC) con la CN 

en la regulacion del metabolismo oxidativo mitocondrial. 

Sin embargo, en relación a M. lusitanicus aún se desconoce la regulación 

antagónica de la vía de la CN y de la vía AMPc-PKA, respecto a Fzo1 y Dnm1. 
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La función mitocondrial, depende de otros factores además de la dinámica 

mitocondrial, como son las proteinas que estan en asociacion con la mitocondria 

cumpliendo diversas funciones, como aquellas involucradas en el control de calidad 

(por ejemplo las proteasas AAA eliminan proteínas mal plegadas) y quinasas 

(regulan la importación de proteinas en respuesta a la señalización celular). Un 

factor importante que participa en el reconocimiento de las proteínas que son 

importadas a la mitocondria es el complejo TOM (Den-Brave y col., 2021). 

En este sentido, casi todas las proteínas mitocondriales están codificadas por el 

genoma nuclear, estas proteínas después de su síntesis en los ribosomas 

citoplasmáticos se importan a las mitocondrias. Las proteínas precursoras se 

transportan a las mitocondrias, donde uno de los complejos de gran relevancia es 

el complejo TOM (Translocase of the Outer Membrane, por sus siglas en inglés) 

(Tucker y Park, 2019). Dicho complejo contiene tres receptores Tom70, Tom20 y 

Tom22, siendo la proteína Tom20 la que reconoce motivos de localización ubicados 

en el extremo N-terminal de las proteínas que contienen señales internas similares 

a MTS (Imts-L), dichos motivos son esenciales para dirigir a las proteínas hasta la 

matriz mitocondrial (Backes y col., 2018). 

Las proteínas de las distintas subunidades de la CN, presentan los motivos putativos 

de reconocimiento por Tom20, sugiriendo que las distintas subunidades de la CN 

se pueden dirigir a la mitocondria, además se sugiere que contienen el motivo Imts-

L, implicado en la direccionalidad mitocondrial. Estos datos sugieren que en algún 

momento ocurre la dirección a las mitocondrias de las distintas subunidades, 

aunque son necesarios otros estudios para dilucidar esta regulación espacio-

temporal. 

La multiplicidad de las subunidades catalíticas de la CN cuyos valores de identidad 

y similitud están en un rango del 62 y 87%, respectivamente, harían suponer 

funciones redundantes entre ellas. La complementación de las cepas mutantes 

ΔcnaA, ΔcnaB, y ΔcnaC con los genes silvestres respectivos, como era de esperar, 

restauraron las diversas alteraciones en el fenotipo. Por otra parte, la 

sobreexpresión del gen cnaB en ΔcnaA, no complementó el fenotipo a niveles de la 

cepa WT, ya que condujo a un aumento de la respiración, aumento de la toxicidad 
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de los SS y aumento de la producción de hifas largas en condiciones bajas de 

oxígeno. Por otra parte, la sobreexpresión del gen cnaC en la cepa ΔcnaA 

complementó los niveles de la tasa de consumo de oxígeno, así como los niveles 

de la toxicidad de los SS respecto a los niveles de cepa WT. Sugiriendo que CnaB 

podría estar regulando de manera positiva el metabolismo oxidativo mitocondrial y 

la virulencia, mientras que CnaC podría estar estimulando en menor grado la 

represión del metabolismo oxidativo en ΔcnaA. 

Mientras que, los datos analizados mostraron que la sobreexpresión del gen cnaA 

en la cepa ΔcnaB, no complementó los niveles de respiración, producción de radical 

OH- y los niveles de toxicidad de los SS, ya que estos fueron mayores respecto a 

los niveles generados por la cepa WT, sugiriendo que CnaA no complementa la 

ausencia de CnaB. Mientras que la sobreexpresíon de cnaC en la cepa ΔcnaB 

complemento el fenotipo WT. Los datos sugieren que CnaC podría estaría actuando 

como un mecanismo de compensación en ausencia de CnaB. 

El análisis de la transcripción sugiere, que CnaB podría estar generando el fenotipo 

virulento en la ausencia de CnaC y CnaA, ya que se observó un aumentó en el nivel 

de transcrito cnaB en dichas mutantes. Sin embargo, aún quedan experimentos por 

realizar para determinar cómo estaría funcionado este proceso. 

