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RESUMEN

Las proteinas G heterotriméricas, compuestas por las subunidades Ga, G y Gy,
participan en el proceso de diferenciativo y deteccion de nutrientes en distintos
hongos, por lo tanto resultdé de nuestro interés medir los niveles de transcrito de
estas subunidades en estos procesos en M. circinelloides. Para lo cual fue
necesario en primer lugar, la identificacion de las distintas subunidades Ga, GB y
Gy en M. circinelloides. La identificacion de las distintas subunidades Ga, GB y Gy
en M. circinelloides demuestré la presencia de un namero tres veces mayor de
dichas subunidades al reportado en hongos. Este nimero elevado de subunidades
podria parecer ser una fenémeno intrinseco a los zigomicetos, debido a que en
otros zigomicetos cuyos genomas han sido secuenciados como Rhizopus oryzae y
Phycomyces blakesleaanus, al igual que en M. circinelloides, se encontraron mas
subunidades en relacion a los deméas Phyla en hongos. La relacion evolutiva de
las distintas subunidades de M. circinelloides, demostr6 que en el caso de las
subunidades Ga, estas no se encuentran relacionadas filogenéticamente en
funcién de los Phyla de hongos, su distribucibn se adapta a la clasificacion
funcional propuesta por Bolker, 1998 y Li y col, 2007. Ademas, M.
circinelloides,asi como los demas zigomicetos tienen subunidades Ga en tres (I, Il
y 1ll) de los cuatro grupos en los que se divide la clasificacion. Por otra parte, las
subunidades GB y Gy muestran patrones evolutivos similares, distribuyéndose en
funcion de los diferentes Phyla (ascomicetos, basidiomicetos, zigomicetos o
chytridiomicetos) sugiriendo una posible evolucién paralela, lo que concuerda con

la funcionalidad en conjunto de estas subunidades.

El analisis cuantitativo de los niveles de mRNA de los genes que codifican a estas
subunidades en M. circinelloides, requirié de la validacion experimental de mctfc-1
y mcef-1 como genes normalizadores para llevar a cabo los experimentos de RT-
PCR en tiempo real durante el dimorfismo. Los niveles de transcrito, de cada uno

de los genes que codifican para las supuestas subunidades de proteinas G

XMl



heterotriméricas, fueron cuantificados mediante RT-PCR en tiempo real durante el

dimorfismo y durante el crecimiento en diferentes fuentes de carbono y nitrégeno.

Los datos de expresion de las distintas subunidades Ga, GB y Gy de M.
circinelloides indican distintos patrones y niveles de expresion; pero en la mayoria
de los casos, los niveles de transcrito de cada uno de los genes analizados
durante el estadio de espora fueron distintos comparados al de los crecimientos
vegatativos. Existen genes cuyos niveles de expresion son mayores en una
morfologia particular, sugiriendo su posible importancia de dichos genes en dicho
estadio. Por ejemplo, mcgpall se expresa principalmente en esporas a diferencia
del crecimiento vegetativo, mcgpbl tuvo mayores niveles de transcrito en
crecimiento miceliar respecto a esporas y levaduras, mientras que mcgpgl fue
detectado solamente en levaduras, con niveles de expresén muy bajos. Los genes
que codifican para las subunidades mcgpa5, mcgpa7 6 mcgpall (Ga), podrian
formar un complejo heterotrimérico con mcgpbl (GB) y mcgpg2 (Gy) debido a que
muestran patrones y niveles de transcrito similares en crecimiento levaduriforme.
De igual manera, las subunidades mcgpb3 y mcgpg3 presentan patrones de
niveles de transcrito similares durante todas las condiciones ensayadas del
proceso dimérfico, lo que sugiere que podrian formar un dimero. Para el caso del
crecimiento en presencia de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, se
detectaron menores niveles de expresion de los distintos genes analizados en la
mayoria de los casos al usar medios minimos con fuentes de carbono no
fermentable y nitrégeno inorganico, con respecto al medio minimo con fuentes de
carbono fermentable y nitrdgeno organico. Los datos obtenidos sugieren que el
gen mcgpa8 podria participar en la respuesta a nitrdgeno ya que sus nhiveles de
transcrito se ven disminuidos mas de diez veces en crecimiento levaduriforme en
fuente de nitrogeno inorganica respecto a fuente de nitrogeno organica. Por su
parte, el Unico gen que tiene mayores niveles de transcrito en crecimiento en
fuente de carbono no fermentable respecto a glucosa es mcgpb3 durante
crecimiento levaduriforme, sugiriendo esto una posible importancia en la respuesta

a fuente de carbono en dicho estadio morfolégico.
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|. INTRODUCCION
1.1 Generalidades de los hongos

Los hongos son componentes indispensables de los ecosistemas, son organismos
eucariontes heterétrofos que contribuyen de manera importante a la conservacion
del ciclo del carbono ya que son los degradadores de materia organica por
excelencia (Bennet y col., 2002). En algunos casos, los hongos se encuentran
asociados a las raices de las plantas formando micorrizas, representando éstas un
mecanismo de captura de nutrientes muy importante para las plantas. De hecho,
los hongos han sido encontrados como simbiontes en todas las plantas estudiadas
en ecosistemas naturales (Singh y col., 2011).

Estructuralmente presentan pared celular compuesta de polisacaridos y proteinas
estructurales, de los cuales los principales polisacaridos son glucana, quitina y
quitosana (Xie y Lipke, 2010). La membrana celular contiene ergosterol no

encontrado en los demas eucariontes (Mille-Lindblom y col., 2004).

Los hongos pueden existir entre un estado haploide, en el cual cada célula tiene
una sola copia de su material genético o en estado diploide con dos copias del

material genético.

El tamafio del genoma de los hongos oscila entre 10 y 45 millones de pares de
bases de DNA (Maheshwari, 2005). Comparativamente el genoma del humano
tiene 3000 millones de pares de bases (Walbot y Petrov, 2001), y el de la bacteria

Escherichia coli 4.6 millones de pares de bases (Blattner y col., 1997).

Estos organismos se desarrollan adoptando distintas morfologias celulares:
levadura como es el caso de Saccharomyces cerevisiae, estructura filamentosa
como Neurospora crassa, e incluso pueden producir cuerpos fructiferos como en

Ustilago maydis (Papagianni 2003; Cain y col., 2012).



1.1.1 Criterios de clasificacion

De acuerdo a la relacidon que guardan con otros organismos, se clasifican como
saprofitos (obtienen sus nutrientes de organismos muertos), simbiontes (viviendo
en cooperativismo con otros organismos) o parasitos (viven de otros organismos
sin cooperativismo) (Baron, 1996), pudiendo combinar dichas interacciones en

respuesta a ciertas variaciones ambientales (Redman y col., 2001).

Los hongos se reproducen mediante la generacion de esporas, las que pueden ser
generadas sexual o asexualmente. Las estructuras de donde provienen estas
esporas es un criterio de clasificacion de los hongos, de tal forma que, si
provienen de un saco llamado asco se les llama ascomicetos, si vienen de un
basidio son basidiomicetos, 0 zigomicetos para una estructura denominada

esporangio (Sharma, 2005).

Actualmente, la clasificacion mas aceptada para los hongos proviene del uso de
técnicas moleculares tales como la comparacion de la secuencia de un gen
altamente conservado entre las especies, como el caso del RNA ribosomal 18S,
gue se encuentra en la subunidad pequefia de los ribosomas. En base a esta
ultima clasificacion, el reino Fungi se dividié en ocho Phyla distintos: Ascomycota,
Basidiomycota, Glomales, Zygomycota, Blastocladiales, Monoblepharidales,

Chytridiomycota y Microsporidia (Mueller y col., 2004).
1.1.2 Phylum Zygomycota

Los miembros del Phylum Zygomycota han sido considerados como un linaje
primitivo del reino Fungi (Tanabe y col., 2005), esto por la carencia de estructuras
fructiferas complejas y la mayoria de los representantes tienen hifas cenociticas

(sin septos) durante todo o parte de su ciclo de vida.

Por pertenecer a un linaje basal, son utilizados como modelo de estudio para
estudiar la evoluciéon fangica (Ma y col., 2009). Los zigomicetos son una clase
ecologicamente diversa de hongos, incluyendo saprofitos, patégenos de plantas,
animales (incluyendo el humano) y otros hongos. EI Phylum Zygomycota esta



dividido en dos clases: Zygomycetes y Trichomycetes; y a su vez existen nueve
ordenes en este Phylum: Asellariales, Dimargariales, Endogonales,
Entomophtorales, Harperalles, Kickxellales, Mortieralles, Mucorales y Zoopagales
(White y col., 2006). Del orden Mucorales se encuentran géneros como Mucor,
Phycomyces, Rhizopus y Rhizomucor. Existen zigomicetos dimorficos como es el
caso de Rhizopus oryzae (Karmakar y col.,, 2012) y Mucor circinelloides o
monomaorficos como es el caso de Phycomyces blakesleeanus (Irdum y col.,
2006). Los zigomicetos tienen importancia industrial, tal es el caso de Rhizopus
oryzae empleado en la fermentacion de muchos alimentos de la comida asiatica
como el tempeh (Nout y Rombouts, 1990), también es productor de acidos
organicos, etanol (Thongchul y col., 2010) y enzimas hidroliticas (Takahashi y col,
1978). No obstante varios zigomicetos como son R. oryzae y Rhizomucor pusillus
son patégenos para humanos y causan la infeccion conocida como zigomicosis
(Battaglia y col., 2011). La mucormicosis es una infeccion causada por los
zigomicetos pertenecientes a los géneros: Absidia, Mucor y Rhizomucor. Es una
infeccion poco frecuente que se suele desarrollar en pacientes inmunodeprimidos.
Se han descrito varias formas de mucormicosis: rinocerebral, pulmonar,
gastrointestinal, mucocutdnea y diseminada. La forma rinocerebral es la mas
frecuente y suele asociarse a pacientes diabéticos descompensados o con

enfermedades hematoldgicas (Zaballos y col., 2003).
1.2 Mucor circinelloides
1.2.1 Generalidades

M. circinelloides es un zigomiceto dimérfico (Libbehiisen y col., 2003). Es un
modelo de estudio en la regulacion de diferenciacion celular, respuestas celulares
a la luz (Murcia-Flores y col., 2007). Se considera como un patdégeno emergente
en pacientes inmunodeprimidos (Bastidas y col., 2012), se le ha asociado también
a la contaminacion de frutos como el noni (Nishijima y col., 2011); ademas
recientemente se le considera como posible fuente de acidos grasos para la
obtencion de fuentes de energia renovables como el biodiesel (Xia y col., 2011).

Su metabolismo fermentativo ha sido investigado a la par de la obtencion de



etanol, ademas de que se ha evaluado el rendimiento de esta produccion

modificando condiciones de crecimiento (Wikandariy col., 2012).

El evento diferenciativo mas estudiado en M. circinelloides es el dimorfismo
(Lubbehiisen y col., 2003). No obstante M. circinelloides presenta otros eventos
diferenciativos, como la sintesis de carotenos, inducida por la presencia de luz
(Murcia-Flores y col., 2008), generando colonias con tonalidad amarillenta a
diferencia de colonias crecidas en obscuridad que son albinas. Ademas el
desarrollo de estructuras reproductivas y la esporulacién igualmente se ven

acelerados por la presencia de luz.

M. circinelloides ha sido estudiado como huésped heterdlogo para la produccion
de enzimas importantes de caracter industrial, como el efecto del dimorfismo en el
proceso de produccion y actividad enzimatica de glucosa oxidasa. Encontrandose
una mayor produccion de esta enzima durante la morfologia levaduriforme
(Bredenkamp y col., 2010).

El genoma de este organismo ha sido secuenciado recientemente y esta
disponible en la red (http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html). El
material gendmico de este organismo esta distribuido en 9 cromosomas
tratdndose de 11,719 genes en 36.6 millones pares de bases (Mb)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/2804). Se trata de un tamafio de genoma

similar en comparacion con otros hongos, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae
tiene 12 Mb (Kruglyak y col., 2000), Aspergillus nidulans con 30 Mb (David y col.,
2008), en el basidiomiceto Ustilago maydis 20 Mb (Kamper y col., 2006), y en los
zigomicetos R. oryzae con 45.3 Mb (Ma y col., 2009), P. blakesleeanus con 30
Mb (Corrochano y Ruiz-Albert, 2004).

1.2.2 Transiciones morfoldgicas en M. circinelloides

Algunas especies del género Mucor son capaces de generar tres tipos esporas: 1)
zigosporas productos de la recombinacién genética, 2) las esporangiosporas
sirven como mecanismo de dispersibn y 3) las artrosporas aseguran la

supervivencia bajo condiciones de crecimiento adversas (Orlowski, 1991). La


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/2804

reproduccion sexual sucede cuando hay fusion de hifas de origen homotalico o

heterotalico y conduce finalmente a la formacion de zigosporas.

La zigospora permanece en reposo durante muchas semanas 0 meses antes de
germinar y producir una estructura alargada conocida como esporangioforo que
presenta un cuerpo esférico en la punta conocida como esporangio del cual se
desprenden las esporangiosporas. Las esporangiosporas son elipsoidales y
aunqgue derivan exclusivamente del habitat miceliar del género Mucor son capaces
de desarrollar hacia la morfologia levaduriforme o miceliar dependiendo de la
disponibilidad de oxigeno y la fuente de Carbono (Lubbehisen y col., 2003). Si las
esporangiosporas se crecen en anaerobiosis se favorece el crecimiento isotrépico
(levadura), mientras que en aerobiosis M. circinelloides su crecimiento es
polarizado (filamentos) (Figura 1). Ademés del ambiente gaseoso, el crecimiento
levaduriforme en el caso de M. rouxii requiere que una fuente de carbono
fermentable (Bartnicki-Garcia, 1968).

Los crecimientos filamentosos y levaduriformes de M. circinelloides no son
terminales y puede haber conversion de levadura a micelio o de micelio a
levadura, esto modificando las condiciones de crecimiento (Mcintyre y col., 2002).
Las hifas del género Mucor son multinucleadas y cenociticas, es decir no
presentan septos (divisiones). Por otro lado, las levaduras son, esféricas y

multinucleadas (Ocampo y col., 2012).

La artrospora es la estructura menos estudiada y entendida del género Mucor, y
se ha propuesto su funcionalidad como un mecanismo de supervivencia ya que se
forma al fin del crecimiento logaritmico o bajo condiciones nutricionales
desfavorables (Orlowski, 1991).
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Figura 1. Ciclo de vida de M. circinelloides en cultivo liquido. Las esporangiosporas
son capaces de desarrollar levaduras o micelio dependiendo de las condiciones
ambientales. Cultivos maduros de micelio pueden conducir a la formacién de artrosporas
gue son capaces de desarrollar levaduras o micelio dependiendo de las condiciones de
crecimiento. Intercambios entre las morfologias de levadura y micelio son posibles
modificando las condiciones atmosféricas. El cambio de condiciones aérobicas a
anaerdbicas conduce a que el micelio produzca levaduras, el cambio de anaerobiosis a
aerobiosis conduce a la formacién de micelio a partir de levaduras. Modificada de
Orlowski, 1991.

1.2.3 Genes involucrados en la diferenciacibn morfoldégica en
M. circinelloides

Se ha comprobado la participacion de diversos genes cuyos productos participan
en el dimorfismo de M. circinelloides, como es el caso de la proteina cinasa A
(PKA) la cual es activada por el AMPc, que fosforila sustratos proteicos
especificos en residuos de serina y treonina. La PKA consiste en dos subunidades

regulatorias (PKAR) que se unen e inhiben la actividad de dos subunidades



cataliticas (PKAC). La unién del AMPc a las cadenas PKAR resulta en la liberacion
de las subunidades PKAC y se desencadena la cascada de fosforilacion que
resulta en cambios en la morfogénesis y en el dimorfismo (Wolff y col., 2002). La
participacion de PKA en el crecimiento polarizado ha sido evidenciada usando
analogos de AMPc como N®-monobutiri-AMPc, N°-benzoil-AMPc (Sorol y col.,
2000). Estos anéalogos imitan la actividad del AMPc y resulta en crecimiento
levaduriforme en condiciones aérobicas. La regulacion conferida por el AMPc es
muy importante, ya que al remover los analogos hay una transicion morfolégica
inmediata de crecimiento isotropico a filamentoso (Wolff y col., 2002; Ocampo y
col., 2009).

La enzima CrgA es una proteina con dominios tipo dedos de zinc, la cual participa
en la via de la ubiquitinacion; esta proteina tiene asociada una actividad de E3
ubiquitina ligasa, la cual cataliza el dltimo paso de la ubiquitinacién y dirige al
sustrato hacia el proteosoma. CrgA reprime la carotenogenésis (Navarro y col.,
2000) y regula positivamente la esporulacion (Lorca-Pascual y col., 2004, Nicolas
y col., 2008) y el crecimiento vegetativo en M. circinelloides (Quiles-Rosillo y col.,
2003).

Por otra parte, mutantes nulas de la O-fucolsiltransferasa CigA, cuya funcion
enzimatica es la de transferir una D-fucosa proveniente de GDP-fucosa a un
sustrato aceptor, muestra alteracion en el crecimiento vegetativo (Quiles-Rosillo y
col., 2003). Por otra parte, los niveles de transcrito del gen mcchsl, que codifica a
un miembro de la familia de sintasas de quitina, se acumula principalmente en la

morfologia miceliar (L6pez-Matas y col., 2000).

Un patron similar fue detectado para los niveles de los transcritos de mrasl y
mras3, que codifican proteinas G monoméricas del tipo RAS (Roze y col., 1999);
en este mismo trabajo, a diferencia de mrasl, niveles altos del transcrito mras3

fueron detectados durante la esporulacion.

En M. circinelloides Se detectaron mayores niveles de las proteinas G

monomeéricas Rholp y Rho3p en el crecimiento polarizado (De la Cruz y col.,



2007). Los niveles de transcrito de la subunidad mcgpa3, la cual codifica para una
subunidad Ga de proteinas G heterotriméricas, fueron evaluados en esporas y en
crecimiento vegetativo, encontrandose en esporas los niveles mas altos de

transcrito (Meza-Carmen y col., 2006).

1.3 Transduccioén de sefiales

Todos los organismos vivos debemos ser capaces de responder efectivamente a
los estimulos ambientales; esta capacidad es una caracteristica clasica de los
seres Vivos, se trata de la habilidad de un organismo o de una parte del mismo
para identificar un cambio negativo o positivo en el medio ambiente y poder
reaccionar a éste. La transduccion de sefiales es la transferencia de informacion
desde un ambiente externo hacia el interior de la célula requiriendo un
componente sensor o “receptor” para detectar la senal, un componente
“amplificador”, que aumenta la intensidad de la sefial intracelularmente regulando
los niveles de segundos mensajeros y un componente “transductor” que realiza la
labor de convertir la sefial detectada por el receptor a una forma que pueda ser
entendida y convertida a respuesta por el amplificador. Existen ciertas sefales
gue pueden ingresar a la célula (aquellas moléculas lipofilicas, como las vitaminas
Ay Dy la hormona tiroidea) y deben ser transferidas a través de la membrana
celular hacia el interior de la célula donde su efecto biologico afecta la expresion a
nivel transcripcional o traduccional (Brivanlou y Darnell, 2002). La diversidad de
los estimulos externos, incluye sefiales acusticas, cambios de temperatura,

nutrientes, luz, hormonas, entre otros factores (Krauss, 2003).

1.3.1 Receptores involucrados en transduccion de sefales

El primer componente partipante en la transduccion de sefiales son los receptores

gue reconocen sefales de diversos tipos, entre los cuales destacan:



-Receptores que tienen actividad enzimatica intrinseca. Receptores de este
tipo incluyen aquellos que tienen actividad de tirosin-cinasa (por ejemplo
receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas, de la insulina, del
factor de crecimiento epidermal o el factor de crecimiento de fibrobastos), tirosin-
fosfatasas (por ejemplo proteina DC45 de células T y macréfagos), guanilato
ciclasas (por ejemplo receptores de natriuretico péptido) y serin-treonina cinasas
(por ejemplo receptores de activina y factor de crecimiento transformante-3)
(Koretzky, y col., 1990)). Un ejemplo de este tipo de receptores en hongos es el
receptor de oxido nitrico (NO), receptor con actividad de gualinato ciclasa en S.
cerevisiae (Eckstein y Schlobohm, 1997).

-Receptores intracelulares. Se hallan intracelularmente y cuando hay union de
ligando migran al nacleo donde el complejo ligando-receptor directamente afecta
la transcripcidbn génica. Dado que esta clase de receptores es intracelular y
funciona en el nucleo como factores de transcripcion, comiunmente se les llama
receptores nucleares. Receptores de esta clase incluyen a la gran familia de
receptores de esteroides y hormona tiroidea. Los receptores de esta clase tienen
un motivo de union a ligando, un dominio de unién a DNA y un dominio activador
transcripcional (Steinman, 2010). En hongos se sabe que la enzima PDR1
reconoce al antifingico cicloheximida en S. cerevisiae, como respuesta se activa
una via que confiere resistencia a este farmaco mediante la regulacion de la
expresion de genes que codifican transportadores de farmacos como PDR5 (Naar
y Thakur, 2009; Balzi y col., 1994; Gao y col., 2004.).

-Receptores acoplados a proteinas G. (Se denominan GPCRs por sus siglas en
inglés, G-Protein Coupled Receptors). Son receptores de siete pasos
transmembranales conectados por tres asas intracelulares y tres asas
extracelulares, con un extremo amino extracelular y un extremo carboxilo
intracelular. Es un grupo muy numeroso de receptores, que en humanos se trata
del grupo mas amplio de receptores membranales), el genoma humano codifica al
menos 791 GPCRs.
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Ejemplos de esta clase de receptores son: los receptores adrenérgicos, receptores
olfatorios, y algunos receptores de hormonas: glucagén, angiotensina, vasopresina
y bradiquinina (Huang y Tesmer, 2011). Se hallan presentes en todos los
eucariontes, desde hongos hasta mamiferos. Un ejemplo de este tipo de
receptores en hongos es el receptor para detectar feromonas denominado Ste2p
en S. cerevisiae (David y col., 1997). Los receptores acoplados a proteinas G,

transmiten la sefial detectada a las proteinas G heterotriméricas.

1.3.2 Proteinas G

Las proteinas G reciben su nombre porque unen e hidrolizan nucleétidos de
guanina (McCudden y col., 2005). Existen dos familias generales de proteinas G:
monomericas y heterotriméricas ambas involucradas en diversas funciones

celulares.

Dentro de las proteinas G monoméricas existen las familias Ras, Rho, Ran, Rab y
Arf (Takai y col., 2001). La familia Ras ha sido asociada a procesos de
oncogénesis (Repasky y col., 2004), la familia Rho involucrada en la regulacion de
la organizacion de actina, del ciclo celular y de la expresion celular (Etienne-
Manneville y Hall, 2002), la familia Ran participa en el transporte
nucleocitoplasmico de RNA y proteinas (Weis, 2003), la familia Rab cumple la
funcion de regular el transporte vesicular y el trafico de proteinas entre diferentes
organelos de las rutas endociticas y exociticas (Zerial y McBride, 2001), la familia

Arf esta involucrada en la regulacion del trafico vesicular (Nielsen y col., 2008).

La otra gran familia de las proteinas G estd compuesta por las proteinas G
heterotriméricas.

1.3.2.1 Proteinas G heterotriméricas

Sirven a modo de intermediario entre el receptor localizado en la membrana

plasmatica y los efectores intracelulares, son el componente transductor de
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sefales. Estructuralmente estan compuestas de tres proteinas distintas: una
subunidad Ga, una subunidad G y una subunidad Gy (McCudden y col., 2005).

La subunidad Ga une el nucledtido GDP o GTP, determinando el estado de
inactivacion o activacion del complejo, respectivamente. La subunidad Ga muestra
homologia con las subunidades G pequeiias, debido a que ambas tienen actividad
de GTPasa y comparten los dominios que cumplen dichas funciones, sin embargo
la diferencia con estas ultimas radica en, que la subunidad Ga es mas grande, por
lo regular entre (35-45 kDa) en comparacion con las subunidades G pequefas
(20-25 kDa). Ademas, las subunidades G pequefias carecen de los residuos
necesarios para la interaccion con la subunidad GB (Takai y col., 2001). En cuanto
a las subunidades GB y Gy, éstas forman un dimero muy estable que en

condiciones fisiolégicas no se disocia (Schwindinger y Robishaw, 2001).

El mecanismo candnico de estucturacion en la célula del heterotrimero indica dos

conformaciones:

-Heterotrimero asociado. Se trata de la conformacion cuaternaria que adopta el
heterotrimero donde la subunidad Ga esta asociada a las subunidades GB y Gy;
estas Ultimas subunidades son adyacentes entre si. La subunidad Ga tiene unido
GDP en esta conformacion. Ademas, el heterotrimero esta anclado en la
membrana plasmatica mediante las subunidades Ga, y Gy, las cuales son
susceptibles de presentar modificaciones postraduccionales (miristoilaciéon para
Ga y farnesilacion o geranil-geranilacion para Gy) favoreciendo la interaccién con
la membrana celular. La subunidad Ga ademas tiene contacto con el receptor,
funcionalmente se describe a este heterotrimero como inactivo (Tesmer, 2010)
(Figura 2).

-Heterotrimero disociado. Cuando ocurre el reconocimiento de una sefal
extracelular por medio del receptor, se promueve el intercambio del GDP por GTP
en la subunidad Ga. Conduciendo a un cambio conformacional de la subunidad
Ga, alterando la interaccion con el dimeroGB y produciendo finalmente una

disociacion del trimero. Las unidades de sefalizacion, correspondientes a la

12



subunidad Ga-GTP y el dimero GBy, se encuentran separadas, esta conformacion
se conoce como activa, ya que cada una de las unidades de sefializacion pueden
interactuar con distintos efectores generando diversas respuestas fisiologicas
(Tesmer, 2010) (Figura 2).

Las complejos de sefializacion de las proteinas G heterotriméricas activadas
pasan la sefial a moléculas efectoras que tienen actividad enzimatica como la
adelinato ciclasa (Levitzki y Bar-Sinai, 1991), fosfolipasas (Smrcka y col., 2012),
fosfodiesterasas especificas de GMPc (Artemeyev y col., 1992) o canales iGnicos
como: canales de K*, Ca?* o CI' (Zhang, 2011).

La activacion de estas proteinas efectoras conduce a cambios en la concentracion
de segundos mensajeros, como el AMPc, GMPc, diacilglicerol o inositol trifosfato,
Ca®', etre otras, los cuales desencadenan reacciones fisiolégicas especificas
(Neer, 1994).

Por ejemplo, la ADP- ribosilacion de una subunidad Ga de las células del epitelio
intestinal por la toxina de coélera conduce a la activacion permanente de la
subunidad Ga, lo que a su vez activa permanentemente a la proteina cinasa A
(PKA), generando la apertura de un canal de cloro e inhibiendo la absorcion de
sodio por el intercambiador Na‘'-H", debido a la fosforilacén del canal y del
intercambiador Na'-H*. El resultado neto de la fosforilacion es una pérdida
excesiva de NaCl y de grandes cantidades de agua en el intestino (Berg y col.,
2002).

