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RESUMEN 

Las proteínas G heterotriméricas son elementos cruciales en la regulación de un 

repertorio muy amplio de funciones biológicas en eucariotes. En hongos, estas proteínas 

controlan la diferenciación celular, la reproducción, la respuesta a nutrientes, la 

patogénesis, entre otros procesos. Mucor circinelloides es un patógeno oportunista 

fúngico en humanos. En nuestro grupo de trabajo reportamos previamente  que este 

organismo tiene el repertorio más grande de proteínas G heterotriméricas en el reino 

Fungi. Específicamente, este mucoral expresa tres genes que codifican para subunidades 

beta (Gpb1, Gpb2, Gpb3) de proteínas G heterotriméricas. Adicionalmente, reportamos 

que el gen que codifica para la subunidad Gpb1 presentó niveles de transcrito 

incrementados durante el crecimiento micelial comparado con esporas o el crecimiento 

levaduriforme. La interrupción del gen que codifica para la subunidad Gpb1, demostró su 

relevancia para un desarrollo adecuado durante la transición levadura-micelio, y para el 

desarrollo de micelio durante el crecimiento en bajas concentraciones de oxígeno. Los 

ensayos de infección en ratones por esporas mutantes de interrupción del gen gpb1 

(Δgpb1) mostraron un fenotipo con reducción significativa en la virulencia, la invasibidad 

de tejido y en la respuesta inflamatoria del huesped en comparación con la cepa silvestre. 

Este hallazgo podría ser atribuido a un crecimiento filamentoso reducido en los tejidos 

animales.  En este contexto, la interrupción del gen de la subunidad regulatoria (PkaR1) 

de la proteína cinasa A (PKA) también fue evaluada y mostró fenotipos similares a Δgpb1. 

Los fenotipos de Δgpb1 fueron suprimidos genéticamente por la sobreexpresión de 

pkaR1, lo que indica que la ruta de la PKA está bajo control de Gpb1 en M. circinelloides 

durante estos procesos. Adicionalmente, durante el crecimiento en bajas condiciones de 

oxígeno, los niveles de cAMP fueron muchos más altos en la cepa Δgpb1 comparados 

con la cepa Silvestre, pero similares con los de la cepa ΔpkaR1. Estos resultados 

revelaron que M. circinelloides posee una ruta de transducción de señales a través de la 

cual Gpb1 y PkaR1 controlan el crecimiento micelial en respuesta a bajos niveles de 

oxígeno. 

Los resultados de este trabajo son importantes para entender la función de la subunidad 

Gpb1 de proteínas G heterotriméricas en la fisiología de este mucoral. 

Palabras clave: cAMP, dimorfismo, Mucor circinelloides,Virulencia fúngica, Proteínas G 

heterotriméricas, Proteína cinasa A.  
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Abstract 

Heterotrimeric G proteins are keystone elements that critically regulate a wide repertoire of 

biological functions in eukaryotes. In fungi, these proteins control cellular differentiation, 

reproduction, response to nutrients, pathogenesis, among others. Mucor circinelloides is a 

fungal opportunistic in humans. In our group we have previously reported that this 

organism harbors the largest repertoire of heterotrimeric G proteins in the Fungi kingdom. 

Specifically, this Mucoral expresses three heterotrimeric G-protein beta subunits (Gpb1, 

Gpb2, Gpb3). The Gpb1-encoding gene is upregulated during mycelial growth compared 

with that in the spore or yeast stage. gpb1 deletion mutation analysis revealed its 

relevance for an adequate development during the dimorphic transition and for hyphal 

growth under low oxygen concentrations. Infection assays in mice indicated a phenotype 

with considerably reduced virulence and tissue invasiveness in the deletion mutants 

(Δgpb1) and decreased host inflammatory response in comparison with the wild-type 

strain. This finding could be attributed to the reduced filamentous growth in animal tissues 

compared with that of the wild-type strain. Mutation in a regulatory subunit of cAMP-

dependent protein kinase A (PKA) subunit (PkaR1) resulted in similar phenotypes to 

Δgpb1. The defects exhibited by the Δgpb1 strain were genetically suppressed by pkaR1 

overexpression, indicating that the PKA pathway is controlled by Gpb1 in M. circinelloides 

during these processes. Moreover, during growth under low oxygen levels, cAMP levels 

were much higher in the Δgpb1 than in the wild-type strain, but similar to those in the 

ΔpkaR1 strain. These findings reveal that M. circinelloides possesses a signal transduction 

pathway through which the Gpb1 heterotrimeric G subunit and PkaR1 control mycelial 

growth in response to low oxygen levels. 