Cuando fue sobreexpesado el gen cnaA en la cepa ΔcnaC, se complementó el 

fenotipo WT, los datos sugieren que CnaA y CnaC actuan en la misma vía ya que 

ambos son complementarios. Por otra parte, cuando fue sobreexpesado el gen 

cnaB en la cepa ΔcnaC, no se complementó el fenotipo WT, indicando nuevamente 

la esencialidad de CnaB en el metabolismo oxidativo y virulencia de M. lusitanicus. 

Posiblemente existen algunos factores transcripcionales que regulan la expresión 

génica de los diversos genes que codifican a las subunidades de la CN. En algunos 

hongos se ha descrito que el factor de transcripción Tec1 es necesario para la 

filamentación en S. cerevisiae, mientras que el complejo Tec1/Ste12/Dig1 es 

necesario para la filamentación del hongo, Tec1 (se une al extremo N de Ste12), 

Dig1 (se une indirectamente a través de Ste12) y promueve su transcripción (Chou 

y col., 2006). Recientemente se reportó que en M. lusitanicus la vía AMPc-PKA y 

los factores de transcripción Tec1 y Tec2 regulan tanto a nivel transcripcional y 
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postraduccional la activación de la vía en presencia de altas concentraciones de 

glucosa (2 al 6%) de forma negativa. Por otra parte, la inactivación la PKA, debido 

a la represión de la vía por el aumento del ARNm de gpb1 y pkaR1, correlacionó 

con los niveles de ARNm de TEC1/2. Además, simultáneamente puede llevarse a 

cabo la regulación a nivel postraduccional en donde la PKA inactiva no conduce a 

la fosforilación de Tec1 y Tec2 y posiblemente el estado no fosforilado conduzca a 

una activación de la vía de la CN, ya que se ha reportado que la mutación puntual 

(Tec1 329KRKS332) conduce a un estado permanentemente defosforilado 

(Alejandre-Castañeda y col., 2023).  

Otro factor de transcripción, anteriormente descrito, que tiene relevancia en la 

función mitocondrial es Hap (Yoboue y col., 2014). En S. cerevisiae el aumento de 

los niveles de RNAm del complejo HAP(HAP2/3/4/5) está influenciado por una 

disminución de los niveles de las ROS (Cheytzoff y col., 2010). El proceso de 

biogénesis mitocondrial está bajo la regulación del complejo Hap (familia de 

complejos de transcripción heterotriméricos que están altamente conservados en 

células eucariotas). Hap es un activador transcripcional y regulador global de la 

expresión de genes que codifican a CIT2 (codifica a la enzima citrato sintetasa 

peroximal), CIT1(codifica a la enzima citrato sintetasa mitocondrial), ACO1 (codifica 

a la enzima aconitasa), MDH2 (codifica a la enzima malato deshidrogenasa), MLS1 

(codifica a la enzima malato sintasa), entre otros. La secuencia consenso para el 

ensamblaje del complejo como para la unión al ADN es 5´-CCAAT-3´ (Buschlen y 

col., 2003). En C. albicans, en respuesta a altas concentraciones de hierro el 

complejo Hap (Hap2, Hap31/32 y Hap5) interviene en la regulación positiva de la 

expresión de genes involucrados en el estrés oxidativo como lo es CAT1 (codifica a 

la enzima catalasa), SOD4 (codifica a la enzima superóxido dismutasa), GRX5 

(codifica a la enzima glutaredoxina 5) y TRX1 (codifica a la enzima tiorredoxina 1) 

(Chakravarti y col., 2017). 

El análisis in silico de los promotores de los genes que codifican a las subunidades 

de la CN para el posible reconocimiento por los factores de transcripción TEC1 y 

HAP1p, reveló que únicamente CnaB posee un motivo consenso canónico 

(CATTCT) para el factor de transcripción TEC1, mientras que la subunidad CnbR 
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posee un motivo consenso canónico (GCTGG) para el factor de transcripción 

HAP1p. Lo que sugiere que existen sitios de reconocimiento en CnaB y CnbR de 

estos factores de transcripción que a su vez podrían estar regulando funciones 

mitocondriales influyendo en ciertos procesos como la virulencia. 