1.3.2.2 Regulacién de la actividad de las proteinas G

El estado de actividad de las proteinas G es regulado por las tasas de intercambio
de GDP por GTP y por la velocidad de hidrolisis del GTP a GDP. El primer
proceso es catalizado por factores de intercambio de nucleodtidos de guanina
(GEF, por sus siglas en inglés, Guanine Exchange Factors). Se ha propuesto a los
receptores GPCRs como una proteina tipo GEF cuando ocurre la union del

ligando y la activacién correspondiente del receptor (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de activacion e inactivacion de las proteinas G heterotriméricas.
Inicialmente el heterotrimero completo se halla anclado en la membrana mediante
contacto directo con la membrana de las subunidades Ga y Gy. La subunidad Ga es la
que tiene contacto con el receptor. En esta condiciéon la subunidad Ga tiene unido GDP
(Ga -GDP) y el heterotrimero se encuentra inactivo. Al haber un reconocimiento del
ligando por parte del receptor, este sufre un cambio conformacional que provoca que la
subunidad Go-GDP intercambie el GDP por GTP, de esta manera se separa el
heterotrimero en la subunidad Ga-GTP y el dimero GBy y se consideran activos ya que
pueden interactuar con distintos efectores. El ciclo se completa cuando el GTP de la
subunidad Ga-GTP es hidrolizado a GDP vy el heterotrimero se vuelve a asociar, para lo
cual se requiere de la participacion de una proteina reguladora de la sefializacion
denominada (RGS, por sus siglas en inglés Regulator of G-Protein Signaling).
Modificado de Milligan y Kostenis, 2006.
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Sin embargo, exiten ejemplos de proteinas tipo GEF que no son receptores
GPRC, como es el caso de Ric8 en el hongo filamentoso en Neurospora crassa.
Mutantes carentes de este gen, muestran afectaciones en los niveles de AMPc,
dichos niveles son regulados por subunidades Ga en este organismo, lo cual
conduce finalemente a una disminucién en el crecimiento vegetativo, desarrollo

sexual y asexual (Wright y col., 2011).

La hidrélisis de las proteinas G es regulada por una familia de proteinas
denominadas proteinas activadoras de GTPasa (GAP, por sus siglas en inglés,
GTPase-Accelerating Protein) como es el caso de la enzima SSt2 de S. cerevisiae
la cual se une a Gpalp y es un regulador negativo directo de esta subunidad. De
esta manera, las proteinas GEFs y GAPs son reguladoras de la sefializacion por
proteinas G y se denominan por sus siglas en inglés RGSs .

1.3.2.3 Mecanismos nho canoOnicos de asociacion de las proteinas G

heterotriméricas

Se ha establecido recientemente que las proteinas G heterotrimericas realizan
funciones no canodnicas, debido a la interaccién con nuevos efectores, activacion
independientemente de receptores y la localizacién celular diferente a la

membrana plasmatica.

Las subunidades de proteinas G heterotrimericas pueden traslocarse
reversiblemente de la membrana plasmatica a endomembranas, como son
aparato de Golgi, endosomas, nucleo (Marrari y col., 2007). Mediante un ensayo
de coinmunoprecipitacion Kino y col., 2005, mostraron que en células HelLa la
subunidad G, migra en conjunto con el receptor de glucocorticoides (GR, por sus
siglas en inglés Glucocorticoid Receptor,) al nicleo y a su vez suprime la

activacion inducida por el GR de los genes de respuesta a glucocorticoides.

La deteccién de glucosa en Saccharomyces cerevisiae es un mecanismo no
canbénico ya que se ha demostrado la participacion del receptor Gprl y la
subunidad Ga, Gpa2p. No ha sido comprobada la participacion de las

subunidades Stedp (GB) ni Stel8p (Gy) presentes en este organismo. La
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informacion disponible hasta el momento indica que la subunidad Gpa2p (Ga) en
estas condiciones funciona sin la participacion de las subunidades GB ni Gy.
Ademas, las subunidades Gpa2p y Ste4p no interactian entre si lo cual refuerza

la teoria de que no forman un parte de un heterotrimero (Versele y col., 2001).

Se ha comprobado de igual manera, que las subunidades Ga, GB y Gy en S.
cerevisiae (Gpa2p, Stedp y Stel8p, respectivamente) pueden estar en una
configuracion acitvada a niveles normalmente vistos solo en presencia de ligando,
de manera espontanea en ausencia de receptor, esto sucede cuando el
componente sst2, el cual codifica para un elemento RGS (Siekhaus y Dubrin,
2005) es mutado. De igual manera, se ha reportado la existencia de proteinas
activadoras de sefalizacion de proteinas G, independientes de receptor AGS (por
sus siglas en inglés: receptor-independent activators of G-protein signaling), las
cuales interactian y activan a Ga o Gy de manera especifica (Blumer y col.,
2005). Por ejemplo, en mamiferos, AGS1 incrementa el intercambio de GTP en la
subunidades Ga; y Ga, actuando como un GEF, en la ausencia del receptor
(Cismowski y col., 1999).

1.4 Proteinas G heterotriméricas en hongos

La primera subunidad de proteinas G heterotriméricas descubierta en hongos fue
una subunidad Ga (Gpa1p) de S. cerevisiae, la cual fue identificada mediante un
ensayo de hibridacién tipo Southern Blot usando como sonda cDNA de la
subunidad Ga; de M. musculus (Nakafuku y col., 1987). De igual manera las
primeras subunidades G (Stedp) y Gy (Stel8p) fungicas fueron descubiertas en
S. cerevisiae (Whiteway y col., 1989). Desde ese entonces ha habido mucho
interés en el estudio de las subunidades Ga, GB y Gy de hongos debido a que se
han identificado subunidades homologas a las de mamifero, la primera de ellas
caracterizada funcionalmente fue Gna-1 (Ga) de Neurospora crassa que tiene un

55% de identidad respecto a Gaj; de M. musculus (Turner y Borkovich, 1993).
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1.4.1 Evolucion de las subunidades de proteinas G heterotriméricas fungicas

Los analisis evolutivos de las subunidades Ga realizados hasta el momento en
hongos indican que estas subunidades tienen una distribucion en cuatro grupos
principales, clasificacion derivada de la funcionalidad de las subunidades Ga de
mamifero (Bolker, 1998).

El grupo | se relaciona con las subunidades Ga; que inhiben la actividad de la
adelinato ciclasa, el grupo Ill con las subunidades Gas que estimulan la actividad
de la adelinato ciclasa, el grupo Il y el grupo IV no han sido asociados a
subunidades de mamiferos (Bolker, 1998; Liy col., 2007).

Por otra parte, hasta la fecha no se han realizado andlisis de clasificacion de las
subunidades G y Gy de hongos. Sin embargo, se ha propuesto la clasificacion de
dichas subunidades en otros eucariontes como metazoarios en donde las
subunidades GB se dividen en 5 grupos, y las subunidades Gy en 13 grupos,
obedeciendo a porcentajes de identidad entre las mismas (Prasobh y Manoj,
20009).

1.4.2 Numero de subunidades Ga, G, y Gy en hongos.

El nimero de subunidades Ga, GB y Gy reportadas hongos es de
cuatrosubunidades Ga, una subunidad G y una subunidad Gy (Li y col., 2007)
(Tabla 1).

La comparacion del namero de subunidades Ga, GB y Gy en organismos
eucarioticos indica que las plantas presentan el repertorio mas limitado, mientras
gue los animales presentan un niumero mayor de subunidades que hongos (Tabla
1)
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Tabla 1. Numero de subunidades de proteinas G heterotriméricas en eucariontes

Numero de Tamafio
Organismo Phylum subunidades genoma Referencia
Ga | GB | Gy (Mb)/Genes
Neurospora crassa Hongo Ascomycota 3 1 1 42.9/10,620 B(Lf’Ly()S\:i(:)ft?,vgo%5
Saccharomyces cerevisiae Hongo Ascomycota 2 1 1 12/ 5,885 Kiblery col., 1997.
Schizosaccharomyces pombe Hongo Ascomycota 2 1 1 12.5/6,991 Ivey y col., 2010.
Aspergillus nidulans Hongo Ascomycota 3 1 1 31/10,982 Yu, 2006.
Kluyveromyces lactis Hongo Ascomycota 2 1 1 10.9/5,412 OImos-N;alf(;ro y col,
Trichoderma reesei Hongo Ascomycota 3 1 1 33.4/9,120 Schmoll y col., 2009.
Tischy col., 2011.
Cryptococcus neoformans Hongo Basidiomycota 3 1 2 20/6,572 Liy col., 2007.
Ustilago maydis Hongo Basidiomycota | 4 | 1 | 1 20/7,000 Rege”fl‘ggjlr y col,
Homo sapiens Mamifero Chordata 21 6 12 3,234.8/39,972 OIdha;no%Sl-.lamm,
Drosophila melanogaster Invertebrado Arthropoda 11 3 2 165/13,600 Ishimoto y col., 2005.
Caenorhabditis elegans Nematodo Nematoda 21 2 2 97/19,000 Bastiagioycl)g/.lendel,
Arabidopsis thaliana Planta Magnoliophyta | 1 1 3 119.6/33,583 Thung y col., 2012.
Oryza sativa Planta Magnoliophyta | 1 2 382.7/30,534 Yg%z\i’;%'(')’lf%zlé

1.4.3 Funciones de las subunidades Ga, G y Gy en hongos.

La funcionalidad bioldgica reportada para subunidades Ga, GB y Gy en hongos es

bastante diversa. Entre las funciones reportadas se encuentran: morfogénesis,

patogénesis, reproduccién y/o deteccidon de nutrientes.

Morfogénesis: En el 2002, Sanchez-Martinez y Pérez-Martin determinaron que el

gen gpa2 de C. albicans, el cual codifica para una subunidad Ga del grupo lll, es

indispensable para la transicion morfologica levadura-micelio. Cuando el gen gpa2

fue deletado, C. albicans no realiz6 la transicion morfologica aun tras someterse a

estimulos ambientales que promueven dicho cambio. La expresion del alelo

GPA2%%% el cual es un alelo constitutivamente inactivo, resultd incapaz de
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separarse del dimero By, finalmente esta mutante no forma micelio en las

condiciones ensayadas.

Ademas, se pudo asociar a Gpa2 a la ruta de sefializacion de las MAP cinasas
(MAPK) ya que al sobreexpresar al gen que codifica para la MAPK denominada

hst7 en mutantes Agpaz2, se revirtio el fenotipo de crecimiento filamentoso.

Patogénesis: Mukherjee y col., en 2004, determinaron en el hongo fitopatogeno
Trichoderma virens que la expresion del gen tgaA que codifica para una subunidad
Ga perteneciente al grupo | de la clasificacion de subunidades Ga fungicas, es
indispensable para parasitar a Sclerotium rolfsii. Esto fue determinado al verificar
la incapacidad de infectar a S. rolfsii por la cepa mutante en el gen tgaA deletado.

Mutantes en el gen gpal en el hongo basidiomiceto patégeno de humanos C.
neoformans, el cual codifica para una subunidad Ga perteneciente al grupo lll, es
incapaz de activar los mecanismos asociados a virulencia. Dichos mecanismos
son la sintesis de melanina y la produccion de la capsula antifagocitica en

respuesta a limitacion de hierro.

Se comprob6é que esa mutante de C. neoformans resultd siginificativamente

menos patdgena en un modelo de conejo para meningitis (Alspaugh y col., 1997).

Se determindque la subunidad Gpal de C. neoformans regula la actividad de la
enzima adelinato ciclasa, denominada Cacl, que regula los niveles de AMPc y
por ende activando la proteina cinasa dependiente de AMPc, Pkrl. Finalmente, el
factor de transcripcion Ste12a es activado por la proteina cinasa activada por
mitégeno Cpkl regulando la transcripciébn de genes asociados a reproduccion y

virulencia (D"Souza y col., 2001).

Reproduccién: Donzeau y Bandlow en 1999, demostraron que Gpa2p (una
subunidad Ga, perteneciente al grupo Ill) en S. cerevisiae, esta involucrada en la
esporulacion al interactuar con el dominio regulatorio de Ime2p, una proteina
esencial para la entrada a la meoisis y esporulacién. Ime2p es una serina treonina

cinasa encargada de fosforilar a varios complejos, entre ellos RPA (por sus siglas
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en inglés Replication protein A), el cual estd encargado de la estilibilizacion del

DNA de cadena sencilla durante replicacidon, recombinacion y reparacion).

La otra subunidad Ga de S. cerevisiae Gpalp también ha sido asociada a la
reproduccion. S. cerevisiae tiene dos tipos de sexo (“@” y “a"), que secretan una
feromona de naturaleza peptidica especifica para el sexo opuesto, el
reconocimiento de la feromona ocurre por receptores acoplados a proteinas G, el

receptor para la feromona “a” es Ste2p y para la feromona “a” es Ste3p (Kurjan,
1993).

Al haber reconocimiento de la feromona por los receptores Ste2p o Ste3p. El
heterotrimero compuesto por Gpalp, Sted4p y Stel8p se disocia y la subunidad
Stedp activa a la tirosina cinasa Ste20p que es una proteina clave en la regulacién
de la cascada de las MAPK integrada por Ste5p, Stellp, Ste7p que fosforila y
activa la cinasa Fus3, que fosforila al factor de transcripcion Stel12p.

Stel2p induce la transcripcion de genes necesarios para promover el adecuado
desarrollo del ciclo celular (Gustin y col., 1998). Finalmente, el reconocimiento de
la feromona reprime el crecimiento y favorece la reproduccion (Kallal y Kurjal,
1997; Versele, 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Ruta de sefalizaciéon por feromonas en S. cerevisiae. El heterotrimero
conformado por las subunidades Ga-GDP (Gpalp), GB (Ste4p) y Gy (Ste18p). Cuando el

receptor (Ste2p) reconoce a la feromona, la subunidad Ga sufre un cambio

Citosol

conformacional que provoca el intercambio de GDP por GTP y promoviendo la disociacién
del heterotriméro. La subunidad G activa a la tirosina cinasa Ste20p que es una proteina
reguladora de la cascada de las MAPK integrada por Stebp, Stellp, Ste7p, esta ultima
fosforila y activa a la cinasa Fus3, que a su vez fosforila al factor de transcripcion Stel2p
que favorece la expresion de genes que promueven la reproduccion y reprimen el

crecimiento. Modificada de Versele y col., 2001.

Detecciéon de nutrientes. Whelton y Hoffman en el 2000, determinaron que los
genes gpa2 y gits en S. pombe participan en la deteccion de glucosa. Estos genes
codifican a las subunidades Ga y G, respectivamente. Ambos productos de estos
genes son necesarios para activar a la enzima adelinato ciclasa (Git2), la cual
aumenta la concentraciéon de AMPc que a su vez activa la ruta de la PKA. Dicha
ruta, entre otras cosas, inactiva procesos asociados al crecimiento en condiciones
pobres de glucosa, como es la activacion de la transcripcion de fopl que codifica
a la enzima gluconeogénica fructosa-1,6 bifosfatasa. Fbpl es activada via la
MAPK activada por estrés (SAPK) durante el crecimiento en medio de cultivo con

bajas concentraciones de glucosa (Janoo y col., 2001).
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Tabla 2. Funciones de subunidades de proteinas G heterotriméricas en hongos

Tipo 'de Organismo Phylum Funcion en la que Referencia
subunidad participa
FadA (Ga) Regulador positivo del
Gruno | Aspergillus nidulans Ascomiceto | crecimiento y negativo de la Hicks y col., 1997.
P esporulacion
TgaA (Ga) Trichoderma virens Ascomiceto Indispensable para parasitar Mukherjee y col., 2004.
a S. rolfsii
Grupo |
- . Reconocimiento de Kallal y Kurjal, 1997;
Gpalp (Ga) Saccharomyces cerevisiae Ascomiceto feromonas Versele, 2001.
Grupo I
. . . Regula transicion Sanchez-Martinez y
Gg?lfpéclalclx) Candida albicans Ascomiceto morfolégica levadura-micelio Pérez-Martin, 2002.
Gna3 (Ga) Neurospora crassa Ascomiceto Regulamon_ n_egg,twa de la Kays y col., 2000.
conidiacion
Grupo Il
GpaZp (Ga) Saccharomyces cerevisiae Ascomiceto Regulacion nega.lt}va de la Donzeau y Bandlow, 1999.
esporulacién
Grupo Il
Gpaz (Ga) Schizosaccharomyces pombe | Ascomiceto Deteccion de glucosa Whelton y Holfman, 2000.
Grupo Il
glriésm Ustilago hordei Basidiomiceto Dimorfismo Lichter y Mills, 1997.
Gpal (Ga) Cryptococcus neoformans Basidiomiceto Reprod_ucmon y virulencia Tolkacheva y col., 1994.
ponla junto a las G alfas
Grupo Il
. . L Whelton y Holfman, 2000;
Git5 (GP) Schizosaccharomyces pombe | Ascomiceto Deteccion de glucosa Holfman y col., 1999.
Verticillium dahliae Ascomiceto Virulencia Tzimay col., 2012.
Vgb (GB) Y
Kluyveromyces lactis Ascomiceto Reproduccion Navarro-Olmos, 2010.
KigB (GB) yveromy P _
Gpb1l (GB) Cryptococcus neoformans Basidiomiceto Reproduccion. Li'y col., 2007.
Aspergillus nidulans Ascomiceto Crecimiento vegetativo Yu, 2006.
GpgA (Gy) berg rento ves
Gitll (Gy) | Schizosaccharomyces pombe | Ascomiceto Deteccion de gl_qcosa y Landry y col., 2001.
reproduccion
Gpgl (Gy) Cryptococcus neoformans Basidiomiceto Reproduccion Li'y col, 2007.
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2. ANTECEDENTES

Los niveles de transcrito de las subunidades Ga, GB y Gy de proteinas G
heterotriméricas han sido evaluados en diversos hongos y se han asociado a
diversas funciones como son deteccion de nutrientes, luz, feromonas vy

participacion en transiciones morfologicas, patogénesis.

Los participantes moleculares en el proceso dimorfico, como los involucrados en la
deteccion de nutrientes en M. circinelloides se conocen parcialmente, y no se ha
comprobado que sean fenomenos relacionados entre ellos mismos (Wolff y col.,
2002; Ocampo y col., 2012; Quiles-Rosillo y col., 2003; Lépez-Matas y col., 2000;
Roze y col., 1999).

Se han identificado solamente cuatro subunidades Ga en el zigomiceto Mucor
circinelloides. De los cuales se tienen la secuencias genémicas completas de
mcgpal y mcgpa3, y se encontraron las secuencias genOmicas parciales de
mcgpa2 y mcgpa4. Los niveles del transcrito gpa3 fueron evaluados mediante
ensayos de hibridacion tipo Northen Blot en esporas, micelio, levaduras y las
transiciones levadura-micelio y micelio-levadura en diferentes tiempos de
crecimiento, encontrdndose mayores niveles de expresidon en esporas respecto al
crecimiento vegetativo. El analisis evolutivo realizado para dos subunidades Ga
(McGpal y McGpa3) en Mucor circinelloides indica que pertenecen al grupo | de

subunidades Ga fungicas (Meza-Carmen y col., 2006).

3. JUSTIFICACION

Es escasa la informaciéon de los participantes moleculares en las vias de
deteccién de sefiales involucradas en el dimorfismo y deteccién de nutrientes de
M. circinelloides. La identificaciéon de las subunidades Ga, GB y Gy de M.
circinelloides y el analisis de expresiéon de estos genes durante el dimorfismo y en
la respuesta a la deteccion de fuentes de carbono y nitrdgeno, permitira establecer
la posible relevancia biolégica de dichas subunidades en estos procesos

bioldgicos.
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4. HIPOTESIS

Las subunidades de Ga, GB y Gy de proteinas G heterotriméricas de M.
circinelloides se expresan diferencialmente durante el proceso dimorfico y durante

el crecimiento en diferentes fuentes de carbono y nitrégeno.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Identificar y determinar la expresion de los genes que codifican proteinas G
heterotriméricas en M. circinelloides en el dimorfismo y respuesta a nutrientes.

5.2 Objetivos Particulares
A) Analizar in silico los genes que codifican las distintas subunidades Ga,
GB y Gy presentes en el genoma de M. circinelloides.
B) Realizar un andlisis filogenético de las subunidades Ga, GB, Gy de M.
circinelloides.
C) Validar un gen o conjunto de genes normalizadores para el andlisis de
expresion relativa en M. circinelloides.
D) Determinar la expresion de los genes que codifican las distintas
subunidades Ga, G, Gy en M. circinelloides en el dimorfismo.
E) Determinar la expresion de los genes que codifican las distintas
subunidades Ga, GB, Gy en M. circinelloides en respuesta a diferentes

fuentes de carbono y nitrogeno.
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La cepa de M. circinelloides R7B (ATCC 90680, cepa auxoétrofa a leucina derivada

de la cepa ATCC 1216b) (Roncero y col., 1989).
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7.2 Medios de cultivo
7.2.1 YPG (Glucosa, Peptona de Gelatina, Extracto de Levadura)

Cada litro de medio contenia 3 g de extracto de levadura (BD Bioxon), 10 g de
peptona de gelatina (BD Bioxon), 20 g de dextrosa (BD Bioxon) y 20 g de agar
bacteriolégico (BD Bioxon) en caso de medio solido, se ajusto el pH 4.5 (Bartnicki-
Garcia, 1968).

7.2.2 Medios minimos

Se emplearon tres medios de cultivo, suplementados con distintas fuentes de
carbono y nitrégeno, las proporciones por cada litro de medio se describen en la
Tabla 3.

Tabla 3. Composicién de los medios minimos

Medio Fuente de Carbono Fuente de Nitrégeno
A 20 g Glucosa (BD Bioxon) 10 g Peptona de Gelatina (BD Bioxon)
[M]=0.11 1.5 g N total
B 20 g Glucosa (BD Bioxon) 7.5g (NH4)»,SO,4 (Golden-Bell)
[M]=0.11 1.5g N total
c 10.2 g Glicerol (Golden-Bell) 10 g Peptona de Gelatina (BD Bioxon)
[M]=0.11 1.5 g N total

Ademas de lo indicado en la Tabla 3, cada litro de los medios A, B y C contaron
con 3.5 g de KH,PO, (Golden-Bell), 2.7 g de MgSO,4 (USB), 20 mg de L-Leucina

(SIGMA), 2 ml de solucién de vitaminas y 20 ml de solucion de elementos traza.

Cada litro de solucion de vitaminas contenia (1 mg de &cido nicotinico (SIGMA), 1
mg de tiamina (SIGMA), 200 mg acido p-aminobenzoico (SIGMA), 50 mg de d-
biotina (SIGMA), 25 mg m-inositol (SIGMA), 1 mg de piridoxina (SIGMA), y 1 mg
de pantotenato de calcio (SIGMA). Una solucion de elementos traza de 100 ml
contiene 5 g de ZnS0O,4-7H,O (USB), 5 g de &cido citrico-H,O (SIGMA), 1 g de
Fe(NH4)2(S0,4)-6H,0 (J.T. Baker), 0.25 g de CuSO4-5H,0 (J.T. Baker) , 0.05 g de
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HsBO3 (USB), 0.05 g de MnSO4-H,O (J.T. Baker) y 0.05 g de Na;MoO,4-2H,0
(USB) (Mclintyre y col., 2002).

7.3 Obtencién y conteo de esporas de M. circinelloides

Placas de Petri con medio YPG sdlido, se inocularon 50 esporas de M.
circinelloides y se mantuvieron a 28°C en presencia de luz durante 4 a 5 dias. Las
esporas fueron colectadas agregando 5 ml de H,O sobre las placas y raspando
cuidadosamente con un asa de plastico, luego, las esporas fueron aspiradas y
depositadas en un tubo de 50 ml. Las esporas fueron concentradas al centrifugar
a 5000xg por 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente fueron lavadas
con H,O destilada estéril y centrifugadas de la misma manera. Las esporas fueron
resuspendidas en 10 ml de H,O destilada estéril. El conteo se realizé en un
hematocitometro (PGC Scientific) usando el objetivo 40X de un microscopio 6ptico
ATC 2000 (Leika), depositando 15 ul en la parte superior y 15 ul en la inferior,
respectivamente. Se contaron las cuadriculas de los extremos y la del centro para
ambas celdas de la camara. Dicha cantidad fue multplicada por el factor de 25000
y el resultado obtenido expresa esporas por mililitro de la muestra. Las esporas
fueron conservadas a 4°C y empleadas en un maximo de siete dias después de su

obtencion.

7.4 Crecimiento aerdbico y anaerdbico de M. circinelloides

Para llevar a cabo los crecimientos aérobicos y anaerdbicos 500,000 esporas
fueron inoculadas por cada mililitro de medio de cultivo. En el caso de crecimiento
filamentoso los matraces se incubaron a 28°C, con agitacion constante de 200
rom, usando 20 ml de medio en matraces de 125 ml. Para el crecimiento
levaduriforme matraces Erlenmeyer de 125ml fueron llenados con medio casi
totalmente (aprox. 137ml), a los que se les coloco un tapon de corcho en la boca
de cada uno de los matraces, dichos tapones estuvieron atravesados con una
aguja que permitio la salida del CO, producido durante el metabolismo anaerobico,
dentro del matraz se colocd una barra magnética, el matraz se coloc6 sobre un

agitador magnético permitiendo una agitacion constante. Todo este sistema se le
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conoce como sistema “auto-anaerobico” (Salcedo-Hernandez y Ruiz Herrera,
1993).

7.5 Transiciones Levadura-Micelio y Micelio-Levadura de M. circinelloides

Los experimentos de transicion fueron realizados siguiendo las indicaciones de De
la Cruz y col.,, 2007. Para la transicion Levadura-Micelio, las esporas fueron
germinadas en condiciones auto anaerébicas en medio YPG y se mantuvieron por
10 horas en dichas condiciones para su posterior filtracion y estas fueron
depositadas en medio de cultivo fresco e incubadas en condiciones de crecimiento
aerdbicas de 3 a 6 horas. Por otra parte, en la transiciéon Micelio-Levadura las
esporas fueron germinadas en condiciones aerdbicas en medio YPG por 5 horas
antes de ser filtradas, cambiadas a medio fresco y posterior crecimiento en

anaerobiosis por 3 a 6 horas.
7.6 Cuantificacion del crecimiento

El crecimiento celular fue determinado midiendo biomasa total generada en medio
liqguido como peso seco. Las muestras bioldgicas de M. circinelloides (micelio o
levaduras) fueron colectadas en papel filtro previamente seco y pesado. Las
células fueron lavadas dos veces con agua destilada. El papel filtro conteniendo
las celulas fueron secados por 96 horas a 80°C. Después del secado y enfriado,
los filtros fueron pesados de nuevo para determinar el peso seco de las células,

hasta que este se mantuvo constante.

7.7 Determinacion de porcentajes de germinacion de M. circinelloides en
diferentes medios de cultivo

Con el objetivo de determinar los tiempos relevantes a ser estudiados en la
medicion de los niveles de transcrito se realizaron ensayos de germinacion
durante condiciones aerdbicas en diferentes medios; YPG (medio rico), y los tres
medios usados: medio A (Glucosa + Peptona de Gelatina), medio B (Glicerol +
Peptona de Gelatina), y medio C (Glucosa + (NH4),S0O,4) en diferentes tiempos de
crecimiento (3, 6, 12, 18 y 24 horas). Todos los ensayos fueron incubados a 28°C,

28



por triplicado. Se contaron al menos cien células para determinar el porcentaje de

células germinadas en cada medio de cultivo evaluado.
7.8 Andlisis de imagenes

Se empled un microscopio Optihot-2 (NIKON) y una camara Coolpix S10 (NIKON)
para campturar las imagenes correspondiente a las morfologias obtenidas a los

diferentes tiempo de crecimiento, fueron tomadas usando el objetivo 40X.
7.9 Extraccién y cuantificacion de RNA

La extraccion de RNA se realizé mediante el uso de columnas de silica (RNeasy
mini kit, QIAGEN). Muestras de distintos tiempos de crecimiento que incluyeron
micelio, levaduras, esporas o muestras de las transiciones morfolégicas de Mucor
circinelloides fueron filtradas a través de papel filtro whatmann (para el caso de
micelio) o membranas 0.45um Millipore (para las otras morfologias) y las muestras
fueron mantenidas a 4°C hasta su procesamiento, el cual se realizé posterior a la

filtracion de las células.