The results of this study are important to understand the function of the Gpb1 subunit at 

the pathophysiology of this Mucoral. 

 

 

Key words: Mucor circinelloides, Fungal virulence, Heterotrimeric G proteins, hyphae, 

Protein kinase A. 



 
 

2 
 
 

I. INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades de los hongos 

Los hongos son organismos eucariontes heterótrofos que son componentes 

indispensables de los ecosistemas,  ya que contribuyen de manera importante a la 

conservación del ciclo del carbono (Bennet et al., 2002).  Debido a su habilidad de 

producir una amplia variedad de enzimas extracelulares, son capaces de degradar 

todo tipo de materia orgánica, descomponiendo componentes del suelo, y por lo 

tanto regulando el balance de carbono y de nutrientes (Žifčáková et al., 2016). 

Frecuentemente, algunos hongos, denominados endófitos,  colonizan el sistema 

radicular de una planta, mejorando la absorción de agua y de nutrientes de dicha 

planta. Mientras que ésta provee a los hongos de carbohidratos formados a partir 

de la fotosíntesis. De hecho, esta simbiosis ha sido hallada en todas las plantas 

estudiadas en ecosistemas naturales (Singh et al., 2011).  

Estructuralmente los hongos, además de la membrana celular, y a diferencia de 

las células de mamíferos, presentan pared celular. Dicha estructura tiene diversas 

funciones, entre las cuales están: mantener rigidez y la forma celular, el  

intercambio de iones, la protección de la radiación UV a través de la presencia de 

pigmentos, y en el caso de patógenos, regular la interacción con sistemas de 

defensa del hospedero (Martins et al., 2019). La pared celular está compuesta de 

polisacáridos y proteínas estructurales, de los cuales los principales polisacáridos 

son glucana, quitina y quitosana (Abo Elsoud y El Kady, 2019). La membrana 

celular fúngica contiene ergosterol a fin de brindar permeabilidad y la fuidez, cabe 

mencionar que este compuesto no se encuentra en los demás eucariotes 

(Rodrigues, 2018). Generalmente, los hongos pueden encontrarse en un estado 

haploide, el cual se caracteriza en que cada célula tiene una sola copia de  

material genético, en un estado diploide el cual tiene dos copias del material 

genético, o existiendo también casos de polipliodía (Todd et al., 2017). 

 El tamaño del genoma de los hongos oscila entre 8.97 y 177.57 millones de pares 

de bases de DNA  (Mohanta y Bae, 2015). A manera de comparación el genoma 
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del ser humano cuenta con 3000 millones de pares de bases (Walbot y Petrov, 

2001), mientras que el de la bacteria Escherichia coli tiene 4.6 millones de pares 

de bases (Blattner et al., 1997). 

A pesar de que los hongos son muy diversos en su naturaleza, en cuanto a 

fisiología celular y genética, estos comparten componentes similares con las 

células animales o vegetales. Por ejemplo, la multicelularidad, las estructuras 

citoesqueléticas, el ciclo celular, el ritmo circadiano, la señalización intracelular, la 

reproducción sexual, el desarrollo y la diferenciación celular (Galagan et al., 2005). 

 

1.1.1 Criterios de clasificación 

Como consecuencia de  la relación que guardan con otros organismos, los hongos 

se clasifican como saprofitos (cuando obtienen sus nutrientes de organismos 

muertos), simbiontes (al vivir en cooperativismo con otros organismos) o parásitos 

(viviendo de otros organismos generando un daño) (Baron, 1996). Es importante 

mencionar que los organismos fúngicos pueden combinar dichas interacciones en 

respuesta a ciertas variaciones ambientales (Redman et al., 2001). 

La espora es una estructura de dispersión en hongos, y es consecuencia de 

eventos de reproducción sexual o asexual. Las estructuras anatómicas de donde 

provienen estas esporas representó un criterio de clasificación de los hongos. Más 

concretamente, si derivan de un saco llamado asco se les llamó ascomicetos, si 

provienen de un basidio se les llamó basidiomicetos, o zigomicetos para una 

estructura denominada zigoesporangio (Sharma, 2005). 