 

 

Figura 31. Modelo propuesto para las funciones de las subunidades de la CN 

en M. lusitanicus. Por un estímulo externo (bajas concentraciones de glucosa 

<0.1%) el calcio extracelular va a ingresar a través del canal de calcio dependiente 

de voltaje. Este canal de calcio está conformado por las proteínas Cch1 y Mid1. El 

complejo Ca2+-CaM activa a las subunidades catalíticas de la CN (CnaA y CnaC) 

ejerciendo su función fosfatasa activando a la proteína citosólica Dnm1 que 

interactuará con motivos específicos de la membrana mitocondrial conduciendo a la 

fisión mitocondrial lo que conlleva a la disminución de la actividad mitocondrial 

(menor respiración, menor producción de ROS) y menor virulencia.  

También ya han sugerido una posible interconexión entre las vías AMPc-PKA y la 

vía de la CN, las cuales son reguladas por proteínas G heterotriméricas Gpa11 y 

Gpa12, ya que su anulación produjo una disminución del RNAm de cnaA, además 

del aumentó en el tamaño de la espora y dicho fenotipo es similar a la mutación en 

la subunidad catalítica CnaA de la CN. Se sugiere una interconexión de la vía AMPc-

PKA y la vía de la CN regulada por proteínas G heterotriméricas Gpa11 y Gpa12. 
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Además, se sugiere que Fzo1 es un sustrato de la actividad de la PKA, lo cual podría 

generar cambios en la actividad de Fzo1 y con ello cambios en el metabolismo 

mitocondrial. Además, la CN podría utilizar a Fzo1 fosforilado como sustrato 

alterando la actividad de dicha proteína, por lo tanto, es posible que Fzo1 sea un 

sustrato tanto de la vía de la CN y de la AMPc-PKA en M. lusitanicus. CnaA regula 

negativamente la morfología hifal, mientras que CnaB es un regulador positivo de la 

producción de hifas, además, podría estar regulando a CnaA y CnaC y 

defosforilando algo aún desconocido. Por otra parte, CnaC es un regulador positivo 

para el desarrollo de levaduras en anaerobiosis, CnbR es un regulador 

transcripcional de las subunidades catalíticas de la CN. Un análisis in silico reveló 

que los promotores de los genes que codifican a las subunidades de la CN sean un 

posible sitio de unión de los factores de transcripción Tec1 y Hap1, lo que sugiere 

que existen sitios de reconocimiento en CnaB para el factor Tec1 y CnbR para el 

factor Hap1 y a su vez podrían estar regulando funciones mitocondriales influyendo 

en ciertos procesos como la virulencia. 
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X. Conclusión 

En M lusitanicus las subunidades catalíticas de la CN (CnaA y CnaC) regulan 

negativamente el metabolismo oxidativo mitocondrial y virulencia a través de Dnm1, 

y regulan positivamente el metabolismo oxidativo mitocondrial y virulencia a través 

de Fzo1. Además, CnaC regula positivamente la generación de levaduras en 

aerobiosis, CnaA regula positivamente la ramificación, longitud y grosor de las hifas, 

mientras que CnaB es un regulador positivo de la producción de hifas y regula 

positivamente el metabolismo oxidativo mitocondrial y posiblemente a las 

subunidades catalíticas CnaA y CnaC. 

Por otro lado, la subunidad regulatoria (CnbR) mostró ser un regulador positivo del 

metabolismo mitocondrial y regulador transcripcional de las subunidades catalíticas 

de la CN.  

 

Prespectivas 

A partir de los resultados de esta tesis, el trabajo futuro se centrará en identificar las 

proteínas secretadas por las cepas mutantes que codifican a las subunidades de 

CN durante el crecimiento micelial de M. lusitanicus que incrementan la virulencia. 

Además, queda por dilucidar una posible regulación entre la vía de la CN y la vía de 

la PKA, así como su relación con Fzo1 y la interacción con otras posibles vías de 

señalización. La función de la CN para la activación de Dnm1 y la participación de 

los factores de transcripción TEC1 y HAP1p en la vía de la CN. 
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