La lisis celular se realiz6 mediante rompimiento mecanico empleando perlas
magnéticas (Roche) con la adicion de B-mercaptoetanol como agente reductor e
isotiocianato de guanidina como agente desnaturalizante. Ambos compuestos se
emplean para inactivar ribonucleasas y para facilitar el rompimiento celular, el
rompimiento fue realizado en el lisador MagNA Lyser (Roche). Para realizar la
extraccidn se siguieron las instrucciones del fabricante (RNeasy mini kit, QIAGEN),

empleando la microcentrifuga 5417R (Eppendorf).

Todas las manipulaciones de muestras de RNA, como extraccion, diluciones,
tratamiento con DNAsa fueron realizadas en el ganibete de bioseguridad clase |l
Tipo A2 (Thermo  Scientific). Las muestras fueron cuantificadas
espectrofotométricamente (SmartSpec Plus Bio-Rad) a A=260nm y A=280nm,

dichas absorbancias indican la presencia de &acidos nucleicos y proteinas,

Aze60

respectivamente (Krebs y col., 2009). De manera que se evaluo la relacion .

280

una relacion 22 > 1.90 — 2.0 indica una calidad Optima de extraccion (Yamaguchi
280
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y col., 1992; Wilfinger y col., 1997). Las muestras de RNA total cuyo valor de

260

1 A 2 T
relacion o resulté menor a 1.8 fueron descartadas para analisis de RT-gPCR.
280

7.10 Tratamiento con DNAsa | de las muestras de RNA

A 1 ug total de RNA se le agreg6 1 ul (1U) de DNAsa | (DNAsa |, Invitrogen), 1 pl
de buffer de reaccion de DNAsa (200mM Tris-HCI pH 8.4, 20mM MgCl,, 500mM
KCI, Invitrogen). La muestra se incubd durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La DNAsa se inactivo al agregar 1 pl de EDTA 25 mM (Invitrogen) a la
muestra de RNA vy posterior incubacion a 65°C durante 10 minutos, para ello se
empled un incubador para microtubos de 2 ml (Eppendorf Thermomixer).

7.11 Electroforesis en gel de agarosa

Los geles de agarosa fueron preparados al 1-2% (p/v) con agarosa grado
molecular (BIO RAD) y buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA (1 mM). Se
agrego bromuro de etidio (0.075 pl/ml de gel). Se monto el gel y las muestras se
cargaron en una camara de electroforesis (BIO RAD) conectada a una fuente de
poder (PowerPac Basic, BIO RAD 300 V). Se emple6 un buffer de carga que tiene
glicerol (30% p/v), xilencianol (0.25% p/v) y azul de bromofenol (0.25% p/v) como
colorantes de referencia. EI marcador de tamafio molecular empleado fue el de 1
kb DNA Ladder Track-It (Invitrogen). Las condiciones de corrida fueron 90 V
durante 30 minutos. El registro de la imagen del gel se obtuvo mediante el empleo
de un fotodocumentador (Gel Doc XR+ Imager, Bio-Rad). Los geles para
corrimientos de RNA fueron llevados a cabo con material y reactivos esterilizados
dos veces. Mientras que las camaras, moldes para geles y peines fueron lavados
con solucion degradadora de ribonucleasa (RNase Zap, Ambion), para

posteriormente removerla con H,O destilada estéril.
7.12 Aislamiento y purificacion del DNA de geles de agarosa

Se empleo el sistema comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) de acuerdo

a las instrucciones del fabricante.
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7.13 Identificacion de las subunidades Ga, GB y Gy de proteinas G

heterotriméricas en M. circinelloides

Las secuencias aminoacidicas de las dos subunidades Ga del ascomiceto S.
cerevisiae: Gpalp (NP_011868.1) y Gpa2p (NP_010937.3) y de las subunidades
GpB, Stedp (NP_014855.3) y Gy, Stel8p (NP_012619.1) fueron obtenidas de la
base de datos del NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov). Estas subunidades han sido
ampliamente caracterizadas funcionalmente (Whiteway y col., 1989; Blumer y col.,
1990; Whiteway y col., 1994; Lorenz y Heitman, 1997; Kubler y col., 1997;
Hirshman y col., 1997). Dichas secuencias se emplearon como sondas en un
alineamiento tipo BLAST en la pagina web de la secuencia del genoma de Mucor
circinelloides (http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html). De manera
simultanea, se empled la opcién KOG (Grupos de genes ortélogos eucarioticos por
sus siglas en ingles: EuKaryotic Orthologous Groups) y busqueda por palabra
clave, en dicha pagina. Las proteinas identificadas correspondientes a
subunidades Ga, GB y Gy de M. circinelloides fueron alineadas en MegAlign
(DNASTAR) mediante ClustalW. Por otra parte, las secuencias previamente
identificadas fueron ademas utilizadas como sondas en un analisis tipo BLAST en
la pagina del genoma de M. circinelloides para localizar otras posibles secuencias
correspondientes a este mismo tipo de proteinas que no hubieran sido

identificadas por los criterios de busqueda antes mencionados.

7.14 Modelado tridimensional de las subunidades G heterotrimericas de M.

circinelloides

Se empled el progama SWISS Model (Arnold y col., 2006), para generar los
modelos tridimensionales de las supuestas subunidades Ga, GB y Gy de M.
circinelloides identificadas, se emplearon los parametros predeterminados del
programa. Las estructuras obtenidas fueron comparadas con las siguientes

secuencias cuyas estructuras cristalograficas fueron previamente determinadas:
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Ga, de Mus musculus (NP_034438.1), GB; (10OMW_B) y Gy, (1GP2_G) de Bos
taurus (Slepy col., 2008; Wall y col., 1995).

7.15 Anélisis filogenético molecular de las subunidades G heterotrimericas
de M. circinelloides

Las distintas secuencias Ga, GB y Gy identificadas en M. circinelloides fueron
empleadas como sondas para una busqueda de secuencias de proteinas G
heterotrimericas en hongos y plantas (Arabidopsis lyrata, A. thaliana y Brassica
napus, que fueron empleadas como grupo externo) depositadas en la base de
datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Estas secuencias de plantas fueron
elegidas puesto que se trataron de las primeras subunidades G heterotrimericas
identificadas en el reino Plantae (Ma y col., 1990; Mason y Botella, 2000; Thung y
col., 2012).

Para lo cual se utilizé la herramienta Blastp (Altschul y col., 1997), con e=107,
empleando la base de datos de proteinas no redundantes (Non-redundant protein
sequences nr) y se restringio la busqueda al tipo de organismo deseado (hongos o
las plantas), usando la matriz BLOSUM62 (Henikoff y Henikoff, 1993). Una vez
obtenidos los resultados, estos fueron descargados y dichas secuencias
aminoacidicas fueron depuradas manualmente, es decir removiendo secuencias
redundantes. Por ejemplo existe el caso de hongos con estadios telomorfico o
anamorfico que se refieren a las mismas secuencias aminoacidicas. También
fueron removidas las secuencias correspondientes a proteinas codificadas por un
mismo gen. Las secuencias de las distintas subunidades fueron alineadas
mediante ClustalW (Thompson y col., 1994) y editadas manualmente en BioEdit.
Se determinaron los pardmetros (Modelo de sustitucion y +G) del analisis
filogenético para las tres subunidades en MEGAS5 (Tamura y col., 2008). Para el
caso de las subunidades Ga el modelo de sustitucién empleado fue el propuesto
por Whelan y Goldman, 2001. Para las subunidades GB y Gy el modelo de
sustitucion fue el propuesto por Jones y col., 1992. Estos métodos fueron elegidos

en funcion a la determinaciéon numérica del criterio bayesiano para cada conjunto
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de secuencias (MEGAS). Se determiné la inferencia evolutiva usando el método

de méxima verosimilitud con un numero de 500 repeticiones en cada caso.
7.16 Ensayo de RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR)

La amplificacién y deteccidon de los genes se realizdé usando el método de sonda
de hidrdlisis, que emplea la actividad 5' de la DNA polimerasa. Para asegurar la
especificadad de todas las detecciones, los oligonucleodtidos y sondas con
estructuras secundarias minimas fueron disefiadas mediante la herramienta
bioinformatica disponible por Biosearch Technologies (www.biosearchtech.com).
La RT-gPCR se realiz6 en el sistema LightCycler480 Il (Roche Molecular
Diagnostics, Pleasanton, CA), usando el kit SuperScript 11l Platinum One-step RT-
gPCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cada 25 ul de volumen de reaccién contenia 5
Ml de RNA templado (100 ng), 0.5 ul de mezcla de enzimas, 12.5 ul de mezcla de
reaccion 2X, 0.5 pl de oligonucledétido directo 10 pyM, 0.5 pl de oligonucledtido
reverso 10 uM, 0.5 yl de sonda 5 uM, y 5.5 yl de agua libre nucleasa, esta mezcla
fue preparada en un gabinete para PCR (UVP). Todos los oligonucléotidos y

sondas utilizadas estan enlistados en la Tabla 5.

La RT-gPCR se inici6 por la adicion de la transcripcién reversa (50°C, 30 min) y la
desnaturalizacion inicial (95°C, 5 min), seguidas por 45 ciclos de amplificacion a
95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos. Las
sefales de fluorescencia fueron colectadas a cada ciclo de amplificacion a 60°C.
Las curvas de amplificacién fueron analizadas a longitudes de onda de absorcién
de 530 nm. En cada experimento fueron incluidos genes de expresion constitutiva

como controles positivos, y agua como templado como control negativo.
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Tabla 4. Oligonucleétidos y sondas empleados para los ensayos de RT-PCR en
tiempo real.

Secuencia (Nimero ID)

Oligonucléotido directo (5°-3")
Oligonucledétido reverso (5°-37)
Sonda (5’-3") FAM-BHQ1

Tm (°C) 1 GC (%)

Secuencia (Nimero ID)

Oligonucléotido directo (5°-3")
Oligonucleétido reverso (5°-3")
Sonda (5’-3") FAM-BHQ1

Tm (°C) / GC (%)

GGAGAACATGGGCGTATCGTA 66.88/52.4 TGCACATGATGCAGAAATACATTG 65.21/37.5

mcgpal (45435) GCAGCGAATCACGTTCAATCTG 66.64 / 50 mcgpb1 (112430) GCGCCACCTGTAGCAAAC 65.6/61.1
TGCCTCATCGCAAAACAGACTTCATTC 69.4 /44.4 TAGCCGCTTCATCCACAGGCAC 69.21/59.1
ACAAAGGCGGTGACAACTATGATG 66.7/45.8 AGCCGCTGCAAGAAGAGAAG 66.08 / 55
mcgpa2 (142505) GGTTTCTGTTGCGCAGGTAAG 66.52/52.4 mcgpb2 (167321) CGTTGTGTCTGCCAATGCT 65.33/52.6
CCGCGTGCCAGTATCTCTTGCA 70.3/59.1 AGGCATTGAAAGAGCGTATCAAACAGCG 69.77 /46.4
ATGCAGCGATTCATTTCACTCA 66.12/40.9 GCGAGGGCTTGATTTATTCAGCTT 66.67 /45.8
mcgpa3 (40656) GCTGCCATGACAAACTTGAC 65.58 /50 mcgpb3 (177805) CCCAATGACCATGACCTTCCAAT 66.85/47.8
TCGTCTGCTGAAAAGCAGGTTTACAC 69.9/46.2 ACGATCAAGGTGTGGAATTCATCTGGCA 69.52/46.4
TGGACCAACTCGGCATTCCT 67.46 /55 ATCCCGCATACCCATTTCAGAAG 65.99/47.8
mcgpa4 (138841) AGCGGCTGCACGTTCTGG 67.09/66.7 mcgpgl (144686) GCTCTGCGAATGGATCAGGAT 66.17 /52.4
CTGGAGAGCAAATCCAACGCGGA 70.4/56.5 TCGATCGCTTATTGAATACTGTCAGACAA 68.2/37.9
CCTGCTGAACTTGACGTTTGAG 65.8/50 CAGTTGGACATTCCCAGAATAACAG 65.83/44
mcgpab (109555) TGGAACGAGCTGACAGGAT 65.5/52.6 mcgpg2 (145510) CCCACACTGAAGGCACCAA 67.12/57.9
CGAGACGAATTGGAACTACATTGGCC 69.4/50 CAGAAGCATCCACAAGCTTGATATCGTA 68.14/42.9
GGTGCTGGAGAGTCTGGAAAG 67/57.1 TGTTTCTGAAGCAAGTCGATCATTG 66.45/ 40

mcgpa6 (151649) GCAGCGTTTGGATGGTGTTG 66.82 /55 mcgpg3 (146836) GATGCGCCACATCCATTTGC 67.1/55
TCAACAGTGCTGAAACAAATGAGGC 68.7 /44 CGATTACTGTCAATCCACCCCTGATTTGA 69.68/44.8
CCAAGTGCTGCTGGAAGAATC 66.9/52.4 TCGAGCAGACATTGAAGCATAC 65.06 / 45.5

mcgpa7 (137808) GCGGCTATTGACAACGGA 65.1/55.6 mci8S (111102) CTGTGGAGTAGGTGTTGAGGAGAT 66.71/50
TCGCATGATGGAGAGTCTTGTGTTGT 68.7/46.2 AGCAGAGCAAAGAACAGGGCGCT 69.54/56.5
TGGAAGCAATGCAAGTACCAC 66.3/47.6 CCATCAGTAGGTGGGTGAACA 66.61/52.4
mcgpa8 (32511) AACAGGCAAAGCCCAAATGATG 65.61/45.5 mc28S (115810) TCGATGTCGGCTCTTCCTATC 65.56 / 52.4
TTGAGGATCAAGCAGTTGGGAGCAAA 70.5/46.2 TCCAACGCTTACTGAATTCTGCTTCA 68.14/42.3
CCACCAGAACGGCTACTCA 66.18/57.9 GTGCTCGTCTTGCCTCTTTC 65.14/55.3
mcgpa9 (152023) TGGCCTGTATAGACTCAATGATGT 65.05/41.7 mcvma-1 (154376) ACGGCACCAACAACAGTGA 67.54/52.6
CAAGAGGAATTGAAAAGTTGGAGGCTGA 68.4/42.9 ACGAACGTGCTGGTAGAGCTACTTG 69.65 / 52.6
GGGCGATAGTCGAGCAGTA 65.8/57.9 ATGGCGGTGACGAGGGTTT 67.21/57.9
mcgpal0 (139892) AAGGCGCTGAATCCATCAGATAG 66.6/47.8 mctfc-1 (106349) GGGCATCTGTGGCAATCTTTC 66.32/52.4
ATCGCTGCAATTGAAAGTGTTTGGGC 70.5/46.2 TGGATGCAGAGGAAGACATCAACGC 68.48 / 52.6
GGATGAGCAACGAGGTCAA 65.16 / 52.6 TTGGCGTTGCCCTTCTTTG 66.64 /52.6
mcgpall (139870) GGAACCCACCGTCATGGAT 66.48/57.9 mcel (26195) TGATGCCGTTGTATTCGATTTGAG 64.78 1 41.7
TTACTATTGCTGGGCGCTGGC 68.7/57.1 TTCTCTGAACCCATTGCTGCCC 68.13/54.5
TCAGCGCAGACCATTGTTCAAG 66.27 / 50 GGCATTCTTGCCAGACAGATAT 65.54/45.5
mcgpal2 (86422) GGTTTCCCGATACACGGTATGATAG 66.56 / 48 mctfb4 (155179) GGCATTCTTGCCAGACAGATAT 65.42/45.5
GGTTTCCCGATACACGGTATGATAG 66.56 / 48 TCGCAACTACCTCAATCTGCCGA 68.65 /52.2
GTCCGTGATATGCGTCAAACC 65.68 /52.4

mcef-1 (156959) AGCGGCCTTGGTGACCTTAC 67.12/60
CGCTGTCGGTGTCATCAAGGCT 69.93/59.1

7.16.1 Determinacion de las eficiencias de amplificacion de RT-qPCR

Las eficiencias de amplificacion de RT-qPCR para cada gen, fueron determinadas

mediante los valores de Cq (Cq es el valor donde la curva de amplificacién de la

reaccion pierde linearidad y adopta una tendencia exponencial) correspondientes

a la amplificacion para cada uno de todos los genes usando las siguientes

concentraciones de RNA total por reaccion: 500 ng, 50 ng, 5 ng, 0.5 ng, 0.05 ng.

Estos datos se utilizaron para generar una curva estandar de concentracion, en

donde se graficaron los log;o de concentracion con sus Cq correspondientes. Se

trazd una recta que une estos puntos. Y se determiné la pendiente de dicha recta

La eficiencia de amplificacién se calcul6 de la siguiente manera:
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(remienze)
E= (10 pendiente) — 1) x 100.
7.17 Seleccion de genes normalizadores de M. circinelloides para realizar

ensayos de RT-gPCR

El andlisis matematico requerido para identificar los genes normalizadores se

realizé siguiendo la propuesta de Vandesompele y col., 2002.

La estabilidad individual (M;) para cada gen candidato normalizador se determino

COMoO Sse muestra a continuacion:

(Vjk € [L,n],j#k).

a . a i a . a. .
Ajie = {1092 (a_;]c) 10 (TZ) 1102 (a_m,]c)} N {logz (a_l;]c)}
m i

Vix = desv. est. (Ajx)

TRV

M.
n—1

J

Donde M; es la estabilidad individual de cada gen, j y k corresponden a dos genes
candidatos normalizadores diferentes, cada subindice entre [1...m] de a;-an
corresponde a cada uno de los estadios morfoldégicos evaluados (esporas,
crecimiento miceliar y levaduriforme 6, 12 y 24 horas). De manera ilustrativa a;; es

el Cq del gen j en la condicién a;.

La pareja de genes mas estable en su expresion en las condiciones analizadas, se

calculé como se muestra a continuacion:

(Vj,k € [1,n]),Vp,q € [1,m],j # k,p # q):

a,; a
Ripg =—2-—2X (siR<1,E=R';siR>1E =R)

Agk  Qpj

Rj = promedio (Rjkpq)
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Donde j y k corresponden a dos genes candidatos normalizadores diferentes; py q
corresponden a dos condiciones morfologicas diferentes (esporas, crecimiento
miceliar y levaduriforme 6, 12 y 24 horas). De manera ilustrativa aq es el Cq del
gen j en la condicion ag E es el error asociado al uso de un solo normalizador. El
valor de Rjx mas pequefio corresponde a la mejor pareja de genes normalizadores,

es decir la que tiene asociada el menor error de normalizacion.

7.18 Andlisis matematico de los niveles de expresion relativa en los ensayos
de RT-gPCR

El modelo matamatico empleado para los analisis de datos fue el Delta-Ct (Livak y
Schmittgen, 2001), con correccion de eficiencias de amplifiacion (Pfaffl, 2001).
Mediante esta formula se puede saber el nUmero de transcrito del gen de interés
de manera relativa al gen (0o genes) normalizador (normalizadores) en cierta

condicion.
La formula empleada es la siguiente:

2 (Egen interés )(ngen interés )

Expresion Relativa =

2( Egen normalizador)(cq gen normalizador)

Donde E siginifica eficiencia de amplificacién y los Cq del gen de interés y del gen

normalizador corresponden al mismo estadio morfoldgico.
7.19 Analisis estadistico de los resultados

Los datos obtenidos fueron evaluados mediante el andalisis de la varianza de un
via (ANOVA). Se us6 el programa STATISTICA 7. Ademas, la prueba post hoc
empleada fue Fisher, las diferencias estadisticamente significativas (a< 0.05) se

muestran con letras.
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8. RESULTADOS

8.1 Identificacion de subunidades de proteinas G heterotriméricas en

M. circinelloides

En 2006, Meza y col., lograron identificar la secuencia completa de dos genes que
codifican para subunidades Ga (mcgpal y mcgpa3) y dos fragmentos
corrspondientes a los marcos de lectura abiertos de mcgpa2 y mcgpa4, en M.
circinelloides. Los productos de dichos genes tienen asignados los siguientes
nameros de acceso en el Genebank del NCBI: McGpal (AJ310307), McGpa2
(AJ3109009.1), McGpa3 (AAP12458), McGpa4 (DQ288161). Durante la
realizacion de este trabajo no se identificaron subunidades GB y Gy en este

organismo.

Actualmente, se encuentra disponible la informacion correspondiente a la
secuencia del genoma de M. circinelloides, lo que supone una importante ventaja
metodoldgica, esto debido a que los analisis bionformaticos son herramientas
valiosas en identificacibon de secuencias, analisis filogenéticos, modelado
molecular y estudio de compuestos hipoteticos (Vedani y Smiesko, 2009).
Mediante el uso de herramientas bioinformaticas como alineamientos tipo BLAST,
y reconocimiento de dominios conservados se identificaron distintas subunidades
correspondientes a proteinas G heterotriméricas. Preliminarmente, fueron
identificadas en M. circinelloides secuencias correspondientes a doce
subunidades Ga (McGpal-12), cuatro subunidades GB (McGpbl-4) y tres
subunidades Gy (McGpg1-3).

8.1.1 Subunidades Ga en M. circinelloides

Fueron identificados doce genes putativos que codifican para subunidades Ga en
M. circinelloides (mcgpal-mcgpal2). Los cuales presentan distinto nimero y
distribucion de exones e intrones lo que indica muy probablemente que se tratan

de genes distintos (Figura 4).
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Figura 4. Presencia de exones e intrones en los marcos de lectura abierto de

las subunidades Ga de M. circinelloides. Se muestran los esquemas

correspondientes a los doce genes (mcgpal-mcgpal2) que codifican para

subunidades Ga putativas en M. circinelloides. En paréntesis se muestra el

namero de ID del gen, el nUmero de pares de bases correspondientes al marco de

lectura abierto se muestra a la derecha, y la distribucion de los exones e intrones.

Los marcos de lectura abiertos no estan representados a escala.
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Los numeros de acceso, tamafos, y porcentajes de identidad de las proteinas Ga
identificadas en M. circinelloides respecto a las subunidades Gpalp y Gpa2p (S.
cerevisiae) y Ga, (M. musculus) se muestran en la Tabla 5.

En donde se muestran niumero de ID de las proteinas, nUmero de aminoéacidos,
Peso Molecular (P.M.), Punto lIsoeléctrico (P.l.) y porcentajes de identidad

respecto a las subunidades Ga de S. cerevisiae (Sc Gpalp y Sc Gpaz2p) y la

subunidad Ga,de Mus musculus.

Tabla 5. Subunidades Ga presentes en M. circinelloides.

Subugidades % Identidad
a

Namero de ID | Namero de | P. M. | P.L. Sc Gpalp Sc Gpaz2p Mm Gpa,
Nombre | de la Proteina [aminoacidos | (kDa) (NP_011868.1) | (NP_010937.3) | (NP_034438.1)
McGpal 45435 357 40.9 |5.12 38.9 51.7 54.9
McGpa?2 142505 352 40.4 |5.12 44.9 41.2 52
McGpa3 40656 356 40.6 [4.64 46.3 41.7 52.6
McGpa4 138841 273 31.6 [5.60 47.9 43.1 49.1
McGpab 109555 349 40.4 |7.72 45.8 37.1 42.7
McGpab 151649 345 40.3 | 7.50 427 38.2 45.2
McGpa? 137808 350 40.7 | 789 42.6 37.8 46.2
McGpas8 32511 357 415 |6.02 39.8 51 52.1
McGpa9 152023 356 41.1 |5.37 43.3 39.8 45.4
McGpal0 139892 354 40.7 |8.01 40.5 54.5 42.4
McGpall 139870 362 41.6 |9.15 38.4 47.7 49.4
McGpal2 86422 355 40.3 |6.25 44.4 39.8 46.4

Los porcentajes de identidad de

las doce subunidades predichas Ga de M.

circinelloides (McGpal-McGpal2) respecto a las subunidades Gpalp y Gpa2p de
S. cerevisiae, se encuentran entre un 37.1-54.9%; respecto a la subunidad Gpa,
de Mus musculus oscilan entre 42.4-54.9%. Los porcentajes de identidad entre las

doce subunidades Ga oscilan entre un 35.9%-69.5% (Tabla 5).

Con el objetivo de verificar la presencia de los dominios caracteristicos de estas
subunidades Ga identificadas en M. circinelloides y la presencia de residuos

relevantes para modificaciones postraduccionales se realiz6 un alineamiento de
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las subunidades Ga de M. circinelloides, S. cerevisiae y de M. musculus. Las doce
subunidades Ga identificadas en M. circinelloides muestran los dominios de union
a guanina denominados cajas G1-G5, al igual de la caja consenso asociada a la
unién a GTP (GXGXXGKST) y el dominio con actividad de GTPasa (DXXGQ)
(Schmoll, 2008). Diez de las subunidades Ga de M. circinelloides presentan el sitio
de miristoilacion en la Glicina +2, se conoce que esta modificacion favorece el
anclaje de la subunidad Ga a la membrana (Mumby y col., 1990), McGpa4 y
McGpa6 no muestran dicha sitio potencial de mirostilacion. Sin embargo, se ha
demostrado que no todas las subunidades Ga lo presentan como es el caso de la
subunidad Gpa2 de S. pombe (Isshiki y col., 1992), cuya funcionalidad ha sido

comprobada en la deteccion de nutrientes (Welton y Hoffman, 2000).

Se realizé la busqueda de los sitios putativos de ADP ribosilacion por las tdéxina de
célera y pertussis en las subunidades Ga identificadas en M. circinelloides y los
zigomicetos R. oryzae y P. blakesleeanus. Este ha sido un criterio de identificacion

de subunidades Ga.

Las doce subunidades Ga de M. circinelloides, muestran el residuo de arginina
susceptible de ADP-ribosilacién por la toxina del célera (CTX) (Freissmuth y
Gilman, 1989; Levis y Bourne, 1992), Ninguna de ellas presenta el sitio para ADP-
ribosilacion por la toxina pertussis de Bordetella pertussis(PTX) en el residuo de
cisteina del motivo (CAAX) (West y col.,, 1985). De igual manera, las demas
proteinas Ga identificadas en los zigomicetos R. oryzae y P. blakesleeanus
presentan el sitio de ADP-ribosilacion por la toxina del cllera y no por la toxina
pertussis. Solamente la subunidad RoGpa8 de R. oryzae no presenta ningun sitio
canonico susceptible a ADP- ribosilacion, ni por la toxina pertussis ni por la toéxina

del célera. (Figura 6).

40



Figura 5. Alineamiento de las subunidades Ga de M. circinelloides. Se alinearon
mediante ClustalW las doce secuencias Ga de M. circinelloides (McGpal-McGpal2), las
secuencias Gpalp y Gpa2p de S. cerevisiae y Ga, de M. musculus. Se muestran en la
caja (MS) el sito de miristoilacion resaltando el residuo de Gli-2 con una estrella.Ademas
los dominios de unién a guanina se muestran en las cajas G-1 a G-5. Los triangulos
invertidos indican residuos que interactian con la subunidad Gf, y las estructuras
secundarias indican con hélices (Prasobh y Manoj, 2009). El asterisco muestra el residuo
de arginina susceptible de ADP-ribosilacién por la toxina célera (Freissmuth y Gilman,
1989).
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Figura 6. Presencia de residuos susceptibles a  ADP-ribosilacion en las
subunidades Ga de zigomicetos. Las secuencias que codifican para subunidades Ga
para tres zigomicetos: M. circinelloides (McGpal-12) , P. blakesleaanus (Pb Gpal-10), R.
oryzae (Ro Gpal-9) y N. crassa Gna-1 (Q05425) fueron alineadas (Clustal W) para
identificar sitios para ADP-ribosilacion A Se muestra con una linea el sitio de
reconocimiento por la toxina del colera (RSRVK) y con un asterisco el residuo de arginina
factible de ADP-ribosilacion. B Extremo carboxilo terminal de las subunidades Ga, se
indica con una linea el sitio de reconocimiento por la toéxina del pertussis (CAAX) y con un

asterisco el residuo de cisteina factible de ADP-ribosilacién en Nc Gna-1.
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Con la finalidad de verificar la estructura tridimensional hipotética de las
subunidades Ga identificadas en M. circinelloides como parte del criterio de
indentificacion de las subunidades, se realizd la comparacion de las estructuras
cristalinas predichas para la subunidades Ga de M. circinelloides en relacion a Gag
de M. musculus, la cual es una estructura cristalina ya determinada (Slep y col.,
2008). Se emple6 el programa SWISS MODEL. Observando la orientacion y
presencia de estructuras terciarias caracteristicas, las cuales consisten en laminas
B y hélices a muy similares a las de la subunidad Ga, de M. musculus, y la
presencia de dominios caracteristicos de las subunidades hipotéticas de M.
circinelloides se sugiere que efectivamente se tratan de subunidades Ga de

proteinas G heterotriméricas.

Sin embargo, cabe hacer mencion que la proteina putativa McGpad4 de M.
circinelloides muestra la mayor diferencia a nivel de secuencia primaria debido a
que es la mas pequefa y la estructura tridimensional predicha sugiere la presenca
de una hélice a mas corta en el extremo amino terminal, dicha regién esta
involucrada en la interaccién con la membrana plasmaética (Gillen y col., 1998)
(Figura 7).

Toda la informacién anterior nos indica que, las subunidades identificadas en
Mucor circinelloides (McGpal-McGpal2) cuentan con lo elementos que sugieren

fuertemente que se tratan de subunidades Ga.
8.1.2 Subunidades G en M. circinelloides

Fueron identificados cuatro genes putativos que codifican para subunidades G en
M. circinelloides (mcgpbl-mcgpb4). Los cuales presentan diferentes distribuciones

de exones e intrones lo que indica que se tratan de genes distintos (Figura 8 ).
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McGpa9 McGpalO McGpall Mc Gpal2

Figura 7. Estructuras tridimensionales predichas para las subunidades Ga identificadas en
M. circinelloides. A. Se muestra la estructura cristalografica de Gagde M. musculus (Mm Gpay)
(Slep y col., 2008). B. La estructuras predichas para las doce subunidades Ga identificadas en M.
circinelloides (Gpal-Mc Gpal2) determinadas en el programa SWISS Model (Arnold y col., 2006)
son mostradas. En ambos casos se muestra la localizacién del GDP ilustrado en esferas y para la

subunidad Mm Gpa, los extremos amino y carboxilo terminal (NT y CT respectivamente).
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Figura 8. Presenciade exones e intrones en los marcos de lectura abierto de las
subunidades GB en M. circinelloides. Se muestran para los cuatro genes (mcgpbl-
mcgpb4) que codifican para subunidades G putativas en M. circinelloides en paréntesis
el numero de ID del gen, el nimero de pares de bases correspondientes al marco de
lectura abierto en la esquina superior derecha, y la distribucién de los exones e intrones.

Los marcos de lectura abiertos no estan representados en escala.

Los numeros de acceso, tamafios, puntos isoeléctricos y porcentajes de identidad
de las proteinas Gp identificadas en M. circinelloides respecto a las subunidades

Stedp (S. cerevisiae) y Gpbl (B. taurus ) se muestran a continuacion (Tabla 5).
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Tabla 5. Subunidades GB presentes en M. circinelloides.

Subunidades
GB % ldentidad
Peso P.l.

Numero de ID| Numero de | Molecular Sc Stedp Bt Gpbl
Nombre |de la Proteina[aminoacidos (kDa) (DAA10984) | (NP_786971.2)
McGpb1 112430 350 38.5 6.24 41.6 67.9
McGpb?2 167321 348 38.1 7.02 43 65.3
McGpb3 177805 348 38.6 6.39 42.1 64.4
McGpb4 117918 316 35.3 8.43 21.4 23.5

Los porcentajes de identidad de las cuatro subunidades G de M. circinelloides
respecto a la subunidad Stedp de S. cerevisiae oscilan entre 21.4 -43%, y
respecto a la subunidad Gpbl de Bos taurus oscilan entre 23.5-67.9%. Los
porcentajes de identidad entre las tres subunidades Gf3 de M. circinelloides oscilan
entre 21.0-78.7% (Tabla 5).

Con la finalidad de apreciar los dominios caracteristicos de las subunidades G,
se alinearon las tres secuencias McGpbl-4 de M. circinelloides, y Ilas
subunidades Gf Stedp de S. cerevisiae y Gpbl de B. taurus. Los dominios
caracteristicos de estas subunidades son siete dominios repetidos WD. Ademas
se ha reportado la presencia de un residuo de W en la posicion 105 esencial para
la interaccion con la subunidad Ga (Whiteway y col., 1994), entre otros residuos en
el extremo amino terminal para la interaccién con la subunidad Gy (Garritsen y
col.,, 1993, Prasobh y Manoj, 2009). Las subunidades McGpbl-3 cuentan con
estos elementos, no asi McGpb4 (Figura 9).
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Figura 9. Alineamiento de las subunidades GB de M. circinelloides. Se muestran el
alineamiento de las subunidades McGpbl-McGpb3 (M. circinelloides), Stedp (S.
cerevisiae) y Gpbl (B. taurus). Se indican en cajas numeradas del 1 al 7 de los repetidos
WD caracteristicos de estas subunidades, se muestran en hélices y flechas las
estructuras secundarias (Prasobh y Manoj, 200). La flecha invertidael residuo de W
indispensable para la interaccion con la subunidad Ga (Whiteway y col., 1994). En
triangulos invertidos y en asteriscos se muestran residuos que interactian con la

subunidad Ga y Gy, respectivamente.
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Mediante el programa SWISS MODEL se realiz6 la comparacion de las
estructuras cristalinas predichas para la subunidades GB de M. circinelloides en
relacion a Gpbl de B. Taurus ya cristalizada (Wall y col., 1995), La subunidad
Gpbl presentan una estructura conocida como propulsor circular compuesto de
siete laminas con una hélice a en el extremo amino terminal. Se aprecia una
similitud estructural para las subunidades de M. circinelloides respecto a la
estructura cristalina, excepto McGpb4 que carece de la hélice a requerida para la

interaccién con la subunidad Ga (Garritsen y col., 1993) (Figura 10) .

B. taurus Gpb1l

Mc Gpb3 Mc Gpb4

Figura 10. Estructuras tridimensionales predichas para las subunidades GB en
Mucor circinelloides. A Se muestra la estructura Gpbl (B. taurus Gpbl) que fue
determinada por cristalografia por Wall y col., 1995. B. Se muestran las estructuras
predichas para las subunidades Gf putativas identificadas en M. circinelloides (McGpb1-
McGpb4); la determinacion fue hecha en el programa SWISS Model (Arnold y col., 2006).

Se ilustran los extremos amino (NT) y carboxilo terminal (CT) en las subunidades Gg.
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Las subunidades Gp3 identificadas de M. circinelloides (McGpb1-McGpb3) cuentan
con altos porcentajes de identidad con proteinas ya caracterizadas, las cuales
presentan los dominios conservados, y estructura terciaria completa caracteristica
de esta subnidades, por lo tanto lo que sugiere que es muy probable que se traten
de subunidades G, con la excepcion de McGpb4, gue no cumple estos criterios

y de esta manera se descarté como una subunidad GB. (Figura 9 y Figura 10)).
8.1.3 Subunidades Gy en M. circinelloides

Fueron identificados tres genes putativos que codifican para subunidades Gy en
M. circinelloides (mcgpgl-mcgpg3). Los cuales presentan distribuciones de

exones e intrones similares, pero no idénticas (Figura 11).

Tamafio
pares de bases
megpgl (144686) 297

— EXONn
Intréon

Figura 11. Distribucion de exones e intrones en los marcos de lectura abierto de las
subunidades Gy en M. circinelloides. Se muestran para los tres genes (mcgpgl-
mcgpg3) que codifican para subunidades Gy putativas en M. circinelloides en paréntesis
el niamero de ID del gen, en la esquina superior derecha indica el nimero de pares de
bases correspondientes al marco de lectura abierto, y la distribucion de los exones e

intrones. Los marcos de lectura abiertos no estan representados en escala.
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Los numeros de acceso, tamafos, puntos isoleléctrios, y porcentajes de identidad
de las proteinas Gy identificadas en M. circinelloides respecto a las subunidades

Stel8p (S. cerevisiae) y Gpg2 (B. taurus ) se muestran a continuacion (Tabla 7).

Tabla 7. Subunidades Gy presentes en M. circinelloides.

Subunidades
Gy % ldentidad
Peso P.I.

Numero de ID [ Nimero de |Molecular Sc Stel8p Bt Gpg2
Nombre [ de la Proteina |amino&cidos | (kDa) (NP _012619.1) | (AAI47971.1)
McGpg1l 144686 75 8.4 5.23 33.3 27.9
McGpg?2 145510 79 8.3 8.31 34.2 31.9
McGpg3 146836 77 8.5 7.87 32.5 31.9

Los porcentajes de identidad de las subunidades Gy de M. circinelloides respecto
a la subunidad Stel8p de S. cerevisiae oscilan entre 32.5-34.2%, respecto a la
subunidad Gpg2 de B. taurus los porcentajes de identidad oscilan entre 27.9-
31.9%. Los porcentajes de identidad entre las tres subunidades Gy de M.

circinelloides oscilan entre 54.7-69.7%.

Ademas, en las tres subunidades Gy de M. circinelloides identificadas se hallan
presentes residuos de aminoacidos requeridos para la interaccion con la
subunidad G@, la leucina en la posicion 16 (McGpgl y McGpg2) o isoleucina en la
misma posicion (McGpg3) y asparagina en la posicion 20 (McGpgl, McGpg2 vy
McGpg3) (Navarro-Olmos y col., 2010).

Por otra parte, la subunidad Gy presenta una modificacidn postraduccional que

consiste en la farnesilacion o geranilgeranilacion de la cisteina presente en la caja
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CaaX del extremo carboxilo terminal. Todas las subunidades Gy de M.
circinelloides presentan este residuo en dicha caja sugiriendo el potencial de

presentar dicha modificacion (Mulligan y Farber, 2011) (Figura 12).

Para de verificar la presencia de los dominios caracteristicos de las subunidades
Gy y la presencia de la leucina en la posicion 15 y la asparagina en la posicion 20
indispensables para la interaccion con la subunidad G se realizé un alineamiento
de las subunidades Gy (McGpgl-McGpg3) de M. circinelloides, S. cerevisiae
(Ste18p) y Gy, de B. taurus. Encontrandose que efectivamente, las subunidades
Gy identificadas en M. circinelloides presentan los dominios caracteristicos de

subunidades Gy.

L N CaaX
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Figura 12. Alineamiento de las subunidades Gy de M. circinelloides. Se muestran con
asteriscos los residuos de L y N indispensables para la interaccién con la subunidad Gg.
Se muestra la caja CaaX en el extremo carboxilo terminal y con una estrella el residuo de
C susceptible a la farnesilfarnesilacién o geranilgeranilacion. Las hélices 1y 2 representan

las estructuras secundarias (Prasobh y Manoj, 2009).

Con el objetivo realizar la comparacion de las estructuras cristalinas predichas
para la subunidades Gy de M. circinelloides en relacion a la subunidad Gy, de B.
taurus que es una estructura ya cristalizada (Wall y col., 1995), que consiste en
dos hélicesm a unidas por una asa, se empleo el programa SWISS MODEL. Se
aprecia una similitud estructural entre las subunidades de M. circinelloides

respecto a la estructura cristalizada (Figura 13).
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Gpg1l Gpg2 Gpg3

Figura 13. Estructuras tridimensionales predichas para las subunidades GB y Gy
identificadas en M. circinelloides. A. Gy, (B. taurus Gpg2) de Bos taurus que fue
determinada por cristalografia por Wall y col.,, 1995. B. Se muestran la estructuras
predichas para las subunidades Gy identificadas en M. circinelloides ( Gpgl-Gpg3); la
determinacion fue hecha en el programa SWISS Model (Arnold y col., 2006). Se ilustran

los extremos amino (NT) y carboxilo terminal (CT) en las subunidades Gy.

Las subunidades Gy identificadas de M. circinelloides (McGpgl-McGgb3) cuentan

con altos porcentajes de identidad con proteinas ya caracterizadas, presentan los
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dominios conservados, y una estructura terciaria similar a una previamente
reportada, por lo que sugiere que es muy probable que se traten de subunidades
Gy.

8.2 Andlisis filogenético de las subunidades Ga, G y Gy fungicas
8.2.1. Subunidades Ga fungicas

Con la finalidad de comparar evolutivamente las subunidades Ga de M.
circinelloides, fueron descargadas todas las secuencias de hongos disponibles en
la base de datos del NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov), ademas de las secuencias Ga
de las plantas A. thaliana, A lyrata y B. napus como grupo externo para la

comparacion.

Fueron descargadas un total de 451 secuencias, de las cuales 448 pertenecen a
hongos y tres a las plantas antes mencionadas. De las 498 secuencias de hongos,
293 corresponden a ascomicetos, 115 a basidiomicetos, 31 a zigomicetos y 9 a

chytridiomicetos.

La Tabla 8 muestra las secuencias de aminoacidos utilizadas en el andlisis

filogenético, asi como su nimero de acceso.

Las secuencias fueron alineadas mediante Clustal W y editadas manualmente
(BioEdit). Posteriormente, se determinaron que el modelo de sustitucion Whelan y
Goldman y valor de la variable discreta G=0.9245, fueron los mas adecuados
numeéricamente para este conjunto de datos de acuerdo al criterio de informacion
bayesiano (MEGADS). Se realiz6 un analisis filogenético, mediante el método de

maxima verosimilitud.
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Tabla 8. Subunidades Ga de hongos y plantas empleadas para el analisis filogenético.

Ascomicetos

Organismo

Nimero Acceso

Ascomicetos

Organismo

Nimero Acceso

Acremonium chrysogenum CAQ86895
Ajellomyces capsulatus H88 EGC49963
Ajellomyces capsulatus H88 EGC48989

ellomyces dermatitidis SLH14081

XP_002628022

ellomyces dermatitidis SLH14081

XP_002621657

>1=|>

ellomyces dermatitidis SLH14081

XP_002625730

Alternaria alternata ADB12586
Arthrobotrys oligospora ACJ05908
Arthrobotrys oligospora ATCC 24927 EGX50545
Arthrobotrys oligospora ATCC 24927 EGX50588
Arthrobotrys oligospora ATCC 24927 EGX46447

Arthroderma benhamiae CBS 112371

XP_003014921

Arthroderma benhamiae CBS 112371

XP_003012013

Arthroderma benhamiae CBS 112371

XP_003012194

Arthroderma gypseum CBS 118893

XP_003174241

Arthroderma gypseum CBS 118893

XP_003176086

Arthroderma gypseum CBS 118893

XP_003173389

Arthroderma otae (Microsporum canis)

XP_002848718

Colletotrichum higginsianum CCF46399
Colletotrichum higginsianum CCF32478
Colletotrichum higginsianum CCF37445
Colletotrichum trifolii 042784
Cordyceps militaris CMO1 EGX90816
Cordyceps militaris CMO1 EGX95901
Cordyceps militaris CMO1 EGX92825
Cryphonectria parasitica Q00580
Cryphonectria parasitica AAM14395
Cryphonectria parasitica AAAG7707
Dacryopinax sp. DJM-731 SS1 EJU04442
Dacryopinax sp. DJM-731 SS1 EJT99100
Dacryopinax sp. DJM-731 SS1 EJT97041
Debaromyces hansenii CBS767 XP_459069
Debaromyces hansenii CBS767 XP_ 461643
Dekkera bruxellensis AWRI1499 EIF47569
Drechslerella dactyloides ACJ05909

Arthroderma otae (Microsporum canis)

XP_002847497

Eremothecium cymbalariae

XP_003645708

Arthroderma otae (Microsporum canis)

XP_002845097

Eremothecium cymbalariae

XP_003647852

Ashbya gossypii (Eremothecium gossypii)

NP_984250

Ashbya gossypii (Eremothecium gossypii)

NP_983106

Aspergillus clavatus NRRL 1

XP_001268945

Aspergillus clavatus NRRL 1

XP_001271236

Aspergillus clavatus NRRL 1

XP_001268965

Aspergillus flavus NRRL3357

XP_002375854

Aspergillus fumigatus Af293 XP_758664
Aspergillus fumigatus Af293 XP 754381
Aspergillus fumigatus Af293 XP_752663
Aspergillus kawachii IFO 4308 GAAB8964
Aspergillus kawachii IFO 4308 GAA88529
Aspergillus nidulans FGSC A4 XP 658255
Aspergillus nidulans FGSC A4 XP_660694
Aspergillus nidulans FGSC A4 XP_658620

Aspergillus niger CBS 513.88

XP_001392728

Aspergillus niger CBS 513.88

XP_001399933

Aspergillus niger CBS 513.88

XP_001392699

Aspergillus oryzae RIB40

XP_001727570

Aspergillus oryzae RIB40

XP_001817760

Aspergillus oryzae RIB40

XP_001727590

Aspergillus terreus NIH2624

XP_001210595

Aspergillus terreus NIH2624

XP_001213327

Aspergillus terreus NIH2624

XP_001210574

Exophiala dermatitidis NIH/UT8656 EHY53619
Exophiala dermatitidis NIH/UT8656 EHY54329
Exophiala dermatitidis NIH/UT8656 EHY57810
Fusarium oxysporum Fo5176 EGUB0548
Fusarium oxysporum Fo5176 BAD44729
Fusarium pseudograminearum CS3096 EKJ75938
Gaeumannomyces graminis var. Tritici R3-111a-1 EJT69273
Gaeumannomyces graminis var. Tritici R3-111a-1 EJT77547
Gaeumannomyces graminis var. Tritici R3-111a-1 EJT74946
Geomyces destructans 20631-21 ELR10211
Geomyces destructans 20631-21 ELR07574
Geomyces destructans 20631-21 ELR04486
Gibberella moniliformis (Fusarium verticillioides) ACJ72862
Gibberella zeae (Fusarium_graminearum) XP 385711
Gibberella zeae (Fusarium_graminearum) XP_390164.1
Gibberella zeae (Fusarium_graminearum) XP_389790
Glarea lozoyensis 74030 EHK99877
Glomerella graminicola M1.001 EFQ24949
Glomerella graminicola M1.001 EFQ29043
Glomerella graminicola M1.001 EFQ27647
Grosmannia clavigera kw1407 EFW98893
Grosmannia clavigera kw1407 EFX01247
Grosmannia clavigera kw1407 EFX04721

Kazachstania africana

XP_003954600

Kazachstania africana

XP_003955490

Beauveria bassiana AFO53623
Beauveria bassiana EJP64860
Beauveria bassiana EJP65796
Blumeria graminis CAC10177
Botryotinia fuckeliana CAC19871
Botryotinia fuckeliana CAC19872
Botryotinia fuckeliana BAD93277
Candida albicans WO-1 P28868
Candida albicans WO-1 EEQ44285

Candida dubliniensis CD36

XP_002420776

Candida dubliniensis CD36

XP_002419160

Candida glabrata CBS 138 XP_446258
Candida glabrata CBS 138 XP_447604
Candida orthopsilosis CCG24376
Candida orthopsilosis CCG25824
Candida parapsilosis CCE40102
Candida parapsilosis CCE44706
Candida tenuis ATCC 10573 EGV61402
Candida tenuis ATCC 10573 EGV63329

Candida tropicalis MYA-3404

XP_002546650

Candida tropicalis MYA-3404

XP_002548107

Kazachstania haganishii CBS 8797 CCK73103

Kazachstania naganishii CBS 8797 CCK71030

Kluyveromyces lactis AAD33674

Kluyveromyces lactis AAA75112
Komagatella pastoris GS115 (Pichia pastoris GS115) XP_002489739

Komagatella pastoris GS115 (Pichia pastoris GS115) CCA39355
Lachancea thermotolerans CBS 6340 XP_002552278
Lachancea thermotolerans CBS 6340 XP_002553550
Leptosphaeria maculans JN3 XP_003839909
Leptosphaeria maculans JN3 XP_003842080
Leptosphaeria maculans JN3 XP_003842523
Lodderomyces elongisporus NRRL YB-4239 XP_001524957
Lodderomyces elongisporus NRRL YB-4239 XP_001526193

Macrophomina phaseolina MS6 EKG15631

Macrophomina phaseolina MS6 EKG20400

Macrophomina phaseolina MS6 EKG14010

Magnaporthe grisea AAB65426

Magnaporthe grisea AABG65427

Magnaporthe grisea AAB65425

Chaetomium globosum CBS 148.51

XP_001229837

Magnaporthe oryzae 70-15

XP_003718715

Chaetomium globosum CBS 148.51

XP_001224781

Magnaporthe oryzae 70-15

XP_003719617

Chaetomium globosum CBS 148.51

XP_001223030

Chaetomium thermophilum var. Thermophilum DSM 1495 EGS20460
Chaetomium thermophilum var. Thermophilum DSM 1495 EGS18240
Chaetomium thermophilum var. Thermophilum DSM 1495 EGS22029

Clavispora lusitaniae ATCC 42720

XP_002619485

Clavispora lusitaniae ATCC 42720

XP_002617221

Coccidioides immitis RS

XP_001242922

Coccidioides immitis RS

XP_001239976

Coccidioides immitis RS

XP_001242016

Magnaporthe oryzae Y34 ELQ38423
Magnaporthe oryzae Y34 ELQ36773
Marssonina brunnea f. sp. Multigermtubi MB m1 EKD14020
Marssonina brunnea f. sp. Multigermtubi MB m1 EKD17117
Marssonina brunnea f. sp. Multigermtubi MB m1 EKD18712
Metarhizium acridum CQMa 102 EFY88890
Metarhizium acridum CQMa 102 EFY88342
Metarhizium acridum CQMa 102 EFY92893
Metarhizium acridum CQMa 102 EFY85876
Metarhizium anisopliae ARSEF 23 EFY98464
Metarhizium anisopliae ARSEF 23 EFY99066
Meyerozyma guilliermondii EDK36402
Meyerozyma guilliermondii XP_001487292
Millerozyma farinosa CCE84202
Millerozyma farinosa CCE72850

Myceliophthora thermofila ATCC 42464

XP_003663323

Coccidioides posadasii AAK49109
Cochliobolus heterostrophus 074227
Colletotrichum gloeosporioides Nara gc5 ELA27339
Colletotrichum gloeosporioides Nara gc5 ELA30649
Colletotrichum hanaui ADC54988
Colletotrichum hanaui ADC54989
Colletotrichum hanaui ADC54987
Colletotrichum higginsianum CCF47307

Myceliophthora thermofila ATCC 42464

XP_003562190

Myceliophthora thermofila ATCC 42464

XP_003665801
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Continuacién de la Tabla 8.

Ascomicetos Ascomicetos
Organismo Numero Acceso QOrganismo Numero Acceso
Naumovozyma castellii CBS 4309 XP_003675869 Tetrapisispora blattae CBS 6284 CCH63034
Naumovozyma castellii CBS 4309 XP 003674433 Tetrapisispora phaffii CBS 4417 XP 003688384
Naumovozyma dairenensis CBS 421 XP_003980116 Tetrapisispora phaffii CBS 4417 XP_003687234
Naumovozyma dairenensis CBS 421 XP 003672184 Thielavia terrestris NRRL 8126 XP 003655293
Nectria haematococca mpVI 77-13-4 XP_003051115 Thielavia terrestris NRRL 8126 XP_003649793
Nectria haematococca mpV| 77-13-4 XP_003046681 Thielavia terrestris NRRL 8126 XP_003650241
Neosartorya fischeri NRRL 181 XP_001263222 Thielavia terrestris NRRL 8126 XP_003657245
Neosartorya fischeri NRRL 181 XP_001264470 Torulaspora delbrueckii (Candida colliculosa) XP_003680077
Neurospora crassa OR74A XP_957133 Torulaspora delbrueckii (Candida colliculosa) XP_003683144
Neurospora crassa OR74A Q05424 Trichoderma atroviride AAK74191
Neurospora crassa OR74A XP_962205 Trichoderma atroviride EHK40688
Neurospora tetrasperma FGSC 2509 EGZ75466 Trichoderma atroviride AAM69919
Neurospora tetrasperma FGSC 2509 EG059982 Trichoderma reesei ABJ55985
Oculimacula yallundae CAC35694 Trichoderma reesei QM6a EGR50830
Oculimacula yallundae CAC35695 Trichoderma virens AA018659
Ogataea parapolymorpha DL-1 EFW95958 Trichoderma virens Gv29-8 AAN65182
Ogataea parapolymorpha DL-1 EFW95054 Trichoderma virens Gv29-8 EHK21344
Paracoccidioides brasiliensis AAT40563 Trichoderma viride (Hypocrea rufa) AAO38051
Paracoccidioides brasiliensis Pb03 EEH21625 Trichophyton equinum CBS 127.97 EGE09316
Paracoccidioides brasiliensis Pb03 EEH16711 Trichophyton rubrum CBS 118892 XP_003231533
Paracoccidioides sp. lutzii Pb01 XP_002789418 Trichophyton rubrum CBS 118892 XP_003239374
Paracoccidioides sp. lutzii Pb01 XP_002793526 Trichophyton rubrum CBS 118892 XP_003234822
Paracoccidioides sp. lutzii Pb01 XP_002798003 Trichophyton tonsurans CBS 112818 EGD93194
Penicillium chrysogenum XP_002559640 Trichophyton tonsurans CBS 112818 EGE00697
Penicillium chrysogenum XP_002562005 Trichophyton verrucosum HKI 0517 XP_003021846
Penicillium chrysogenum XP_002559584 Trichophyton verrucosum HKI 0517 XP_003024508
Penicillium digitatum AFS18465 Tuber melanosporum Mel28 XP 002841733
Penicillium digitatum EKV07315 Tuber melanosporum Mel28 XP_002841763
Penicillium digitatum EKV06179 Tuber melanosporum Mel28 XP_002837996
Phaeosphaeria nodorum XP_001800368 uncinocarpus reesii 1704 XP_002544139
Phaeosphaeria hodorum AAQ94737 Uncinocarpus reesii 1704 XP 002545042
Phaeosphaeria nodorum XP_001800995 uncinocarpus reesii 1704 XP_002544917
Pneumocystis carinii AAC49295 Vanderwaltozyma polyspora XP_001643123
Pneumocystis jirovecii CCJ31032 Vanderwaltozyma polyspora XP_001646247
Pneumocystis jirovecii CCJ30267 Verticillium albo-atrum VaMs 102 XP_003008842
Pneumocystis wakefieldiae AAC98513 Verticillium albo-atrum VaMs.102 XP_003004792
Podospora anserina S mat+ XP_001908157 Verticillium dahliae AEI74590
Podospora anserina S mat+ XP 001911837 Verticillium dahliae AEI74591
Podospora anserina S mat+ XP_001906723 Wickerhamomyces ciferrii CCH44760
Pyrenophora teres XP_003296138 Wickerhamomyces ciferrii CCH42271
Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP XP_001940159 Yarrowia lipolytica XP_499910
Rhizoctonia solani AG-1 IA ELU42704 Zygosaccharomyces rouxii CBS 732 XP_002498983
Rhizoctonia solani AG-1 IA ELU43358 Zygosaccharomyces rouxii CBS 732 XP_002496520
Rhizoctonia solani AG-1 IA ELU42003 Zymoseptora tritici (Mycosphaerella graminicola) XP_003857423
Rosellinia necatrix BAB20820 Zymoseptora tritici (Mycosphaerella graminicola) XP_003856727
Rosellinia necatrix BAB20821 Zymoseptora tritici (Mycosphaerella graminicola) XP_003848934
Rosellinia necatrix BAB20819
Saccharomyces arboricola H-6 EJS43499
Saccharomyces arboricola H-6 EJS44038 Zigomicetos
Saccharomyces cerevisiae S288c NP_011868 QOrganismo NUmero Acceso
Saccharomyces cerevisiae S288c NP_010937 Mucor circinelloides Gpal 45435
Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802 EJT42965 Mucor circinelloides Gpa2 142505
Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802 EJT43575 Mucor circinelloides Gpa3 40656
Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis) XP_001382741 Mucor circinelloides Gpa4 138841
Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis) XP_001384268 Mucor circinelloides Gpa5 109555
Schizophyllum commune H4-8 XP_003029155 Mucor circinelloides Gpa6 151649
Schizosaccharomyces japonicus yFS275 XP_002173444 Mucor circinelloides Gpa7 137808
Schizosaccharomyces japonicus yFS275 XP_002173650 Mucor circinelloides Gpa8 32511
Schizosaccharomyces pombe 972h- NP_595960 Mucor circinelloides Gpa9 152023
Schizosaccharomyces pombe 972h- NP 593803 Mucor circinelloides Gpal0 139892
Sclerotinia sclerotiorum XP_001587313 Mucor circinelloides Gpall 139870
Sclerotinia sclerotiorum XP_001588739.1 Mucor circinelloides Gpal2 86422
Setosphaeria turcica ABN54455 Phycomyces blakesleeanus Gpal 25132
Setosphaeria turcica AEJ38171 Phycomyces blakesleeanus Gpa2 74312
Sordaria macrospora CAI51645 Phycomyces blakesleeanus Gpa3 80143
Sordaria macrospora CAP09210 Phycomyces blakesleeanus Gpa4 74741
Sordaria macrospora XP 003347338 Phycomyces blakesleeanus Gpa5 117859
Sordaria macrospora CAP09211 Phycomyces blakesleeanus Gpa6 173655
Spathaspora passalidarum NRRL Y-27907 EGW31147 Phycomyces blakesleeanus Gpa7 14598
Spathaspora passalidarum NRRL Y-27907 EGW31469 Phycomyces blakesleeanus Gpa8 35771
Sporothrix schenckii 074259 Phycomyces blakesleeanus Gpa9 177125
Sporothrix schenckii AAR37394 Phycomyces blakesleeanus Gpal0 108138
Sporothrix schenckii AAL57853 Rhizopus oryzae Gpal EIE75301
Talaromyces marneffei XP_002152863 Rhizopus oryzae Gpa2 EIE84765
Talaromyces marneffei AA041857 Rhizopus oryzae Gpa3 EIE76416
Talaromyces marneffei XP_002146215 Rhizopus oryzae Gpa4 EIE81298
Talaromyces marneffei ABH09718 Rhizopus oryzae Gpa5 EIE76171
Talaromyces stipitatus ATCC 10500 XP_002478500 Rhizopus oryzae Gpa6 EIE76154
Talaromyces stipitatus ATCC 10500 XP 002486619 Rhizopus oryzae Gpa7 EIEQ1887
Talaromyces stipitatus ATCC 10500 XP_002478543 Rhizopus oryzae Gpa8 EIE81376
Tetrapisispora blattae CBS 6284 CCH59901 Rhizopus oryzae Gpa9 EIE90928
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Continuacién de la Tabla 8.

Basidiomicetos

Organismo

Nimero Acceso

Basidiomicetos

Organismo

Nimero Acceso

Puccinia graminis f. sp. Tritici CRL 75-36-700-3

XP_003322367

Puccinia graminis f. sp. Tritici CRL 75-36-700-3

XP_003322715

Puccinia graminis f. sp. Tritici CRL 75-36-700-3

XP_003888857

Punctularia strigozonata HHB-11173 SS5 EIN03535
Punctularia strigozonata HHB-11173 SS5 EIN05403
Punctularia strigozonata HHB-11173 SS5 EIN11154
Punctularia strigozonata HHB-11173 SS5 EIN13172
Punctularia strigozonata HHB-11173 SS5 EIN14744

Schizophyllum commune AAG27721

Schizophyllum commune H4-8

XP_003026485

Agaricus bisporus var. burnetti JB137-S8 EKM75298
Agaricus bisporus var. burnetti JB137-S8 EKM77089
Agaricus bisporus var. burnetti JB137-S8 EKM84262
Auricularia delicata TFB-10046 SS5 EJD35613
Auricularia delicata TFB-10046 SS5 EJD42297
Auricularia delicata TFB-10046 SS5 EJD54322
Auricularia delicata TFB-10046 SS5 EJD54747
Auricularia delicata TFB-10046 SS5 EJD55115
Coniophora puteana RWD-64-598 SS2 EIW80154
Coniophora puteana RWD-64-598 SS2 EIW83108
Coniophora puteana RWD-64-598 SS2 EIW86083
Coprinellus congregatus P30675

Schizophyllum commune H4-8

XP_003032322

Coprinopsis cinerea

XP_001828295

Schizophyllum commune H4-8

XP_003038400

Coprinopsis cinerea

XP_001830866

Coprinopsis cinerea

XP_001831010

Coprinopsis cinerea

XP_002911524

Cryptococcus gattii WM276

XP_003191999

Cryptococcus gattii WM276

XP_003194549

Cryptococcus gattii WM276

XP_003195587

Cryptococcus neoformans var. Grubii AAA53142
Cryptococcus neoformans var. Grubii AAQ62550
Cryptococcus neoformans var. Grubii AAQ74379
Dichomitus squalens LYAD-421 SS1 EJF55942
Dichomitus squalens LYAD-421 SS1 EJF57339
Dichomitus squalens LYAD-421 SS1 EJF63795
Dichomitus squalens LYAD-421 SS1 EJF65201
Fibroporia radiculosa CCL98926
Fibroporia radiculosa CCMO03889
Fibroporia radiculosa CCMO07192
Filobasidiella depauperata ACZ80674
Fomitoporia mediterranea MF3/22 EJD02603
Fomitoporia mediterranea MF3/22 EJD04518
Fomitoporia mediterranea MF3/22 EJD04660
Fomitoporia mediterranea MF3/22 EJD08373
Helicobasidium mompa BAC20192
Hemileia vastatrix CCA65369

Laccaria bicolor S238N-H82

XP_001873527

Laccaria bicolor S238N-H82

XP_001886454

Laccaria bicolor S238N-H82

XP_001887679

Laccaria bicolor S238N-H82

XP_001888689

Laccaria bicolor S238N-H82

XP_001890326

Sclerotinia sclerotiorum CAB36912
Serpula lacrymans var. lacrymans S7.3 EG000415
Serpula lacrymans var. lacrymans S7.3 EGO000470
Serpula lacrymans var. lacrymans S7.3 EG000639
Serpula lacrymans var. lacrymans S7.3 EG019618

Sporisorium reilianum SRZ2 CBQ69291
Sporisorium reilianum SRZ2 CBQ72321
Sporisorium reilianum SRZ2 CBQ72883
Stereum hirsutum FP-91666 SS1 EIM79504
Stereum hirsutum FP-91666 SS1 EIM81014
Stereum hirsutum FP-91666 SS1 EIM83217
Stereum hirsutum FP-91666 SS1 EIM92063
Suillus bovinus AAD45319
Trametes versicolor FP-101664 SS1 EIW53881
Trametes versicolor FP-101664 SS1 EIW62954
Trametes versicolor FP-101664 SS1 EIW65108
Tremella mesenterica DSM 1558 EIW67334
Tremella mesenterica DSM 1558 EIW70584
Tremella mesenterica DSM 1558 EIW70628
Trichosporon asahii var. Asahii CBS 2479 EJT45736
Trichosporon asahii var. Asahii CBS 2479 EJT50515
Trichosporon asahii var. Asahii CBS 2479 EJT52063
Ustilago hordei CCF49575
Ustilago hordei CCF49861
Ustilago hordei CCF52730

Ustilago hordei 014438

Ustilago maydis 521 P87032
Ustilago maydis 521 XP_758664
Ustilago maydis 521 XP_760621
Ustilago maydis 521 XP_761532
Wallemia sebi CBS 633.66 EIM20264
Wallemia sebi CBS 633.66 EIM21385
Wallemia sebi CBS 633.66 EIM22946
Ustilago maydis 521 XP_758664
Ustilago maydis 521 XP_760621
Ustilago maydis 521 XP_76153
Wallemia sebi CBS 633.66 EIM20264
Wallemia sebi CBS 633.66 EIM21385

Chytridiomicetos

Organismo

Numero Acceso

Lentinula edodes AAP13579
Lyophyllum shimeji BAD86785
Malassezia globosa CBS 7966 XP_001732838
Melampsora larici-populina 98AG31 EGG03275
Melampsora larici-populina 98AG31 EGG07370
Melampsora larici-populina 98AG31 EGG09074
Melampsora larici-populina 98AG31 EGG09413
Mixia osmundae IAM 14324 GAA94912
Mixia osmundae IAM 14324 GAA95470
Mixia osmundae IAM 14324 GAA97620
Monascus ruber ACY56334
Moniliophtora perniciosa FA533 XP_002388061
Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp EKM53848
Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp EKM54814
Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp EKM60638
Piriformospora indica DSM 11827 CCAB6322
Piriformospora indica DSM 11827 CCAB8952
Piriformospora indica DSM 11827 CCAB9503
Piriformospora indica DSM 11827 CCA73216
Piriformospora indica DSM 11827 CCA76199
Pisolithus sp. AAK15759
Pleurotus abalonus ACQ66638

Postia placenta Mad-698-R

XP_002469643

Batrachochytrium dendrobatidis JAM81 EGF78517
Batrachochytrium dendrobatidis JAM81 EGF78516
Batrachochytrium dendrobatidis JAM81 EGF83072
Batrachochytrium dendrobatidis JAM81 EGF83073
Batrachochytrium dendrobatidis JAM81 EGF83074
Batrachochytrium dendrobatidis JAM81 EGF83890
Batrachochytrium dendrobatidis JAM81 EGF82632
Batrachochytrium dendrobatidis JAM81 EGF83889
Batrachochytrium dendrobatidis JAM81 EGF81213

Postia placenta Mad-698-R

XP_002470004

Postia placenta Mad-698-R

XP_002471439

Grupo Externo: Plantas

Organismo

Nimero Acceso

Pseudozyma antarctica T-34 GAC71250
Pseudozyma antarctica T-34 GAC71948
Pseudozyma antarctica T-34 GAC74489

Arabidopsis lyrata

XP_002878953

Puccinia graminis f. sp. Tritici CRL 75-36-700-3

XP_003307542

Arabidopsis thaliana

NP_180198

Brassica napus

ACX43273
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Figura 14. Anédlisis filogenético de las subunidades Ga fungicas. La historia evolutiva
fue inferida usando el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo de Whelan y
Goldman. El arbol con la maxima verosimilitud es mostrado. El porcentaje de arboles en
los cuales los taxa asociados agruparon juntos es mostrado al lado de las ramas. El arbol
esta dibujado a escala, las medidas de las ramas representan el nimero de sustituciones
por sitio. El andlisis involucré 451 secuencias de subunidades Ga. 500 fue el nUmero de
replicados. Los rotulos muestran la distribuciéon de los Phyla de hongos y plantas como

grupo externo.

57



Se encontré que las subunidades Ga fungicas se distribuyen de acuerdo a la
clasificacion propuesta por Bolker, 1998, la cual incluye cuatro grandes grupos en
funcién a su similitud con las subunidades Ga;y Gas de mamiferos. Del total de
las secuencias Ga empleadas en el andlisis el 64.96% correspondieron a
ascomicetos, 25.49% a basidiomicetos, 6.87% a zigomicetos, 1.99% a
chytridiomicetos. Respecto al niumero de subunidades, las subunidades Ga de
ascomicetos se distribuyen casi homogéneamente en los grupos LIl y lll. Los
basidiomicetos siguieron un patrén similar al de ascomicetos, con la diferencia que
en este caso se detactaron secuencias pertenecientes al grupo IV. Mientras que
el grupo IV solamente esta integrado por basidiomicetos y chytridiomicetos (Tabla
9).

Es interesante apreciar que las subunidades Ga de M. circinelloides, al igual que
los otros zigomicetos (R. oryzae y P. blakesleeanus) siguieron una distribucion
similar en el arbol filogenético estando presentes principalmente en los grupos | y
[ll, en menor medida en el grupo II, y ausentes en el grupo IV (Tabla 10). Por su
parte las secuencias de B dendrobatidis, el Unico chrytridiomiceto estudiado, se
distribuyeron en los grupos | y IV. El grupo externo se agrupdé de manera

independiente a las secuencias fungicas.

Tabla 9. Distribucién de las subunidades Ga en funcién a los Phyla fingicos.

Numero de subunidades Ga
Grupo | Grupo Il Grupo ll Grupo IV Total
Ascomicetos 73 115 105 0 293
Basidiomicetos 35 31 37 12 115
Zigomicetos 16 5 10 0 31
Chytridiomicetos 2 0 0 7 9
Total 126 (28.1%) | 151 (33.7%) | 152 (33.9%) | 19 (4.2%) | 448 (100%)
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Tabla 10. Clasificacion de las subunidades Ga presentes en zigomicetos.

Subunidades Ga Zigomicetos Grupo | Subunidades Ga Zigomicetos Grupo |l
Secuencia ID Proteina Secuencia ID Proteina
Mucor circinelloides Gpal 45435 Mucor circinelloides Gpa4 138841
Mucor circinelloides Gpa2 142505 Mucor circinelloides Gpa5 109555
Mucor circinelloides Gpa3 40656 Mucor circinelloides Gpab 151649
Mucor circinelloides Gpa8 32511 Phycomyces blakesleeanus Gpa6 173655
Mucor circinelloides Gpall 139870 Rhizopus oryzae Gpa7 EIE91887
Phycomyces blakesleeanus Gpal 25132
Phycomyces blakesleeanus Gpa2 74312 Subunidades Ga Zigomicetos Grupo lll
Phycomyces blakesleeanus Gpa3 80143 Secuencia ID Proteina
Phycomyces blakesleeanus Gpa4 74741 Mucor circinelloides Gpa7 137808
Phycomyces blakesleeanus Gpa5 117859 Mucor circinelloides Gpa9 152023
Rhizopus oryzae Gpal EIE75301 Mucor circinelloides Gpal0 139892
Rhizopus oryzae Gpa2 EIE84765 Mucor circinelloides Gpal2 86422
Rhizopus oryzae Gpa3 EIE76416 Phycomyces blakesleeanus Gpa7 14598
Rhizopus oryzae Gpa4 EIE81298 Phycomyces blakesleeanus Gpa8 35771
Rhizopus oryzae Gpa5 EIE76171 Phycomyces blakesleeanus Gpa9 177125
Rhizopus oryzae Gpa6 EIE76154 Phycomyces blakesleeanus Gpal0 108138
Rhizopus oryzae Gpa8 EIE81376
Rhizopus oryzae Gpa9 EIE90928

8.2.2. Subunidades GB fungicas

Con la finalidad de comparar evolutivamente las subunidades GB de M.
circinelloides, fueron descargadas todas las secuencias disponibles de hongos en
la base de datos del NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov), ademas de las secuencias G

de las plantas A. thaliana, A lyrata y B. napus como grupo externo para la

comparacion.

Fueron descargadas un total de 156 secuencias, de las cuales 153 pertenecen a
hongos y tres a las plantas antes mencionadas. De las 156 secuencias de hongos,
107 corresponden a ascomicetos, 32 a basidiomicetos, 13 a zigomicetos y 1 a
chytridiomicetos. La Tabla 11 muestra las secuencias utilizadas en el andlisis

filogenético, asi como su numero de acceso (Tabla 11)
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Tabla 11. Subunidades G de hongos y plantas empleadas para el analisis

filogenético.

Ascomicetos

Organismo

Nimero Acceso

Ascomicetos

Organismo

Nimero Acceso

Spathaspora passalidarum NRRL Y-27907

EGW33395

Sporothrix schenckii

AAL90861

Acremonium chrysogenum CAQ86900

Ajellomyces capsulatus H88 (Histoplasma capsulatum) EEH10050
Ajellomyces dermatitidis SLH14081 EEQ90059
Arthrobotrys oligospora ATCC 24927 EGX53779

Stagonospora nodorum

XP_001806174

Arthroderma benhamiae CBS 112371

XP_003017524

Talaromyces marneffei (Penicillium marneffei)

XP_002146687

Arthroderma otae (Microsporum canis)

XP_002845258

Talaromyces stipitatus ATCC 10500

XP_002478991

Tetrapisispora blattae CBS 6284

XP_004178764

Tetrapisispora phaffii CBS 4417

XP_003686454

Thielavia terrestris NRRL 8126

XP_003655108

Torulaspora delbrueckii (Candida colliculosa)

XP_003679120

Ashbya gossypii (Eremothecium gossypii) NP_983499
Aspergillus clavatus XP 001274512
Aspergillus fumigatus Af293 EAL91392
Aspergillus kawachii IFO 4308 GAAB3243
Aspergillus nidulans FGSC A4 XP_657685

Trichoderma atroviride

AAO37685

Aspergillus niger CBS 513.88

XP_001398668

Trichoderma reesei

EGR50145

Aspergillus oryzae RIB40

XP_001824062

Trichophyton verrucosum HKI 0517

XP_003021074

Aspergillus terreus NIH2624

XP_001211230

Tuber melanosporum Mel28

XP_002841111

Uncinocarpus reesii 1704

XP_002584356

Vanderwaltozyma polyspora

XP_001645029

Verticillium albo-atrum VaMs.102

XP_003002364

Baudoinia compniacens EMC97797
Beauveria bassiana EJP67164
Botryotinia fuckeliana BAD93278
Candida albicans WO-1 EEQ45840
Candida dubliniensis CD36 XP_002418364
Candida glabrata CBS 138 XP_448891
Candida orthopsilosis XP_003866865
Candida parapsilosis CCE43462
Candida tenuis ATCC 10573 EGV60513

Candida tropicalis MYA-3404

XP_002547267

Verticillium dahliae AEI74592
Verticillium dahliae AFJ79447
Villosiclava virens ADB12512
Wickerhamomyces ciferrii CCH4676
Yarrowia lipolytica XP_503412
Zygosaccharomyces rouxii CBS 732 XP_002497472
Zymoseptora tritici (Mycosphaerella graminicola) ABE72964

Chaetomium globosum

XP_001229630

Chaetomium thermophilum var. Thermophilum DSM 1495

EGS20822

Basidiomicetos

Clavispora lusitaniae ATCC 42720

XP_002619934

Organismo

Niumero Acceso

Coccidiodes immitis

XP_001239616

Coccidioides posadasii

XP_003067194

Agaricus bisporus var. burnetti JB137-S8 EKM83994
Auricularia delicata TFB-10046 SS5 EJD45757
Ceriporiopsis subvermispora B EMD32539
Coniophora puteana RWD-64-598 SS2 EIW87104

Coprinopsis cinerea

XP_001829309

Cryptococcus gattii WM276

XP_003193731

Cochliobolus heterostrophus (Bipolaris maydis) AAO25585
Cochliobolus lunatus AFK93906
Colletotrichum gloeosporioides Nara gc5 ELA30254
Colletotrichum hanaui ADE20134
Cryphonectria parasitica 014435
Debaromyces hansenii CBS767 XP_458399
Dekkera bruxellensis AWRI1499 EIF48602
Eremothecium cymbalariae XP_003648412
Exophila dermatitidis EHY52649
Fusarium oxysporum Fo5176 BAB69489
Geomyces destructans 20631-21 ELR06948
Gibberella moniliformis (Fusarium verticillioides) ABE67098
Gibberella zeae (Fusarium_graminearum) XP_384280
Glarea lozoyensis 74030 EHL03873
Glomerella graminicola M1.001 EFQ25289
Grosmannia clavigera kw1407 EFX00034
Kazachstania africana XP_003958366
Kazachstania naganishii CBS 8797 CCK68009
Kluyveromyces lactis XP_453363

Komagatella pastoris GS115 (Pichia pastoris GS115)

XP_002489849

Lachancea thermotolerans CBS 6340

XP_002553152

Leptosphaeria maculans JN3

XP_003840142

Lodderomyces elongisporus NRRL YB-4239

XP_001528509

Macrophomina phaseolina MS6 EKG16879

Magnaporthe grisea BACO01165

Magnaporthe oryzae ELQ39060

Marssonina brunnea f. sp. Multigermtubi MB m1 EKD20433

Metarhizium acridum CQMa 102 EFY92367

Metarhizium anisopliae ARSEF 23 EFZ02888

Meyerozyma guilliermondii (Pichia guilliermondii) EDK39754
Millerozyma farinosa (Pichia farinosa) XP_004197404

Monascur ruber ACY56335

Myceliophthora thermofila ATCC 42464

XP_003663156

Naumovozyma castellii CBS 4309

XP_003674624

Naumovozyma dairenensis CBS 421

XP_003670209

Nectria haematococca mpV| 77-13-4

XP_003044802

Neosartorya fischeri NRRL 181

XP_001259476

Neurospora crassa OR74A XP_956704
Ogataea parapolymorpha DL-1 EFW94626
Paracoccidiodes brasilensis AAT40565

Paracoccidiodes sp. lutzii Pb01

XP_002795766

Penicillium chrysogenum

XP_002567778

Penicillium digitatum EKV10669
Pneumocystis carinii AAG27720
Pneumocystis jirovecii CCJ30679

Podospora anserina S mat+

XP_001908013

Cryptococcus neoformans AAD03596
Dacryopinax sp. DIM-731 SS1 EJU00042
Dichomitus squalens LYAD-421 SS1 EJF67111
Fibroporia radiculosa CCMO03768
Fomitoporia mediterranea MF3/22 EJD03724
Lentinula edodes AAT74567
Melampsora larici-populina 98AG31 EGG11834
Mixia osmundae IAM 14324 GAA97540
Moniliophtora perniciosa FA533 XP_002386966
Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp EKM61460
Piriformospora indica DSM 11827 CCA67815
Postia placenta Mad-698-R XP_002473929
Pseudozyma antarctica T-34 GAC73956
Puccinia graminis f. sp. Tritici CRL 75-36-700-3 XP 003322190
Punctularia strigozonata HHB-11173 SS5 EIN14396
Rhizoctonia solani AAW82439
Schizophyllum commune H4-8 XP_003037057
Serpula lacrymans var. Lacrymans S7.3 EG005254
Sporisorium reilianum SRZ2 CBQ68126
Stereum hirsutum FP-91666 SS1 EIM92356
Trametes versicolor FP-101664 SS1 EIW64048
Tremella mesenterica DSM 1558 EIW73507
Trichosporon asahii var. Asahii CBS 2479 EJT49135
Ustilago hordei CCF51194
Ustilago maydis 521 XP_756850
Wallemia sebi CBS 633.66 EIM22355
Zigomicetos
Organismo Nimero Acceso
Mucor circinelloides Gpb1 112430
Mucor circinelloides Gpb2 167321
Mucor circinelloides Gpb3 177085
Rhizopus oryzae Gpbl EIE81695
Rhizopus oryzae Gpb2 EIE75342
Rhizopus oryzae Gpb3 EIE83318
Rhizopus oryzae Gpb4 EIE81357
Rhizopus stolonifer Gpb1 AAT33370
Rhizopus stolonifer Gpb2 AAT66038
Phycomyces blakesleeanus Gpbl 153895
Phycomyces blakesleeanus Gpb2 104565
Phycomyces blakesleeanus Gpb3 139838
Phycomyces blakesleeanus Gpb4 14376

Pyrenophora teres f. teres 0-1

XP_003304755

Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP

XP_001936327

Chytridiomicetos

Saccharomyces cerevisiae S288c

NP_014855

Organismo

Nimero Acceso

Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802

EJT42627

Batrachochytrium dendrobatidis JAM81

EGF78517

Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis)

XP_001385209

Schizosaccharomyces japonicum

XP_002174248

Grupo Externo: Plantas

Schizosaccharomyces pombe

AAC37501

QOrganismo

Nimero Acceso

Sclerotinia sclerotiorum

XP_001595393

Arabidopsis lyrata

XP_002878953

Sordaria macrospora

XP_003348853

Arabidopsis thaliana

NP_180198

Brassica napus

ACX43273
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Las secuencias fueron alineadas mediante Clustal W y editadas manualmente
(BioEdit). Posteriormente, se determinaron que el modelo de sustitucion Jones-
Taylor-Thorton y valor de la variable discreta G=0.6729, fueron los més adecuados
en funcidn a la determinacion numeérica del criterio bayesiano para este conjunto
de datos (MEGADS). Se realizé un analisis filogenético, mediante el método de

maxima verosimilitud.

Cabe resaltar que no existen antecedentes de un analisis filogenético para
subnidades G fangicas, siendo este el primer trabajo. Se encontré que las
subunidades Gp fungicas se distribuyen en funcion a los distintos Phyla, estando
ascomicetos, basidiomicetos, zigomicetos y chrytridiomicetos en grupos distintos.
Las subunidades GB de ascomicetos se separaron en dos grandes grupos, uno de
ellos integrado por organismos filamentosos como es el caso de los géneros
Aspergillus, Trichoderma. El segundo grupo estd integrado por organismos
levaduriformes y dimoéficos como es el caso de los géneros Saccharomyces,
Kluyveromyces y Candida. Las secuencias de M. circinelloides estan agrupadas

con las de los demas zigomicetos.
8.2.3. Subunidades Gy fungicas

Con la finalidad de comparar evolutivamente las subunidades Gy de M.
circinelloides, fueron descargadas todas las secuencias disponibles de hongos en
la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), ademas de las secuencias Gy
de las plantas A. thaliana, A. lyrata y B. napus como grupo externo para la

comparacion.
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Figura 15. Andlisis filogenético molecular de las subunidades G flngicas. La
historia evolutiva fue inferida usando el método de Maxima Verosimilitud basado en el
matriz JTT. El arbol con la maxima verosimilitud es mostrado. El porcentaje de arboles en
los cuales los taxa asociados agruparon juntos es mostrado al lado de las ramas. El arbol
esta dibujado a escala, las medidas de las ramas representan el nimero de sustituciones
por sitio. El analisis involucré 156 secuencias de aminoacidos. El nimero de replicados

fue 500. Con distintos rotulos se muestrala distribucién de los Phyla de hongos y plantas

Como grupo externo.
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En cuanto a las subunidades Gy fungicas, fueron descargadas un total de 148
secuencias, de las cuales 143 pertenecen a hongos y cinco a las plantas antes
mencionadas. De las 143 secuencias de hongos, 84 corresponden a ascomicetos,

46 a basidiomicetos, 12 a zigomicetos y 1 a chytridiomicetos.

A continuacién se muestran las secuencias de aminoacidos utilizadas en el

andlisis filogenético, asi como su numero de acceso (Tabla 12).

Las secuencias fueron alineadas mediante ClustalW y editadas manualmente
(BioEdit). Posteriormente, se determinaron que el modelo de sustitucion Jones-
Taylor-Thorton y valor de la variable discreta G=1.1808, fueron los mas adecuados
en funcion a la determinacion numérica del criterio de informacion bayesianopara
este conjunto de datos (MEGAS). Se realizé un analisis filogenético, mediante el

método de maxima verosimilitud.

Al igual que para las subnidades Gp fungicas, no existen antecedentes de analisis
filogenético siendo este el primer trabajo. Se encontré que las subunidades Gy
fungicas se distribuyen en funcién a los distintos Phyla, estando ascomicetos,
basidiomicetos, zigomicetos y chrytridiomicetos en grupos distintos.

De igual manera que el caso anterior, las subunidades Gy de ascomicetos se
separaron en dos grandes grupos, uno de ellos integrado por organismos
filamentosos, mientras que el segundo grupo esta integrado por organismos
levaduriformes y dimérficos. Las secuencias de M. circinelloides estan dentro del
grupo de los zigomicetos junto a R. oryzae y P. blakesleeanus, no habiendo una
mayor cercania de las secuencias de M. circinelloides con alguno de estos

zigomicetos (Figura 16).
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Tabla 12. Subunidades Gy de hongos y plantas empleadas para el analisis filogenético.

Ascomicetos

Organismo

Nimero Acceso

Ascomicetos

Organismo

Nimero Acceso

Zygosaccharomyces rouxii CBS 732

XP_002498734

Zymoseptoria tritici IPO323

XP_003857206

Acremonium chrysogenum CAQ86906

Ajellomyces capsulatus H88 EGC46248
Ajellomyces dermatitidis ER-3 EEQ86349
Arthroderma otae CBS 113480 XP_002846140
Ashbya gossypii ATCC 10895 NP_983578

Aspergillus clavatus NRRL 1

XP_001269641

Basidiomicetos

Aspergillus flavus NRRL3357

XP_002374512

Organismo

Niumero Acceso

Agaricus bisporus var. burnettii JB137-S8 EKM82425
Agaricus bisporus var. burnettii JB137-S8 EKM82426
Auricularia delicata TFB-10046 SS5 EJD42247
Coniophora puteana RWD-64-598 SS2 EIW84923
Coniophora puteana RWD-64-598 SS2 EIW84925

Coprinopsis cinerea okayama7#130

XP_001833153

Coprinopsis cinerea okayama7#130

XP_001833154

Cryptococcus gattii WM276

XP_003194915

Cryptococcus gattii WM276

XP_003196912

Aspergillus fumigatus Af293 XP_750270
Aspergillus nidulans FGSC A4 XP_660346
Aspergillus niger ATCC 1015 EHA26396
Aspergillus terreus NIH2624 XP 001211767
Beauveria bassiana ARSEF 2860 EJP65162
Botryotinia fuckeliana B05.10 XP 001546098
Candida albicans WO-1 EEQ46970
Candida dubliniensis CD36 XP_002421375
Candida glabrata CBS 138 XP_449744
Candida orthopsilosis CCG24953
Candida parapsilosis CCE45246

Candida tropicalis MYA-3404

XP_002550777

Chaetomium globosum CBS 148.51

XP_001221847

Cryptococcus neoformans var. grubii AAX94562
Cryptococcus neoformans var. grubii AAX94563
Dacryopinax sp. DJM-731 SS1 EJU05664
Dichomitus squalens LYAD-421 SS1 EJF66306
Fomitiporia mediterranea MF3/22 EJD05687
Fomitiporia mediterranea MF3/22 EJD05689

Laccaria bicolor S238N-H82

XP_001874785

Laccaria bicolor S238N-H82

XP_001874786

Chaetomium thermophilum var. thermophilum DSM 1495 EGS17599
Clavispora lusitaniae ATCC 42720 XP_002616998
Coccidioides posadasii str. Silveira EFW15413

Colletotrichum gloeosporioides Nara gc5 ELA28639
Cordyceps militaris CMO1 EGX97135

Debaryomyces hansenii CBS767

XP_002777734

Eremothecium cymbalariae DBVPG#7215

XP_003646505

Exophiala dermatitidis NIH/UT8656 EHY53970
Gaeumannomyces graminis var. tritici R3-111a-1 EJT79592
Gaeumannomyces graminis var. tritici R3-111a-1 EJT81703

Geomyces destructans 20631-21 ELR05993
Gibberella zeae PH-1 XP_ 387411
Glarea lozoyensis 74030 EHK98081
Glomerella graminicola M1.001 EFQ28560
Grosmannia clavigera kw1407 EFX00451
Kazachstania africana CBS 2517 XP_003958268
Kazachstania naganishii CBS 8797 CCK69900
Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140 XP_454225

Lachancea thermotolerans CBS 6340

XP_002554536

Lentinula edodes (shiitake mushroom) Q870G5

Melampsora larici-populina 98AG31 EGG11817
Mixia osmundae |IAM 14324 GAA98923

Moniliophthora perniciosa FA553 XP 002393293
Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp EKM55069
Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp EKM55070
Pirifformospora indica DSM 11827 CCA70565
Piriformospora indica DSM 11827 CCA74438
Pirifformospora indica DSM 11827 CCA77979

Postia placenta Mad-698-R XP 002473479
Pseudozyma antarctica GAC76245

Puccinia graminis f. sp. tritici CRL 75-36-700-3 XP 003319878
Punctularia strigosozonata HHB-11173 SS5 EIN07203
Punctularia strigosozonata HHB-11173 SS5 EIN07204
Rhizoctonia solani AG-1 IA ELU45007

Leptosphaeria maculans JN3

XP_003838445

Schizophyllum commune H4-8

XP_003036099

Schizophyllum commune H4-8

XP_003036100

Macrophomina phaseolina MS6 EKG16642
Magnaporthe oryzae Y34 ELQ44435

Marssonina brunnea f. sp. 'multigermtubi' MB_m1 EKD12404
Metarhizium acridum CQMa 102 EFY85303

Metarhizium anisopliae ARSEF 23 EFY98852
Millerozyma farinosa CBS 7064 (Pichia farinosa CBS 7064) CCEB82051
Monascus ruber ACY56336

Myceliophthora thermophila ATCC 42464

XP_003662827

Naumovozyma castellii CBS 4309

XP_003677726

Naumovozyma dairenensis CBS 421

XP_003669616

Neosartorya fischeri NRRL 181

XP_001265146

Serpula lacrymans var. lacrymans S7.3 EGN95537
Serpula lacrymans var. lacrymans S7.3 EGN95538
Sporisorium reilianum SRZ2 CBQ71384
Stereum hirsutum FP-91666 SS1 EIM89593
Stereum hirsutum FP-91666 SS1 EIM89594
Trametes versicolor FP-101664 SS1 EIW51820
Trametes versicolor FP-101664 SS1 EIW51836
Tremella mesenterica DSM 1558 EIW65764
Tremella mesenterica DSM 1558 EIW67236
Ustilago hordei CCF49057

Ustilago maydis 521 XP_762256
Wallemia sebi CBS 633.66 EIM24256

Neurospora crassa OR74A XP_956152
Ogataea parapolymorpha DL-1 EFW94878
Paracoccidioides brasiliensis ABS18965

Paracoccidioides sp. 'lutzii' PbO1

XP_002796958

Penicillium chrysogenum Wisconsin

XP_002561346

Penicillium digitatum PHI26 EKV11420
Phaeosphaeria hodorum SN15 XP_001790979
Pneumocystis jirovecii CCJ30991

Podospora anserina S mat+

XP_001908347

Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP

XP_001937484

Saccharomyces arboricola H-6 EJS43068
Saccharomyces cerevisiae S288c NP_012619
Saccharomyces cerevisiae x Saccharomyces kudriavzevii EHN01619
Saccharomyces kudriavzevii IFO 1802 EJT41341

Sclerotinia sclerotiorum 1980 UF-70

XP_001586580

Sordaria macrospora k-hell

XP_003351591

Spathaspora passalidarum NRRL Y-27907

EGW30024

Talaromyces marneffei ATCC 18224

XP_002150164

Zigomicetos
Organismo Nimero Acceso

Mucor circinelloides Gpgl 144686

Mucor circinelloides Gpg2 167321

Mucor circinelloides Gpg3 177805
Phycomyces blakesleeanus 20455
Phycomyces blakesleeanus 160687
Phycomyces blakesleeanus 116092
Phycomyces blakesleeanus 144004
Rhizopus oryzae RA 99-880 EIE76768
Rhizopus oryzae RA 99-880 EIE77798
Rhizopus oryzae RA 99-880 EIE77902
Rhizopus oryzae RA 99-880 EIE80956
Rhizopus oryzae RA 99-880 EIEB1638

Talaromyces stipitatus ATCC 10500

XP_002484099

Tetrapisispora phaffii CBS 4417

XP_003685586

Thielavia terrestris NRRL 8126

XP_003655757

Chytridiomicetos

Torulaspora delbrueckii

XP_003680419

Organismo

Nimero Acceso

Batrachochytrium dendrobatidis JAM81

EGF83393

Trichoderma atroviride IMI 206040 EHK41220
Trichoderma reesei QM6a EGR50886
Trichophyton equinum CBS 127.97 EGE05271

Tuber melanosporum Mel28

XP_002842388

Grupo Externo: Plantas

Uncinocarpus reesii 1704

XP_002583712

Organismo

Nimero Acceso

Vanderwaltozyma polyspora DSM 70294

XP_001645764

Verticillium albo-atrum VaMs.102

XP_003000965

Wickerhamomyces ciferrii

CCH42598

Yarrowia lipolytica CLIB122

XP_499816

Arabidopsis thaliana AEE80480.1
Arabidopsis thaliana AEE76694.1
Arabidopsis lyrata AEE80480.1
Arabidopsis lyrata XP_002883385.1
Brassica napus ACX43275.1
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Figura 16. Andlisis filogenético de las subunidades Gy fungicas. La historia evolutiva

fue inferida usando el método de Maxima Verosimilitud basado en el matriz JTT. El arbol

con la méaxima verosimilitud es mostrado. El porcentaje de arboles en los cuales los taxa

asociados agruparon juntos es mostrado al lado de las ramas. El &arbol est4 dibujado a

escala, las medidas de las ramas representan el nimero de sustituciones por sitio. El

andlisis involucré 148 secuencias de aminoacidos. El numero de replicados fue 500. En

diferentes colores se muestran la distribucion de los Phyla de hongos y plantas como

grupo externo.
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8.3 Evaluacion del crecimiento en M. circinelloides

8.3.1 Crecimiento aerb6bico y autoanaerébico en medio YPG de M.

circinelloides

Con el objetivo de determinar los tiempos a considerar para llevar a cabo los
andlisis de expresion relativa se determinaron en primer lugar, las curvas de
crecimiento para M. circinelloides en condiciones aerdbicas (Figura 17A) y
autoanaerobicas (Figura 17B) en medio YPG, determinando en cada caso la

biomasa, representada por el peso seco (g) por cada litro de medio.

Los resultados, muestran cinéticas de crecimiento similares para ambas
condiciones de crecimiento, aunque con una menor generacion de biomasa en el
crecimiento levaduriforme. El crecimiento aerébico genera aproximadamente cicno
veces mas biomasa por litro de volumen de medio en relacidon al crecimiento

levaduriforme.

Los tiempos seleccionados para posteriores analisis fueron 0, 6, 12 y 24 horas de
crecimiento, lo cuales corresponden a distintas fases de la curva de crecimiento: O
horas (esporas, estadio inicial), 6 horas (fase exponencial), 12 y 24 horas (fase
estacionaria), cabe hacer mencion que a las 24h de crecimiento al igual que ha
sido reportado por Mcintyre y col.,, 2002, tambien se observo la presencia de
artrosporas, por lo cual este tiempo no Unicamente esta involucrado el dimorfismo,

al mostrar la generacion de otra estructura celular (artrospora) (Figura 18).

Los tiempos seleccionados corresponden a las mismas etapas de las curvas de
crecimiento tanto para crecimiento filamentoso como para crecimiento

levaduriforme.
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Figura 17. Curvas de crecimiento aerbébico y anaerd6bico de M. circinelloides en
medio YPG. El crecimiento celular fue determinado como gramos de peso seco por litro
de medio de cultivo. M. circinelloides fue crecido en medio YPG a 28°C bajo condiciones
aerdbicas (A) o autoanaerdbicas (B). Las muestras fueron colectadas a 3, 6, 12, 24 y 48
horas. Los valores reportados son promedios + desviaciones estandar obtenidas mediante
tres cultivos obtenidos de manera independiente. Los asteriscos muestran los tiempos

seleccionados (0, 6, 12, y 24 horas) para posterior analisis de la expresion génica.

8.3.2 Transiciones morfoldgicas

La transicion Micelio-Levadura se generd mediante la germinacion de esporas en
condiciones aerdbicas por 5 h, la biomasa fue filtrada y se depositd en medio de
cultivo YPG fresco y fue sometida a condiciones de crecimiento de
autoanerobiosis por 3 y 6 h. De igual forma, para la obtencién de la transicion
Levadura-Micelio, las esporas fueron propagadas en condiciones de
autoanaerobiosis por 10 h, la biomasa fue filtrada y se deposité en medio fresco y
se sometid a condiciones de crecimiento aerébicas durante 3y 6 h. (Figura 18).
Para ambos casos, la transicion morfologica de 3 horas fue el tiempo elegido para

posteriores estudios.
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Figura 18. Desarrollo del crecimiento de M. circinelloides bajo condiciones
aerObicas o autoanaerobicas. La cepa R7B de M. circinelloides fue crecida en medio
YPG a 28°C bajo condiciones aerdbicas o autoanaerodbicas. Las transiciones Micelio-
Levadura (M-L) y Levadura-Micelio (L-M) fueron llevadas a cabo como se muestra en
Materiales y Métodos. Las fotografias representan células crecidas durante 6, 10, y 24
horas para crecimientos levaduriformes y miceliares conectados por lineas solidas,
mientras que las punteadas unen las transiciones morfolégicas. Se muestra ademas el

desarrollo de artrosporas a las 24h de crecimiento aerébico.
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8.3.3 Crecimiento aerbdbico y autoanaerdbico de M. circinelloides en medios

minimos

Con la finalidad de determinar los tiempos a considerar para llevar a cabo los
andlisis de expresion relativa en respuesta a diferentes fuentes de carbono y
nitrégeno se determinaron en primer lugar, las curvas de crecimiento para M.
circinelloides en condiciones aerdbicas (Figura 19A) y autoanaerébicas (Figura
19B), en tres medios minimos, medio A (glucosa y peptona de gelatina), medio B
(glucosa y sulfato de amonio), medio C (glicerol y peptona de gelatina).
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Figura 19 . Curvas de crecimiento de M. circinelloides en medios minimos. Mucor
circinelloides fue crecido aer6bicamente (A) o auto-anaerébicamente (B) en tres tipos de
medios minimos: Glucosa + Peptona (e), Glicerol + Peptona (A), Glucosa + Sulfato de
Amonio (V) y se determiné el crecimiento como peso seco a las 3, 6, 12, 24 y 48 horas.
Se muestran los promedios de tres experimentos independientes y las barras

corresponden a la desviacion estandar.

Los resultados muestran que en medio minimo A, la generacion de biomasa es
mayor respecto a los medios B y C tanto en crecimiento aerdbico como en
autoanaerobico. Sin embargo, las distintas fases de la curva de crecimiento son
similares, apareciendo a los mismos tiempos en los tres medios. Se generé mayor

cantidad de biomasa en micelio respecto a levaduras, independientemente del
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medio empleado. Ademas, se determiné el porcentaje de esporas germinadas en
condiciones aerdbicas y anaerobicas en los tres medios minimos y medio YPG
como referencia, encontrando que en aerobiosis como en auto-anaerobiosis en
medio YPG se presenta germinacion celular mas rapida en relacion a los medios
minimos, seguido por el medio minimo con fuente de carbono fermentable y de
nitrégeno inorganica. Los porcentajes de germinacion mas tardios se hallan en los

medios minimos By C (Figura 20 ).
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Figura 20. Porcentaje de germinacion aerdbica y autoanaebica para diferentes medios
de cultivo en M. circinelloides. M. circinelloides fue crecido aerdbicamente (A) vy
autoanaerébicamente (B) durante 3, 6, 12, 18 y 24 horas en medio YPG y en tres medios
minimos (A, B y C). Se contaron el nimero de células germinadas. Los puntos representan el

promedio de tres experimentos independientes y las barras muestran el error estandar.
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Es hasta el tiempo de 24h que en crecimientos aerébico y autoanaerébico para

todos los medios se alcanzaron porcentajes de germinacion mayores a 90%.

El tiempo de crecimiento seleccionado en los diferentes medios y condiciones de
cultivo corresponde a 24 horas de crecimiento, el cual corresponde en todos los
casos a la fase estacionaria de la curva de crecimiento, ademas de presentar

porcentajes de germinacion superiores al 90%.

.Se muestran a continuacion fotografias que muestran la morfologia de las células
crecidas aerObicamente y autoanaerdbicamente 24h en los tres medios minimos

evaluados.

20um

Esporas

Aerobiosis '-"‘ I

| — —

A s w

Crecimiento 24h

Auto-anaerobiosis

I .

Medio A Medio B Medio C

Figura 21. Fotografias de 24 h de crecimiento de M. circinelloides en medios
minimos. M. circinelloides fue crecido aerobica y autoanaerobicamente por 24 h en
medios minimos. Se muestran microfotografias y las celdas de un hematocitometro como
referencia de tamafio, la linea mide 20um. La composicion de los medios minimos es la

siguiente, A: Glucosa + Peptona; B Glicerol + Peptona; C: Glucosa + Sulfato de Amonio.
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8.4 Seleccibn de los genes normalizadores para RT-gPCR en

M. circinelloides durante el dimorfismo

Una vez elegido los tiempos en los cuales se llevarian a cabo las determinaciones
de expresion de los genes de interés, se procedié a evaluar la estabilidad de
expresion de las sondas correspondientes a los genes normalizadores en las
diversas condiciones, los cuales han sido previamente reportados en otros

sistemas bioldgicos .

Fueron analizados un conjunto de siete genes normalizadores para RT-PCR en
tiempo real durante la diferenciacion cellular dimorfica de M. circinelloides: 1)
mcvma-1, que codifica la subunidad catalitica de la ATPasa vacuolar (Wescher y
Bowman, 1995); 2) mctfc-1, que codifica para una subunidad del factor de
transcripcion TFIIC de la RNA polimerasa Il (Teste y col., 2009); 3) mcef-1, que
codifica el factor de elongacién de la traduccion factor (Schuchardt, 2005); 4)
mctfb-4, que codifica para una subunidad del complejo TFIIH, involucrado en la
iniciacion de la transcripcion (Spiering y col., 2010); 5) mcel, que codifica la
enzima activadora de ubiquitina, que cataliza el primer paso durante la ruta de
ubiquitinacién (Guo y Smith., 2010); 6) mc18S el gen que codifica el RNA
ribosomal 18S (Kuchipudi y col., 2012) 7) mc28S el gen que codifica el RNA
ribosomal 28S (Xue y Cheng, 2012).

Se identificaron los genes homdélogos en M. circinelloides usando la base de datos
disponible en la red. A continuacion se muestran los numeros de acceso,
porcentajes de identidad de las proteinas y transcritos identificados en M.

circinelloides respecto a otros organismos (Tabla 13 y Tabla 14).
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Las secuencias homélogas a genes de referencia empleados en otros organismos
seidentificarons en M. circinelloides. Las secuencias fueron comparadas
mediante Clustal W para proteinas (Tabla 13), y Clustal V para secuencias de
transcritos (Tabla 14), y se muestran porcentajes de identidad en ambos casos,

ademas de porcentajes de similitud para las secuencias de proteinas. Se

muestran los nUmeros de acceso para todas las secuencias.

Tabla 13. Porcentajes de identidad de genes normalizadores en M. circinelloides

respecto a otros organismos.

Tamafio amplicon

Secuencias de transcrito (NiUmero de acceso) % ldentidad (pares de bases
mcvma-1 (154376) Nc vma-1 (XM_956480.2) 59 94
mctfc-1(106349) Sc tfc-1 (NM_001178471.3) 23.6 90
mcef-1 (156959) Um ef-1 (XM_751978.1) 83.2 87
mctfb-4 (155179) Sc tfh-4 (NM_001184153.1) 33.3 74
mcel (26195) Mm el (NM_001276316.1) 49.1 67
mc28S (115810) Sc 28S (JQ277730.1) 93 73
mc18S (111012) Sc 18S (JQ277730.1) 45.6 95

Abreviaturas: M. circinelloides (Mc), M.musculus (Mm), N. crassa (Nc), S. cerevisiae (Sc), Ustilago

maydis (Um).

Tabla 14. Porcentajes de identidad y similitud de proteinas codificadas por genes
normalizadores en M. circinelloides respecto a otros organismos.

Secuencias de proteina (NUmero de acceso) % Identidad | % Similitud
McVma-1 (154376) Nc Vma-1 ( AAA33621.1) 73.3 84.4
McTfc-1(106349) Sc Tfc-1 (NP_009681.3) 21.4 42.8
McEf-1 (156959) Um Ef-1 (XP_757071.1) 84.1 94.5
McTfb-4 (155179) Sc Tfb-4 (NP_015381.1) 39.3 60.3
McE1 (26195) Mm E1 (BAA01433.1) 59.4 74.4

Abreviaturas: M. circinelloides (Mc), M.musculus (Mm), N. crassa (Nc), S. cerevisiae (Sc), Ustilago

maydis (Um).
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Fueron diseflados oligonucle6tidos y sondas especificas para cada gen
normalizador, (Tabla 4). Se corrieron electroforéticamente los productos de RT
PCR correspondientes a los genes normalizadores propuestos que se evaluaron
durante el dimorfismo M. circinelloides. Se aprecian productos Unicos que

corresponden a los tamafios esperados de los amplicones. (Figura 22).

Figura 22. Corrimiento electroforético de los productos de RT-PCR en tiempo real
para los genes de referencia de M. circinelloides. Corrimiento electroforético en gel de
agarosa 2% para los genes de referencia. En el carril 1 se muestra el marcador tamafio
molecular 1 kb Track it (Invitrogen), de los carriles 2 al 8 se cargaron (100 ng): mcef-1,
mctfb-4, mcvma-1, mctfc-1, mc18S, mc28S y mcel. Se muestran los tamafios de los
amplicones en pares de bases.

Un enfoque para validar los genes normalizadores durante la diferenciacion
morfolégica consistié en verificar los valores de los Cq obtenidos por RT-gPCR
durante las diferentes condiciones morfoldgicas. Los datos de Cq se obtuvieron
usando las sondas para los siete genes candidatos durante las condiciones
morfolégicas de esporas, crecimientos micelial y levaduriforme de 6, 12 y 24 horas
(Figura 23).
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Gen mc18S mc28S metfc-1 | mcef-1 mecvma-1 mcel metfb4
Media 257 89 224 135 21.1 235 236
. _Desv.Est. 27 05 1.1 08 13 23 16
Coef. Var. 0.105 0.056 0.049 0.059 0.062 0.098 0.068

Figura 23. Distribucién de los niveles de expresion (Cq) de los diferentes genes
constitutivos durante esporas, crecimiento micelial, levaduriforme de M.
circinelloides. Cada punto representa valores de Cq obtenidos de curvas de
amplificaciéon de RT-PCR en tiempo real. Los genes mc28S, mctfc-1, mcef-1, mcvma-1,
mcel, mctfb4 y mc18S fueron evaluados por RT-PCR en tiempo real para esporas (Xx),
micelio 6, 12 y 24 h (m); y levadura 6, 12 y 24 h (V). La desviacion estandar esta
representada para cada etapa de diferenciacion con N=4. Se muestran en la tabla inferior
las medias, desviaciones estandar y coeficiente de variacién para cada uno de los genes

probados.

Los resultados permitieron identificar las sondas correspondientes a los genes
mc28S, mctfc-1, mcef-1 y mcvma-1 como aquellas que presentan una menor

variacion en las condiciones ensayadas, esto se aprecia por los valores de
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desviacion estandar y coeficiente de variacibn menores, respecto a los demas
genes evaluados. Debido a la mayor variabilidad en sus valores de Cq que
presentaron los genes mcl18S, mcel y mctfb-4 en las condiciones probadas,
fueron descartados como genes normalizadores. Las sondas correspondientes a
genes mc28S, mctfc-1, mcef-1 y mcvma-1 fueron posteriormente evaluadas para

las transiciones levadura-micelio y micelio-levadura de 3 horas. (Figura 24).
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Figura 24. Distribucién de los niveles de expresion (Cq) de los diferentes genes
constitutivos durante esporas, crecimiento micelial, levaduriforme y transiciones
morfolégicas de M. circinelloides. Ademas de los datos obtenidos para esporas (x), y
crecimiento micelial de 6, 12y 24 h (W) y levaduriforme de 6, 12y 24 h (V) se grafican los
Cgs correspondientes para los genes mc28S, mctfc-1, mcef-1 y mcvma-1 para las
transiciones de 3y 6 horas de levadura-micelio (%) y micelio-levadura (@). La desviacion
estandar esta representada para cada etapa de diferenciacion con una barra, el ensayo
consisti6 en N=4 para las etapas de esporas, micelio y levadura, y N=3 para las
transiciones micelio-levadura y levadura-micelio. Se muestran en la tabla inferior las
medias, desviaciones estandar y coeficiente de variacion para cada uno de los genes

probados.
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8.4.1 Analisis matematico de los genes normalizadores durante el

dimorfismo de M. circinelloides

El analisis matematico fue realizado siguiendo el algoritmo propuesto por
Vandesompele y col., 2002, el cual determina la estabilidad de los genes y de
esta manera identificar el gen normalizador mas estable y la mejor pareja de
genes normalizadores. Se trata de una herramienta matematica que compara los
Cq de los genes en las diferentes condiciones ensayadas. Los célculos se
describen en materiales y métodos. De acuerdo al algortimo la mejor estabilidad
individual se denota como el valor M;mas pequefio. De la misma forma la pareja

mas estable esta descrita por el valor Vjx mas pequefio.
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Figura 25. Estabilidad individual promedio (Mj) de los genes de referencia durante el
dimorfismo de M. circinelloides. La medida de estabilidad individual promedio (M) fue
determinada para los genes constitutivos mc28S, mcvma-1, mcef-1y mctfc-1 en todas

las conciones probadas de acuerdo al algoritmo estadistico de geNorm.

El algoritmo de Vandesompele y col., 2002 permite también determinar la mejor

pareja normalizadora entre todos los genes estudiados. Este valor se conoce
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como Vj, y se midio la estabilidad de parejas de genes mediante el parametro Vi
para los genes mc28S, mcvma-1, mcef-1 y mctfc-1 para esporas, crecimiento
micelial y levaduriforme y transiciones micelio-levadura y levadura-micelio en M.

circinelloides. El valor mas bajo de Vjk corresponde a la pareja mas estable.

Tabla 15. Variacion de la estabilidad de expresion génica en parejas de genes de

referencia de M. circinelloides durante el dimorfismo.

V (/k)
J |
Gen mc288 mctfc-1 meef-1 | mevma-1
mc28S 0.084 0.127|  0.103
metfe-1 0.084 | 0059 0.063
Kk mcef-1 0.127 0.059 | I 0.071
mevma-1 0.103 0063  0.071|

Los resultados anteriores muestran que la mejor pareja de genes normalizadores

en M. circinelloides durante el dimorfismo es la integrada por mctfc-1 y mcef-1.

8.5 Determinacion de eficiencias de amplificacion

Como parte del andlisis de expresion relativa, fue necesario calcular las eficiencias
de reaccion para todos los genes estudiados, los normalizadores y los genes que
codifican para subunidades de proteinas G heterotriméricas ya que el calculo de
los niveles de expreson involucra la correccién de eficiencias de amplificacion
(Pfaffl, 2001), Se ejemplifica con el gen mctfc-1 (Figura 26) de la obtencion de la
pendiente de la curva estandar, que es un valor requerido para el céalculo de la

eficiencia de amplificacién, como se explica en Materiales y Métodos..
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Figura 26. Distribucion de Cq para diferentes concentraciones de RNA total para
mctfc-1. A. Curvas de amplificacion de RT-gPCR, se emplearon como templados
concentraciones de RNA total de 500, 50, 5, 0.5 y 0.05 ng. B. Grafica con escala
logaritmica donde el punto 5 es para la concentraciéon de 500 ng es, el punto 4 para 50 ng

y asi sucesivamente, mostrando linea de tendencia con su pendiente y R”.
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El gen mcgpgl de M.circinelloides registro valores de Cq entre 33 y 35 usando
una concentraciéon de RNA total de 500 ng. El rango dinamico de la reaccion de
RT-gPCR no permitié la determinacion de la eficiencia de amplificacion usando
como templado RNA total para mcgpgl, como si lo fue en todos los demés genes
gue codifican subunidades G heterotrimericas. Por lo tanto, la determinacion de la
eficiencia de amplificacion para mcgpgl se realizé mediante la amplificacion del
cDNA de mcgpgl mediante una reaccion de RT PCR. Este producto de cDNA de
mcgpgl fue sometido a electr6foresis en un gel de agarosa y purificado. Se
cuantificé el fragmento de DNA correspondiente a mcgpgl y se realizaron las
diluciones correspondientes (1000-0.1 ng) y de esta manera fue posible calcular la
eficiencia de amplificacion para este gen mcgpgl (Tabla 16). Los rangos de
eficiencia mayores a 80% son requeridos por que el calculo de los niveles de
expresion implica la comparacion de las eficiencias de amplificacion de los genes
de interés normalizador y del gen normalizador. Los genes cuyas eficiencias sean
menores a 80% deben ser descartados, ya que los resultados de expresion

relativa no son validos (Pestana y col., 2010).

Tabla 16. Eficiencias de amplificacion de los genes normalizadores y subunidades

Ga, GBy Gy para RT- gPCR en M. circinelloides.

Gen Efici‘er-wia-de Gen Efici(‘arjcia-de Gen Efici.erllcia‘de
amplificacion amplificacion amplificacion

mcgpal 94.3 mcgpal0 90 mcl18S 94.4
mcgpa2 100 mcgpall 84.5 mc28S 89.1
mcgpa3 85.6 mcgpal2 84.7 mctfc-1 84
mcgpa4 100 mcgpbl 84.7 mcvma-1 89.1
mcgpas 94.4 mcgpb2 84.1 mcef-1 100
mcgpa6 85.6 mcgpb3 97.2 mcel 74.8
mcgpa? 87.7 mcgpgl 91.5 mctfb-4 91
mcgpa8 86.7 mcgpg2 86.7
mcgpa9 100 mcgpg3 94.2
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8.6 Expresidon de los genes que codifican subunidades Ga, GB y Gy en M.

circinelloides durante el dimorfismo

Se analizaron los niveles de transcrito de los genes que codifican para
subunidades Ga, GB y Gy durante el dimorfismo en M. circinelloides mediante
ensayos de RT-PCR en tiempo real en las siguientes condiciones morfolégicas:
esporas, 6, 12 y 24 horas para crecimiento micelial y levaduriforme, y 3 horas en
las transiciones micelio-levadura y levadura-micelio (ver Materiales y Metodos) en
donde se registraron los valores de Cq correspondientes a las diferentes
subunidades Ga (mcgpal-mcgpal2), GB (mcgpbl-mcgpb3), vy Gy (mcgpgl-
mcgpg3) en M. circinelloides. Posteriormente, se compararon los diferentes Cq
mediante la formula del Delta-Ct (Livak y Schmittgen, 2001) con correccién de las
eficiencias de amplificacion (Pfaffl, 2001), empleando a mctfc-1 como

normalizador.
Los datos obtenidos fueron analizados desde varios enfoques.

A) Comparacion de los niveles de transcrito de los genes de manera global. Es
decir, identificar cuales genes se expresan a niveles mayores 0 menores
gue los deméas genes considerando todos los estadios morfolégicos del
dimorfismo.

B) Identificacion de genes con patrones de expresion especificos a una sola
morfologia. Es decir, comparando los niveles de transcrito de un mismo gen
para todo el proceso dimorfico, se identificaron cuales estadios
morfoldgicos correlacionan con un nivel de expresion elevado o disminuido.

C) Identificacion de grupos de genes con patrones de niveles de transcrito

similares durante el proceso dimorfico
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8.6.1 Expresion de las subunidades Ga de M. circinelloides durante el

dimorfismo

Se realiz6 la comparacion de niveles de transcrito entre las subunidades mcgpal-
mcgpal2 y el gen normalizador mctfc-1 durante el dimorfismo, mediante la formula
Delta-Ct (Livak y Schmittgen, 2001) con correccion de eficiencias de amplifiacion
(Pfaffl, 2001) (Figura 27).
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Figura 27. Expresion de los genes que codifican para subunidades Ga durante el
dimorfismo en M. circinelloides. Se grafican los niveles de transcrito de las
subunidades mcgpal-mcgpal2 respecto a mctfc-1 durante el dirmorfismo. Los estadios
morfolégicos estudiados fueron, 1: esporas; 2, 3, 4: crecimiento aerébico (6, 12 y 24
horas), 5: transiciébn micelio-levadura; 6, 7, 8: crecimiento autoanaerdbico (6, 12 y 24
horas); 9: transicion levadura-micelio. Se indican en asteriscos el grupo de la clasificacion
filogenética de subunidades Ga al que pertenencen (*-I; **-Il y ***[[]). Se muestra el
promedio de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error
estandar. las diferencias estadisticamente significativas (Fisher, p<0.05) se muestran en
letras.
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Fueron detectados niveles de transcrito para todos los genes que codifican las
subunidades Ga (mcgpal-mcgpal2) en M. circinelloides durante el dimorfismo.
Las doce subunidades tienen niveles de transcrito acumulados diferencialmente,
es decir no hay alguna subunidad que mantenga niveles de transcrito sin

diferencias estadistica para todos los estadios morfologicos evaluados.

Existen genes como mcgpal, mcgpa2 y mcgpa9 que presentan bajos niveles de
transcritos respecto a los deméas genes durante todo la diferenciacion dimorfica
(aproximadamente 5 veces menores respecto a la media de los deméas genes). A
diferencia de mcgpa3 y mcgpad4 que presentan niveles relativamente altos
comparado con los demas genes en todas las condiciones (aproximandamente el
doble respecto a la media de los demas genes). Por su parte, los mcgpab,
mcgpa6, mcgpa7, mcgpa8, mcgpalO, mcgpall y mcgpal2, por lo regular,
presentan niveles de transcritos medios en relaciéon a los demas genes. EIl gen
mcgpall presenta en esporas mayores niveles de transcrito comparado con el
crecimiento vegetativo (aproximadamente 8 veces), siendo también el gen que
codifica para una subunidad Ga con el nivel de transcrito mas alto para la
morfologia de esporas. Por su parte el gen mcgpa4 presenta mayores niveles de
transcrito en levadura respecto a micelio y esporas en M. circinelloides
(aproximadamente el doble). Se determind que algunas subunidades Ga
(mcgpab, mcgpa7 6 mcgpall) presentan niveles y patrones de transcrito similares
a subunidades GB (mcgpbl) y Gy (mcgpg2) (Figura 28) lo que podria sugerir que
sean traducidas y pudieran formarprobables complejos heterotriméricos durante el
crecimiento levaduriforme (Figura 29).

Para el caso de las subunidades mcgpb3 y mcgpg3, se encontraron patrones y
niveles de transcrito similares durante todas las etapas del proceso dimérfico
evaluadas: esporas, crecimiento micelial y levaduriforme de 6, 12 y 24 horas y las
transiciones morfolégicas micelio-levadura y levadura-micelio. Después de la

traduccion dichas secuencias podrian formar un dimero (Figura 30).
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8.6.2. Subunidades GB y Gy de M. circinelloides durante el dimorfismo

Se realiz6 la comparacion de niveles de transcrito entre las subunidades mcgpb1-
mcgpb3, mcgpgl-mcgpg3 y el gen normalizador mctfc-1 durante el dimorfismo,
mediante la férmula Delta-Ct (Livak y Schmittgen, 2001) con correccion de
eficiencias de amplifiacion (Pfaffl, 2001) (Figura 28).
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Figura 28. Expresién de los genes que codifican para subunidades Gf8 y Gy durante
el dimorfismo en M. circinelloides. Se graficanlos niveles relativos de transcrito entre
las subunidades G (mcgpbl-mcgpb3) y Gy (mcgpgl-mcgpg3) con el gen normalizador
mctfc-1 durante el dimorfismo. Los estadios morfol6gicos estudiados fueron, 1: esporas;
2, 3, 4: crecimiento aerébico (6, 12 y 24 horas), 5: transicion micelio-levadura; 6, 7, 8:
crecimiento autoanaerébico (6, 12 y 24 horas); 9: transiciéon levadura-micelio Se muestra
el promedio de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error
estandar. las diferencias estadisticamente significativas (Fisher, p<0.05) se muestran en

letras.
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Se detectaronniveles de transcrito para todas las subunidades G y Gy en M.
circinelloides durante el dimorfismo en al menos un estadio morfolégico. Para las
tres subunidades GB y las tres subunidades Gy se determiné que tienen niveles de
transcrito acumulados diferencialmente, no fue registradoalgin gen que no tuviera
diferencias estadisticamente significativas durante las condiciones probadas. Los
genes que mostraron mayores niveles de transcrito durante el proceso dimorfico
en M. circinelloides respecto a los demas genes que codifican para subunidades
GB y Gy fueron mcgpbl, mcgpb2 y mcgpg2, respecto a la media de los demas
genes. Por su parte mcgpb3 y mcgpg3 mostraron niveles intermedios de
transcrito, y mcgpgl niveles muy bajos respecto al resto de los genes. Para el gen
mcgpgl los niveles de transcrito fueron detectados solamente en el estadio
levaduriforme y no en esporas ni en micelio, aunque dichos valores son muy bajos

(5 0 6 6rdenes de magnitud menores que los demas genes).

El gen mcgpbl presenta mayores niveles de transcrito en micelio respecto a los
estadios de esporas Yy crecimiento levaduriforme (aproximadamente el triple). El
gen que codifica para la subunidad mcgpb2 es el que presenta los mayores

niveles de transcrito durante el dimorfismo.

A continuacion se muestran los patrones de niveles de transcrito de las
subunidades de los genes que codifican para subunidades Ga, GB y Gy en M.
circinelloides durante los crecimientos micelial y levaduriforme (Tabla 17 y Tabla
18 ) y las transiciones morfolégicas micelio-levadura (Tabla 19) y levadura-micelio

(Tabla 20). Estos valores estan basados en las Figuras 27 y 28.

Los cambios en los niveles de expresion, estan basados en el criterio numérico
que indica que los cambios de expresion al doble o a la mitad de lo niveles de
expresion respecto a un estadio en particular, indicaria induccion o represion,

respectivamente (Schenay col., 1996; Ko y col., 2002).
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Tabla 17. Patrones de expresion de

los genes que codifican para

subunidades Ga, GB y Gy en M. circinelloides durante crecimiento micelial

respecto a esporas en medio YPG..

o . Durante crecimiento micelial respecto a esporas
Crecimiento | Subunidades
SE NO SE
SE INDUCE REPRIME FLUCTUA CONSTANTE EXPRESA
mcgpa3* mcgpa2* mcgpad** mcgpal*
mcgpa8* mcgpa5** mcgpa6**
Ga mcgpagrt* mecgpaz*+*
Micelial mcgpalo***
mcgpall*
mcgpal2***
GB mcgpbl mcgpb?2
mcgpb3
Gy mcgpg3 mcgpg2 mcgpgl

Se indican en asteriscos el grupo de clasificacion de acuerdo a Bolker (1998) de

subunidades Ga al que pertenencen (*-1; **-11 y ***[[[).

Tabla 18. Patrones de expresion de

los genes que codifican para

subunidades Ga, GB y Gy en M. circinelloides crecimiento levaduriforme

respecto a esporas en medio YPG.

Durante crecimiento levaduriforme respecto a esporas
Crecimiento | Subunidades
SE SE NO SE
INDUCEN | REPRIMEN | FLUCTUAN | CONSTANTES | EXPRESAN
mcgpa3* | mcgpa2* mcgpal*
mcgpad** | mcgpa5** mcgpa6**
Ga mcgpa8* | mcgpa7***
Levaduriforme mcgpa9*** | mcgpal2*+*
mcgpalo***
mcgpall*
GB mcgpbl mcgpbl
mcgpb3 mcgpb?2
Gy mcgpgl mcgpg2
mcgpg3
Se indican en asteriscos el grupo de clasificacion de acuerdo a Bolker (1998) de

subunidades Ga al que pertenencen (*-I; **-I1l 'y ***-[II).
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Comparando los niveles de transcrito de los genes que codifican para
subunidades Ga, GB y Gy en M. circinelloides durante crecimiento micelial (6, 12 y
24h) respecto a sus niveles de transcrito durante el estadio de esporas, se pueden
identificaron 5 patrones. 1) Genes cuyos niveles de transcrito se indujeron durante
este crecimiento: mcgpa3, mcgpbl, mcgpb3 y mcgpg3. 2) Genes cuyos niveles de
transcrito se reprimieron durante este crecimiento: mcgpa2, mcgpa8, mcgpa9,
mcgpal0, mcgpall y mcgpal2. 3) Genes cuyos niveles de transcrito fluctuaron,
es decir en algunas ocasiones se reprimieron y en otras se indujeron, durante este
crecimiento: mcgpa4, mcgpab, y mcgpg2. 4) Genes cuyos niveles de transcrito
permanecieron constantes durante este crecimiento: mcgpal, mcgpa6, mcgpa7 y
mcgpb2. 5) Finalmente, mcgpgl fue el Unico gen para el que no fueron detectados
niveles de transcrito durante el crecimiento micelial (Tabla 17). Conservando el
mismo enfoque, durante crecimiento levaduriforme (6, 12 y 24h) se identificaron
genes cuyos niveles de transcrito se indujeron durante este crecimiento: mcgpas,
mcgpa4d, mcgpbl, mcgpb3, mcgpgl y mcgpg3. Genes cuyos niveles de transcrito
se reprimieron durante este crecimiento: mcgpa2, mcgpa5, mcgpa8, mcgpa9,
mcgpal0 y mcgpall. Genes cuyos niveles de transcrito fluctuaron, es decir en
algunas ocasiones se reprimen y en otras se inducen, durante este crecimiento:
mcgpal, mcgpa6, mcgpa7 y mcgpal2. No hubo genes cuyos niveles de transcrito
permanecieran constantes ni genes que no se expresaran durante el crecimiento
levaduriforme (Tabla 18). Para el caso de la transicion morfolégica miceliolevadura
respecto a micelio (6h) se detectaron genes cuyos niveles de transcrito se
indujeron: mcgpa4, mcgpb3, mcgpgl, mcgpg2 y mcgpg3; genes que se
reprimieron: mcgpal, mcgpa2, mcgpab5, mcgpa6, mcgpa7, mcgpa8, mcgpall y
mcgpall; genes cuyos hiveles de transcrito permanecieron constantes: mcgpa3,
mcgpa9, mcgpal2, mcgpbl y mcgpb2 (Tabla 19). En la transicibn morfolégica
levadura-micelio respecto a levadura (12h) se detectaron genes cuyos niveles de
transcrito se indujeron: mcgpg3; genes que se reprimieron: mcgpal, mcgpaz2,
mcgpa3, mcgpad4, mcgpad5, mcgpa7, mcgpa8, mcgpa9, mcgpalO, mcgpall,
mcgpal2, mcgpb2 y mcgpgl; genes cuyos niveles de transcrito permanecieron

constantes: mcgpa6, mcgpbl, mcgpb3 y mcgpg2 (Tabla 20).

87



Tabla 19. Patrones de expresion de los genes que codifican para

subunidades Ga, GB y Gy en M. circinelloides durante la transicion micelio-

levadura en medio YPG.

Transicion Mic(5h)-Lev(3h)
Subunidades respecto a Micelio (6h)
SE INDUCE SE REPRIME [ CONSTANTE
mcgpa4** mcgpal* mcgpa3*
mcgpa2* mcgpag***
mcgpa5** mcgpal2***
Ga mcgpa6**
mcgpaz***
mcgpa8*
mcgpalo***
mcgpall*
mcgpb3 mcgpbl
GB mcgpb?2
mcgpgl
Gy mcgpg2
mcgpg3

Se indican en asteriscos el grupo de clasificacion de acuerdo a Bolker (1998) de

subunidades Ga al que pertenencen (*-1; **-11 y ***[[[).

Tabla 20. Patrones de expresion de los genes que codifican para

subunidades Ga, GBy Gy en M. circinelloides durante la transicién levadura -

micelio en medio YPG.

Transicion Lev(10h)-Mic(3h) respecto a

Levadura (12h)
SE INDUCE | SE REPRIME | CONSTANTE
mcgpal* mcgpa6**

mcgpa2*
mcgpa3*
mcgpad**
mcgpasS**
Ga mcgpa7***
mcgpa8*
mcgpag***
mcgpalox**
mcgpall*
mcgpal2***
mcgpb2 mcgpbl
GB mcgpb3
Gy mcgpg3 mcgpgl mcgpg2
Se indican en asteriscos el grupo de clasificacion de acuerdo a Bolker (1998)

Subunidades

de

subunidades Ga al que pertenencen (*-1; **-11 y ***-[[[).

88



o
i

o
&

o
DY

Expresion relativa a mctfc-1

o

'b.{],.-.}n& 6,{}.‘.’-\}% 6.{».@:\}% 6.{}.1}& 6,{}.19\}!\
mecgpab*™ mcgpa7*™* megpal!™ megpb1 megpg2

Figura 29. Patrones similares de niveles de transcrito para genes que codifican
subunidades Ga, GB y Gy durante el crecimiento levaduriforme en M. circinelloides.
Se muestran los niveles de transcrito relativos a mctfc -1 de los genes mcgpab, mcgpa?,
mcgpall, mcgpbl y mcgpg2.durante el crecimiento levaduriforme en M. circinelloides. Se
muestra el promedio de tres experimentos independientes para crecimientos
levaduriformes de 6, 12 y 24 horas, y la transiciébn levadura(10h)-micelio(3h),
representados por 6, 12, 24 y LM respectivamente. Las barras representan el error
estandar. Se muestran diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, Fisher

p< 0.05).
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Figura 30., Patrones de niveles de transcrito similares para genes que codifican
subunidades GB y Gy durante el dimorfismo en M. circinelloides..Se muestran los
niveles de transcrito relativos a mctfc -1 de los genes mcgpb3 y mcgpg3 durante el
dimorfismo en M. circinelloides. Los estadios morfologicos estudiados fueron, 1: esporas;
2, 3, 4: crecimiento aerébico (6, 12 y 24 horas), 5: transicion micelio-levadura; 6, 7, 8:
crecimiento autoanaerébico (6, 12 y 24 horas); 9: transicién levadura-micelio Se muestra
el promedio de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error
estandar. las diferencias estadisticamente significativas (Fisher, p<0.05) se muestran en

letras.

8.7 Expresion de los genes que codifican subunidades Ga, GB y Gy en

M. circinelloides durante la respuesta a nutrientes

Se analiz6 la expresion de los genes que codifican subunidades Ga, GB y Gy en
M. circinelloides durante el crecimiento en diferentes fuentes de carbono y
nitrdgeno. A crecimientos aerdbico y anaerdbico de 24h se realizaron ensayos de
RT-PCR en tiempo real en donde se registraron los valores de Cq
correspondientes a las diferentes subunidades Ga (mcgpal-mcgpal2), Gf
(mcgpbl-mcgpb3), y Gy (mcgpgl-mcgpg3). Las fuentes de carbono evaluadas
incluyeron glucosa como fuente fermentable o glicerol como fuente no
fermentable. Para el caso de la fuente de nitrogeno se evalud peptona de gelatina

como fuente organica o (NH4),SO, como fuente inorganica. Se evaluraron tres
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medios minimos: A (glucosa y peptona de gelatina), B (glucosa y sulfato de

amonio), C (glicerol y peptona de gelatina).

Posteriormente se compararon los diferentes Cq mediante la férmula del Delta-Ct
(Livak y Schmittgen, 2001) con correccién de eficiencias de amplifiacion (Pfaffl,

2001), empleando mctfc-1 como normalizador.

8.7.1 Expresion de las subunidades Ga de M. circinelloides durante

respuesta a fuentes de carbono y nitrégeno

Siguiendo la misma estrategia matematica que se empleo en el dimorfismo, fueron
detectados niveles de transcrito para todas los genes que codifican las
subunidades Ga (Figura 31) en M. circinelloides durante la respuesta a los
distintos nutrientes. Existen genes como mcgpal, mcgpa2, mcgpa5, mcgpas,
mcgpa9, mcgpalO que presentan bajos niveles de transcrito durante todos los
crecimientos (10 veces menores respecto a los niveles medios de expresion de los
demas genes). A diferencia de mcgpa3, mcgpall y mcgpal2 que presentan
niveles altos en practicamente todas las condiciones (5-10veces la expresion
media de los demas genes). Presentaron niveles medios de transcritos las
subunidades mcgpa4, mcgpa6 y mcgpa7, El gen mcgpa6é modula sus niveles de
transcrito en funcién de la fuente de carbono, puesto que es el Unico gen cuyos
niveles de transcrito fueron mayores en crecimiento en glicerol respecto aglucosa
en crecimiento levaduriforme. Respecto a la fuente de nitrégeno, en crecimiento
levaduriforme los genes mcgpa3, mcgpall y mcgpal2 presentan mayores niveles

de transcrito con sulfato de amonio respecto a peptona de gelatina (Figura 31).
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Figura 31. Niveles de transcrito de las subunidades Ga durante la respuesta a
nutrientes en M. circinelloides. Se realiz6 la comparacion de niveles de transcrito entre
las subunidades Ga (mcgpal-mcgpal2) y el gen normalizador mctfc-1 durante la
respuesta a nutrientes, mediante la formula Delta-Ct (Livak y Schmittgen, 2001) con
correccion de eficiencias de amplifiacion (Pfaffl, 2001). Se evaluraron tres medios
minimos: A (glucosa y peptona de gelatina), B (glucosa y sulfato de amonio), C (glicerol y
peptona de gelatina). Los puntos 1, 2, 3 representan crecimiento aerdbico de 24h en los
medios A, B y C respectivamente. Los puntos 4, 5, 6 representan crecimiento
autoaerobico de 24h en los medios A, By C respectivamente. Se indican en asteriscos el
grupo de la clasificacién de subunidades Ga al que pertenencen. Se muestra el promedio
de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error estandar. las

diferencias estadisticamente significativas (Fisher, p<0.05) se muestran en letras.
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8.7.2 Expresion de las subunidades GB y Gy M. circinelloides durante la

respuesta afuentes de carbono y nitrégeno

Se realizdé la comparacion de niveles de transcrito entre las subunidades Gf
(mcgpbl-mcgpb3) y Gy (mcgpgl-mcgpg3) y el gen normalizador mctfc-1 durante
la respuesta a nutrientes, mediante la férmula Delta-Ct (Livak y Schmittgen, 2001)

con correccion de eficiencias de amplifiacion (Pfaffl, 2001) (Figura 32).
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Figura 32. Niveles de transcrito de las subunidades G y Gy durante la respuesta a
nutrientes en M. circinelloides. Se realiz6 la comparacién de niveles de transcrito entre
las subunidades Gf (mcgpbl-mcgpb3) y Gy (mcgpgl-mcgpg3) respecto al gen
normalizador mctfc-1 durante la respuesta a nutrientes, mediante la formula Delta-Ct
(Livak y Schmittgen, 2001) con correccién de eficiencias de amplifiacion (Pfaffl, 2001). Se
evaluraron tres medios minimos: A (glucosa y peptona de gelatina), B (glucosa y sulfato
de amonio), C (glicerol y peptona de gelatina). Los puntos 1, 2, 3 representan crecimiento
aerdbico de 24h en los medios A, B y C respectivamente. Los puntos 4, 5, 6 representan
crecimiento autoaerdbico de 24h en los medios A, B y C respectivamente. Se muestra el
promedio de tres experimentos independientes. Las barras corresponden al error
estandar. las diferencias estadisticamente significativas (Fisher, p<0.05) se muestran en

letras.
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Fueron detectados niveles de transcrito para todas las subunidades GB y Gy en M.
circinelloides durante la respuesta a nutrientes, siendo los niveles de mcgpgl muy
bajos en todas las condiciones, respecto a los demas genes mcgpg. Existen
genes como mcgpbl, mcgpb2 y mcgpgl que presentan bajos niveles de transcrito
durante todos los crecimientos (alrededor de 5 veces menores en relacién a los
demas genes). A diferencia de mcgpb3 presenta niveles altos respecto a los
demas genes en todas las condiciones evaluadas (alrededor de 4 veces mayor

respecto a los demas genes). Presentaron niveles medios de transcrito los genes

mcgpg2 y mcgpg3.

Los niveles de transcrito de los genes mcgpb3 y mcgpg2 son mayores en glicerol
respecto a glucosa durante el crecimiento levaduriforme. Respecto a la fuente de
nitrdgeno, en crecimiento levaduriforme mcgpb3 y mcgpg3 presentan mayores
niveles de transcrito con sulfato de amonio respecto a peptona de gelatina (mas
del doble).

A continuacion se muestran los patrones de niveles de transcrito de las
subunidades de los genes que codifican para subunidades Ga, GB y Gy en M.
circinelloides durante el crecimiento micelial (Tabla 21) y levaduriforme (Tabla 22)
en medios minimos. Se volvid a emplear el mismo criterio numérico que fue
indicado en las Tabla 18-20 para indicar la induccion o represion de los transcritos

evaluados.

Se identificaron los siguientes patrones de niveles de transcrito en crecimiento
micelial de 24h: en crecimiento con fuente inorganica de nitrdgeno respecto a
nitrdgeno organicp se indujeron: mcgpalO y mcgpb2; se reprimieron: mcgpal,
mcgpa2, mcgpab, mcgpa6, mcgpa7, mcgpall, mcgpal2, mcgpbl, mcgpb3 y
mcgpgl; mantuvieron niveles constantes de transcritos: mcgpa3, mcgpa4,
mcgpa8, mcgpa9, mcgpg2 y mcgpg3. En crecimiento con fuente no fermentable
de carbono respecto a fuente de carbono fermentable se indujeron: mcgpa8,

mcgpalO y mcgpb2; se reprimieron: mcgpal, mcgpa2, mcgpa6, y mcgpgl,;

94



mantuvieron niveles constantes de transcritos: mcgpa3, mcgpa4, mcgpab,
mcgpa7, mcgpall, mcgpal2, mcgpbl, mcgpb3, mcgpg2 y megpg3 (Tabla 21)

Se identificaron los siguientes patrones en crecimiento levaduriforme de 24h: en
crecimiento con fuente inorganica de nitrégeno respecto a nitrégeno organico: 1)
se indujeron: mcgpal, mcgpa2, mcgpa3, mcgpad, mcgpa9, mcgpall, mcgpal2,
mcgpb3 y mcgpb3; 2) se reprimieron: mcgpa8; 3) mantuvieron niveles constantes

de transcritos: mcgpab, mcgpa6, mcgpa7, mcgpalO, mcgpbl, mcgpb2, mcgpgl y
mcgpg2.

En crecimiento con fuente de carbono no fermentable respecto a fuente de
carbono fermentable no se indujero algun gen; se reprimieron: mcgpal, mcgpaz2,
mcgpbl, y mcgpb3; mantuvieron niveles constantes de transcritos: mcgpa3,
mcgpad, mcgpab, mcgpab, mcgpa7, mcgpa8, mcgpa9, mcgpb2, mcgpgl, mcgpg2
y mcgpg3 (Tabla 22)

Tabla 21. Patrones de expresion de los genes que codifican para
subunidades Ga, GB y Gy en M. circinelloides durante crecimiento micelial en

medios minimos.

Crecimiento en (NH4),SO, Crecimiento en glicerol
Subunidades| respecto a fuente de nitrégeno orgéanico respecto a glucosa
Seinduce | Se reprime Constante Se induce | Se reprime | Constante
mcgpalo*** mcgpal* mcgpa3* mcgpa8* mcgpal* mcgpa3*
mcgpaz2* mcgpad** mcgpal0***| mcgpa2* mcgpad**
mcgpas5** mcgpa8* mcgpac** mcgpas**
Ga mcgpa6** mcgpag*** mcgpa7***
mcgpa7*** mcgpall*
mcgpall* mcgpal2***
mcgpal2***
GB mcgpb?2 mcgpbl mcgpb2 mcgpbl
mcgpb3 mcgpb3
Gy mcgpgl mcgpg2 mcgpgl mcgpg2
mcgpg3 mcgpg3

Se indican en asteriscos el grupo de clasificacion de acuerdo a Bolker (1998) de

subunidades Ga al que pertenencen (*-I; **-Il 'y ***-[II).
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Tabla 22. Patrones de expresion de

subunidades Ga, GB y Gy en M.

levaduriforme en medios minimos.

los genes que codifican para

circinelloides durante crecimiento

Crecimiento en (NH,4),SO, respecto a
fuente de nitrégeno organico

Crecimiento en glicerol
respecto a glucosa

Subunidades | Seinduce | Sereprime | Constante | Seinduce | Se reprime | Constante
mcgpal* mcgpa8* mcgpas5** mcgpal* mcgpa3*
mcgpa2* mcgpa6** mcgpa2* mcgpa4**

Ga mcgpa3* mcgpa7*** mcgpab**
mcgpad** mcgpalo*** mcgpa6**
mcgpag*** mcgpa7***
mcgpall* mcgpa8*
mcgpal2*** mcgpag***
GB mcgpb3 mcgpbl mcgpbl mcgpb2
mcgpb2 mcgpb3
mcgpg3 mcgpgl mcgpgl
Gy mcgpg2 mcgpg2
mcgpg3

Se indican en asteriscos el grupo de clasificacion de acuerdo a Bolker (1998)

subunidades Ga al que pertenencen (*-I; **-Il 'y ***-[II).

En funciébn a los patrones y

de

niveles y de transcrito, se sugiere que las

subunidades mcgpa3, mcgpb3 y mcgpg2 podrian formar un dimero durante el

crecimiento micelial de 24h en el crecimiento en los medios minimos evaluados

(Figura 33). Para el caso del crecimiento levaduriforme en estas condiciones no

se encuentra algun probable complejo heterotrimérico ni dimérico, basandose en

los niveles y patrones de expresion
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Figura 33. Patrones similares de niveles de transcrito para genes que codifican
subunidades Ga, GB y Gy durante el crecimiento micelial de M. circinelloides en
medios minimos. Se muestran los niveles de transcrito relativos a mctfc -1 de los genes
mcgpa3, mcgpb3 y mcgpg2, mcgpbl y mcgpg2 durante el crecimiento micelial en M.
circinelloides en medios minimos. Se evaluraron tres medios minimos: A (glucosa y
peptona de gelatina), B (glucosa y sulfato de amonio), C (glicerol y peptona de gelatina).
Los puntos 1, 2, 3 representan crecimiento aerébico de 24h en los medios A, By C
respectivamente. Las barras representan el error estdndar. Se muestran diferencias

estadisticamente significativas (ANOVA, Fisher p< 0.05).
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9. DISCUSION

Se comprob6é que las secuencias identificadas en M. circinelloides son muy
probablemente subunidades Ga, G y Gy, debido a los porcentajes de identidad
con subunidades ya caracterizadas. Al igual, que la presencia de los dominios
conservados encontrados en cada subunidad, ademéas de la similitud con las
estructuras cristalizadas ya conocidas de estas subunidades en otros organismos
(Slep y col., 2008; Wall y col., 1995).

Descartando a la subunidad McGpb4, ya que presentd bajos porcentajes de
identidad y carecia de la hélice alfa del extremo amino terminal necesaria para la
interaccién con la subunidad Gy (Garritsen y col., 1993), y tampoco presento el
residuo W*® requerido para la interaccién con la subunidad Ga (Whiteway y col.,
1994). Este gen codifica para una proteina que presenta el dominio Kelch que
estructuralmente es similar a las subunidades G, sin embargo al no presentar los
deméas dominios fue descartada en el andlisis posterior. Ademas, la subunidad
McGpb4 comparte 58.4% de identidad con el factor de transcripcion Tupl de C.
albicans, el cual esta implicado en la regulacion negativo del crecimiento
filamentoso en respuesta a farnesol (Kebaara y col., 2008). por lo que en realidad

McGpb4 pudiera cumplir una funciéon similar en M. circinelloides.

El repertorio de subunidades de proteinas G heterotriméricas que identificamos en
este trabajo en el zigomiceto M. circinelloides es el mayor al de cualquier hongo
reportado hasta la fecha. Esto no se debe al tamafio del genoma puesto que
modelos de estudio como N. crassa, A. nidulans y T. reesei presentan tamarios de
genomas y numero de genes similares a M. circinelloides. Sin embargo, tienen un
namero de subunidades de proteinas G heterotriméricas mas reducido. Una
posible explicacion de la existencia de tantas subunidades se debe a la amplia
capacidad adaptativa que presenta este organismo: dimorfismo y transiciones
morfologicas (Lubbenhissen y col., 2003), sintesis de carotenos en respuesta a
luz (Murcia-Flores y col., 2007), patogénesis oportunista en humanos (Bastidas y
col., 2012), capacidad de colonizar frutos (Nishijima y col., 2011) y crecer en

suelos contaminados con hidrocarburos (Durén-Castellanos, y col., 2005). Se ha
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comprobado, en otros hongos, la participacion de estas proteinas G
heterotrimericas en eventos biolégicos como la diferenciacion morfolégica
(Sanchez-Martinez y Pérez-Martin, 2002), respuesta a luz (Schmoll y col., 2009),
patogénesis (Mukherjee y col., 2004; Tzima y col.,, 2012), y respuesta a la
detecciéon de nutrientes (Whelton y Hoffman, 2000), lo cual sugiere que las
subunidades Ga, GB y Gy identificadas en M. circinelloides pudieran participar en

estos eventos.

De igual manera, otra probable explicacion del nimero elevado de subunidades
de proteinas G heterotriméricas en M. circinelloides es que varias de ellas tengan
funciones redundantes, como ha sido demostrado en otros organismos. Por
ejemplo, Gna-1 y Gna2 codifican dos subunidades Ga de N. crassa, ambas estan
involucradas en la regulacion positiva de la reproduccion (Baasiri y col., 1997).
Otro ejemplo, en C. Gpgl y Gpg2 codifican para dos subunidades Gy las cuales

regulan positivamente la respuesta a feromonas (Li y col., 2007).

El numero elevado de subunidades Ga, GB y Gy pareceria un fendmeno intrinseco
de los zigomicetos, ya que los otros zigomicetos cuyos genomas ya han sido
secuenciados como Phycomyces blakesleaanus contiene 10 Ga, 4 GB y 4 Gy;
mientras que Rhizopus oryzae: 9 Ga, 4 GB y 5 Gy, lo cual representa nimeros

elevados de dichos genes, respecto a lo reportado en hongos.

Los chrytridiomicetos y los zigomicetos son los linajes mas antiguos de los hongos
(Tanabe y col., 2005). Para el caso de los chytridiomicetos el Unico organismo del
gue se encontraron secuencias disponibles fue Batrachochytrium dendrobatidis,
Cuyo genoma ya se encuentra secuenciado y presenté nuevesubunidades Ga,
superior al numero de subunidades en ascomicetos y basidiomicetos, siendo este
namero similar al de los zigomicetos. En cuanto a las subunidades GB y Gy, B.

dendrobatidis presenta solamente una de cada una

El motivo por el cual el zigomiceto patégeno R. oryzae tiene numerosos genes con
funciones redundantes fue abordado por Ma y col., 2009. En dicho reporte se

detalla la identificacion de elementos en el genoma de R. oryzae que sostienen
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una duplicacibn genomica completa. Como elementos transponibles, y la
presencia de elementos duplicados los cuales codifican los complejos proteinicos
asociados a la cadena respiratoria de transporte de electrones, el sistema de la
ATPasa vacuolar, y el complejo ubiquitina-proteasoma. Dicha duplicacion también
condujo a la expansion de las familias relacionadas con crecimiento celular,
transduccion de sefales, y virulencia. Para el caso concreto de transduccion de
sefales; el genoma de R. oryzae codifica para mas del doble de GTPasas que N.
crassa, S. cerevisiae, C. albicans y U. maydis (Ma y col., 2009). Esto correlaciona
con el numero identificado de subunidades Ga para R. oryzae que es mayor al de
dichos hongos realizado en este trabajo. Filogenéticamente M. circinelloides
siendo también un zigomiceto, tiene mayor cercania a R. oryzae que a los demas
hongos pertenecientes a otros Phyla, es posible que nuestro modelo de estudio
también haya presentado dicho evento que condujo a una duplicacién, aunque es

necesario un extenso analisis genémico para comprobar esta hipoétesis.

El analisis filogenético de las subunidades Ga fungicas realizado en este trabajo
es el que méas subunidades ha incluido hasta la fecha, y los resultados son
consistentes con la clasificacion que ha sido propuesta para estas subunidades.
Bolker en 1998 quien propuso que las subunidades Ga flngicas se dividen en
cuatro grandes grupos en funcion a su similitud con las subunidades Ga de
mamiferos (I-1V). El grupo | fangico guarda semejanza las subunidades Gai;
(inhibitorias de la adelinato ciclasa), el grupo Il es analogo a las subunidades Gas
(estimuladores de la adelinato ciclasa). El grupo Il y el grupo IV no guardan

relacion con subunidades Ga de mamiferos (Li y col., 2007).

Dos subunidades Ga de M. circinelloides (McGpal y McGpa3) ya habian sido
clasificadas filogenéticamente en el grupo | (Meza-Carmen y col., 2006). Ademas,
se han realizado otros analisis filogenéticos de subunidades Ga fungicas (Bolker,
1998; Mukherjee y col., 2004; Schmoll, 2008; Meza-Carmen y col., 2006) y los
resultados obtenidos reproducen los datos ya reportados, lo que confirma la

certeza de nuestro andlisis filogenético.
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Algunas subunidades Ga que han sido asignadas a algun grupo. Grupo |I: Mgal de
M. ruber (Li y col., 2010), Gnal de T. reesei (Schmoll, 2008), Gna-1 de N. crassa
(Turner y Borkovich, 1993), Gpal de U. maydis (Regenfelder y col., 1997), TgaA
de T. virens (Mukherjee y col., 2004). Grupo II: Gpal de S. pombe (Landry y col.,
2000), Gna2 de T. reesei (Schmoll, 2008), GanA de A. nidulans (Mukherjee y col.,
2004). Grupo llI: Gpal de C. neoformans (Li y col.,, 2007), Gna3 de T. reeseli
(Schmoll, 2008), Gba3 de G. zeae (Li y col., 2007), Gpa2 de S. cerevisiae (Bolker,
1998),). Grupo IV: Gpa4 de U. maydis (Li y col., 2007)

El analisis filogenético demostré que de los cuatro grupos, los grupos I, Il 'y Il son
los mas abundantes (Tabla 9), lo que concuerda con lo reportado (Li y col., 2007).
Funcionalmente al menos un miembro de cada grupo ha sido caracterizado, a
excepcion del grupo IV (Tabla 2). Habia sido reportada la presencia de un solo
integrante del grupo IV, Gpa4 de U. maydis (Regenfelder y col., 1997), sin
embargo este trabajo se reporta la presencia en otros basidiomicetos y en el
chytridiomiceto B. dendrobatidis (Tabla 9).

Los cuatro grupos de subunidades Ga son diversos en cuanto a los Phyla de
hongos que los integran, esto indica que estos grupos se separaron antes de la
divergencia que dié origen a los distintos Phyla. En funcién al patrén evolutivo
mostrado en el arbol filogenético, se sugiere que las subunidades del grupo 1V son
las mas antiguas, ya que son mas cercanas a las secuencias de plantas que se

emplearon como grupo externo.

Los zigomicetos cuentan con secuencias representadas en los grupos |, 1l y 1lI
(Tabla 10). Las secuencias correspondientes a los grupos | y Il tienen mas
integrantes que el grupo Il, lo que concuerda con lo reportado (Kays y Borkovich,
2004).

Este es el primer trabajo en donde se reportan analisis evolutivos de las
secuencias G y Gy fungicas. En otros modelos biolégicos, como son mamiferos

se han reportado la clasificaciéon de las subunidades GB y Gy en cinco y trece
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grupos respectivamente, esto en funcion a la identidad que guardan entre si estas
subunidades (Prasobh y Manoj, 2009)

Los resultados filogenéticos de las subunidades GB y Gy fangicas muestran
patrones evolutivos similares, es decir una separacion de las subunidades es
dependiente de los Phyla. La semejanza de los resultados de los andlisis
evolutivos y la dependencia funcional que presentan ambas subunidades al ser
parte de un dimero, sugieren que han coevolucionado en hongos. Un ejemplo de
otros genes a los cuales se les ha propuesto un evento de coevolucién son las
tubulinas a y B que al igual que las subunidades GB y Gy forman un heterodimero

biol6gicamente funcional (Nielsen y col., 2010).

Los patrones evolutivos distintos de las subunidades Ga y del dimero subunidades
GBy puede estar dada por varios factores, entre ellos una complejidad funcional
mayor en las subunidades Ga que consiste en su actividad enzimatica intrinseca
que presenta la subunidad Ga. Mientras que para las subunidades GB ni Gy no
existe ninguna funcion enzimatica asociada. La dependencia mutla que presentan
las subunidades GB y Gy para formar un complejo funcional pudiera ser la

explicacion de sus patrones evolutivos similares.

Una vez identificados y agrupados los distintos genes que codifican para
subunidades Ga, GB y Gy en M. circinelloides se procedio a realizar el analisis de
expresion relativa, para lo cual se debe emplear un gen o conjunto de genes
normalizadores como patron de referencia, con el cual se compararan los niveles
de transcrito de nuestros genes de interés. Un gen normalizador se caracteriza por
tener niveles de expresion constantes durante todas las condiciones ensayadas
(Teste y col., 2009). Incluso el no contar con un gen normalizador no adecuado
puede conducir a errores (Teste y col., 2009).

Se realiz6 la evaluacion de siete genes normalizadores durante el dimorfismo de
M. circinelloides. Los genes mcvma-1, mctfc-1, mcef-1, mctfb-4, mcel, mcl8S y
mc28S, han sido reportados en la literatura como genes normalizadores en otros

organismos. Tanto la eficiencia de amplificacion como la estabilidad de los niveles
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de transcrito fueron determinados para cada uno de los siete genes candidatos
mediante RT-gPCR estos dos criterios fueron la base de la seleccion del gen o

genes normalizadores.

Seis de los siete genes, con excepcion del gen mcel, tuvieron eficiencias mayores
a 80%, que es el valor minimo aceptado para analisis de expresion relativa
(Pestana y col., 2010; Teste y col., 2009). Cuatro de estos genes (mcvma-1, mcef-
1, mctfc-1 y mc28S) presentaron la menor variacion de expresion durante el
dimorfismo. Sin embargo, se determind mediante analisis matematicos, que los
genes cuyos niveles de transcrito presentaron una tendencia mas constante

durante todas las condiciones ensayadas fueron mctfc-1 y mcef-1.

Existen reportes en otros modelos de estudio, como es el caso de S. cerevisiae en
donde el homologo a mctfc-1 fue validado como gen normalizador con una
estabilidad por encima de genes que codifican para actina y el RNA ribosomal 18S
durante el crecimiento en glucosa y galactosa (Teste y col., 2009).

La importancia de registrar los niveles de transcrito de diferentes genes en varias
condiciones consiste en proponer la probable participacion de ciertos genes en la
respuesta a algun estimulo en particular. Este enfoque ha sido seguido en varias
investigaciones que involucran subunidades de proteinas G heterotriméricas en
hongos (Landry y col., 2000; Schmoll y col., 2009).

El primer fendmeno bioldgico que abordamospara las subunidades Ga, GB y Gy
en M. circinelloides fue el dimorfismo.. En cada uno de los distintos estadios
morfologicos fueron registrados niveles de transcrito para cada uno de los genes

gue codifican para las subunidades en al menos una condicion.

mcgpa3 es el unico de los genes que codifican para subunidades Ga cuyos
niveles de transcrito habian sido determinados durante el dimorfismo. Los
resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo reportado con anterioridad
en el hecho de los niveles de transcrito son superiores en esporas respecto al

crecimiento micelial de 6 h (Meza-Carmen y col., 2006).
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Sin embargo resulta interesante resaltar que la expresion del gen mcgpall, que
codifica para una proteina perteneciente al grupo | de la clasificacion de
subunidades Ga fungicas, el transcrito de este gen tiene niveles mas altos en
esporas, mayor a 8 veces, respecto a los crecimientos micelial, levaduriforme y las
transiciones morfoldgicas. Esto sugiere la posible participacion de este gen
durante la esporulacion y/o la germinacion, estos fendémenos asociados a la
morfologia de espora. Hay subunidades Ga fungicas del grupo | asociadas a la
regulacion de la esporulacién. Por ejemplo, el producto del gen fadA en A.
nidulans regula negativamente la esporulacion asexual, ya que mutantes
constitutivamente activas de FadA disminuyeron la produccién asexual de
esporas (Hicks y col., 1997). Las subunidades McGpall (M. circinelloides) y FadA
(A. nidulans) comparten 59.8% de identidad y un 76% de similitud.

En este trabajo se encontr6 que el gen mcgpa4 de M. circinelloides que codifica
una subunidad Ga del grupo Il, y presenta mayores niveles de transcrito, 2 veces
mayor aproximadamente, durante el crecimiento levaduriforme respecto al micelial
y esporas. Lo que sugiere una probable importancia en la morfologia
levaduriforme. La subunidad Gpa3 de C. neoformans perteneciente al grupo Il, es
un regulador negativo de la filamentacion ya que mutantes nulas del gen gpa3
promueven constitutivamente la filamentacion (Hsueh y col., 2007). Las
subunidades McGpa4 (M. circinelloides) y Gpa3 (C. neoformans) comparten
45.8% de identidad y un 64% de similitud. De las doce subunidades McGpa de M.
circinelloides, McGpa4 es la segunda secuencia con mas parecido en relacion a
la secuencia Gpa3 de C. neoformans.

Se encontr6 en M. circinelloides que los genes mcgpb3 y mcgpg3 que codifican
para subunidades GB y Gy, respectivamente, muestran patrones de niveles de
transcrito similares en crecimientos micelial y levaduriforme en medio YPG (Figura
28). Es posible que en estas condiciones estas subunidades formen un dimero. Se
ha comprobado los niveles de transcrito de las subunidades a y 8 que integran al
heterodimero de tubulina sufren cambios similares en los epimastigotes de T.

cruzi, los niveles de transcrito de ambos genes se redujeron en una misma
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proporcion durante el cambié de la fase logaritmica a la fase estacionaria y
(Gonzalez-Pino y col., 1999). Se encontré que en la legumbre Pisum sativum los
genes psgal y psgB que codifican subunidades Ga y Gf, respectivamente,
regulan positivamente sus niveles de transcrito en la presencia de calor, peroxido
de hidrogeno o cloruro de sodio (Misra y col., 2007). Respecto a hongos, en el
ascomiceto N. crassa los niveles de transcrito de gnb-1 y gng-1, que codifican
para subundiades GB y Gy, que funcionalmente forman un dimero , comparten
patrones de expresion similares durante el ciclo de vida de este organismo.
(Krystofova y Borkovich, 2005).

El gen mcgpbl codifica para una subunidad GB en M. circinelloides presenta
mayores niveles, hasta 6 veces, de transcrito en micelio que en esporas y
crecimiento levaduriforme crecido en medio YPG. Se ha comprobado en otros
hongos dimodrficos la importancia de las subunidades GB para el desarrollo de la
morfologia micelial (Tabla 2), como es el caso de la subunidad Gpbl de
Mycosphaerella graminicola, cuando el gen es interrumpido, reduce su capacidad
de generar micelio (Mehrabi y col.,, 2009). Las subunidades McGpbl (M.
circinelloides) y Gpb1 (M. graminicola) comparten 70.1% de identidad y un 84% de
similitud. Siendo estos datos de identidad y similtud ligeramente menores (1 6

2%)respecto a las otras subunidadesMcGpb de M. circinelloides .

En estadio levaduriforme las subunidades mcgpa5, mcgpa7 y gpall, presentan
patrones de los niveles de transcrito similares con las subunidades gpbl, gpg2
(Figura 29). En otros sistemas se ha demostrado la correlacion de los niveles de
transcrito de genes que forman complejos heterodimericos o heterotriméricos
(Gonzéalez-Pino y col., 1999; Misra y col., 2007; Krystofova y Borkovich, 2005), por
lo tanto es posible que estas subunidades sean traducidas y se asocien en esta

condicién de crecimiento.

Cabe resaltar que todas las subunidades Ga del grupo Il (mcgpa7, mcgpa9,
mcgpal0 y mcgpal2) tienen niveles de transcrito mas altos en la transicion
Micelio(5h)-Levadura(3h) que en la transicion Levadura(10h)-Micelio(3h). En

Paracoccidiodes brasiliensis se reportd que los niveles de transcrito de gpa2 (una
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subunidad Ga del grupo lll) se incrementaron durante la transicion Micelio-
Levadura (Nunes y col., 2005). Pudiendo sugerir la participacion de estas

subunidades en esta transicion en particular.

Ademas se evalué un segundo fendmeno bioldgico el cual fue la respuesta a la
presencia de distintas fuentes de carbono y nitrogeno. Lo cual incluy6 crecimiento
micelial y levaduriforme de 24 horas en los siguientes medios minimos: medio A
(Glucosa + Peptona de Gelatina), medio B (Glicerol + Peptona de Gelatina), y
medio C (Glucosa + (NH4).SO,). Se detectaron niveles diferenciales de transcrito
para todas las subunidades Ga, GB, Gy respecto al gen de referencia mctfc-1 en
estas condiciones. Para el caso particular de mcgpgl, los niveles de transcrito
registrados fueron muy bajos (5 o 6 érdenes de magnitud menores respecto a las
demas subunidades Ga, GB y Gy), resultado similar al fenémeno del dimorfismo
evaluado previamente. Pudiendo ser que la transcripcion de este gen implique la
respuesta a otro estimulo como es la luz, feromonas u otro factor no contemplado

en este estudio.

Para el gen mcgpa4 de M. circinelloides que codifica para una subunidad Ga
perteneciente al grupo Il, se registrd6 una induccién ,mayor a dos veces, en los
niveles de transcrito durante el crecimiento levaduriforme en medio cuya fuente
de nitrdgeno fue inorganica, respecto a la peptona. De igual manera, se determiné
en C. neoformans que gpa3 que también codifica para una subunidad Ga
perteneciente al grupo Il, se induce en medio limitante de nitrégeno (Hsueh y col.,
2007). Las subunidades McGpa4 (M. circinelloides) y Gpa3 (C. neoformans)
comparten 45.8% de identidad y un 64% de similitud. Comparando estos datos de
identidad y similtud con los del resto de las subunidades, cabe resaltar que
McGpa4 es la segunda secuencia con mas parecido de las doce McGpa de M.

circinelloides en relacion a la secuencia Gpa3 de C. neoformans.

El gen mcgpal2 de M. circinelloides codifica para una proteina perteneciente al
grupo Il de la clasificacion de subunidades Ga, dicho gen presenta una represion
mas de la mitad del nivel de transcrito en crecimiento en fuente de carbono no

fermentable respecto a glucosa en crecimiento miceliar de 24 horas. La subunidad
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Gpa2 en S. pombe, también pertenece al grupo Il cuya participacion en el
reconocimiento de glucosa en el medio ha sido reportada (Welton y Hoffman,
2000).

El gen mcgpa8 codifica a una subunidad Ga perteneciente al grupo |, reprimié sus
niveles de transcrito mas de 10 veces en crecimiento levaduriforme en medio
minimo cuya fuente de nitrégeno fue inorganica respecto a la fuente organica.
SSG-1 en S. schenckii, codifica a una subunidad del grupo | y participa en la
deteccion de nutrientes. McGpa8 y SSG-1 comparten 61% de identidad y 76% de
similitud, tratandose de la cuarta subunidad McGpa con mas parecido (Pérez-
Sanchez y col., 2010). La principal aportacién del presente trabajo radica en la
formulacion de hipétesis generadas apartir de la probable participacion de
subunidades Ga, GB y Gy en la respuesta que presenta M. circinelloides durante el
proceso dimorfico o bajo el influjo de distintos nutrientes en el medio de cultivo. Se
trata evidentemente de una labor con caracter descriptivo. Sin embargo, estas

hipoétesis pueden ser comprobadas mediante otras herramientas experimentales.
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10. CONCLUSION

Las subunidades Ga fungicas muestran patrones evolutivos independientes a los
Phyla. Mientras que las subunidades GB y Gy presentan un evento de
coevolucién. Empleando al gen normalizador validado mctfc-1, sugiere la posible
participacion los patrones de niveles de transcrito de las siguientes subunidades
en los diversos estadios analizados: mcgpall en esporas; mcgpbl en crecimiento
miceliar; mcgpa4 en crecimiento levaduriforme y transicion levadura-micelio;
mcgpal0 en transicion micelio-levadura; mcgpa8 en la respuesta a fuente de
nitrégeno inorganico; mcgpb3 en la respuesta a fuente de carbono no fermentable.
En funcibn a los patrones y niveles de transcritos, es probable que las
subunidades mcgpa5, mcgpa7 6 mcgpall formen un complejo durante el
crecimiento levaduriforme con las subunidades mcgpbl y mcgpg2. De igual forma,
es probable que las subunidades mcgpb3 y mcgpg3 formen un dimero durante el
proceso dimorfico en medio YPG y las subunidades mcgpa3, mcgpb3 y mcgpg2

durante el crecimiento micelial en medios minimos.
11. PERSPECTIVAS
Enfoque Bioquimico

Comprobar que las subunidades mcgpa5, mcgpa7 6 mcgpall forman un
trimero con las subunidades mcgpbl y mcgpg2 en crecimiento levaduriforme.

Enfoque Genético-Molecular

Probar la funcion de mcgpall en esporas, mcgpbl en crecimiento micelial,
gpad en crecimiento levaduriforme en la transicion micelio-levadura; para la
respuesta a nutrientes ensayar a mcgpad y mcgpal2 en fuentes de nitrégeno

y carbono respectivamente.
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