Actualmente, la clasificaciones filogenéticas más aceptadas (Hibbett et al., 2007; 

Spatafora et al., 2016, Bass et al., 2018) de los hongos se obtuvieron mediante el 

uso de técnicas de biología molecular, que incluyen la comparación de las 

secuencias de un conjunto de genes altamente conservados entre las especies. 

Tal es el caso de los RNA ribosomales 28S, 18S y 5.8S, α-tubulina y β-tubulina;  

los cuales se encuntran codificados en el núcleo. Los hongos forman un grupo 
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monofilético que en conjunto engloban al Reino Fungi. Dentro del subreino 

Dikarya, se encuentran los Phyla Ascomycota y Basidiomycota. De igual manera 

pertenecen al Reino Fungi los Phyla Chytridiomycota, Blastocladiomycota, 

Cryptomycota, Zoopagomycota y Mucoromycota.      

1.1.2 Phylum Mucoromycota 

Anteriormente, los hongos zigomicetos fueron clasificados debido a características 

morfológicas en un único Phylum monofilético llamado Zygomycota, dichos 

hongos fueron considerados como un linaje primitivo del reino Fungi (Tanabe et 

al., 2005). Esto por la carencia de estructuras fructíferas complejas y la mayoría de 

los representantes tienen hifas cenocíticas (sin septos) durante todo o parte de su 

ciclo de vida. Sin embargo, los resultados obtenidos por análisis filogenéticos no 

mostraron que el Phylum fuera monofilético, en su lugar se propuso la existencia 

de dos Phyla Zoopagomycota y Mucoromycota (Spatafora et al., 2016).    

El Phylum Zoopagomycota contiene a las subdivisiones Entomophtoromycotina, 

Kickxellomycotina y Zoopagomycotina, y constituye el linaje más primitivo de los 

anteriormente llamados zigomicetos y contiene especies que son primariamente 

parásitos y patógenos de animales pequeños, y de otros hongos (Davis et al., 

2019). Taxonómicamente el Phylum Mucoromycota alberga a las subdivisiones 

Glomeromycotina, Mortierellomycotina, y Mucoromycotina (Spatafora et al., 2016);  

y principalmente consiste en hongos endófitos de raíces, descomponedores de 

material vegetal e importantemente algunos géneros pueden ser patógenos 

oportunistas en humanos, como es el caso de los géneros Rhizopus, Lichteimia , 

Mucor, Cunninghamella, Rhizomucor, Apophysomyces y Saksenaea (Ertugrul y 

Ariakn-Akdagli, 2014).  

A su vez, la subdivisión Mucoromycotina contiene a los órdenes Endogonales, 

Umbelopsidales y Mucorales (White et al., 2006). Del orden Mucorales se 

encuentran géneros como Mucor, Phycomyces, Rhizopus y Rhizomucor. Por 

pertenecer a un linaje basal, los hongos mucorales han sido utilizados como 

modelo de estudio para estudiar la evolución fúngica (Ma et al., 2009, Corrochano 
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et al., 2016). Existen mucorales dimórficos como es el caso de Rhizopus oryzae   

(Karmakar et al., 2012) y Mucor circinelloides o monomórficos filamentosos como 

es el caso de Phycomyces blakesleeanus (Cerdá-Olmedo, 2001)). Los mucorales 

tienen importancia industrial, tal es el caso de Rhizopus oryzae y R. microsporus 

empleados en la fermentación de muchos alimentos de la comida asiática como el 

tempeh, el cual se obtiene a partir de la soya (Nout y Rombouts, 1990; Hartanti et 

al., 2015). R. oryzae también es productor de ácidos orgánicos, etanol (Thongchul 

et al., 2010, Meussen et al., 2012) y enzimas hidrolíticas (Takahashi et al., 1978, 

De Souza et al., 2019). No obstante varios mucorales son patógenos  para 

humanos y causan la infección conocida como mucormicosis (Battaglia et al., 

2011).  

1.1.3 Mucormicosis 

Existen aproximadamente 1.5 millones de especies diferentes de hongos en la 

tierra, pero solamente se conocen unas 300 que pueden causar enfermedades en 

humanos (Garcia-Solache y Casadevall, 2011; Hawksworth, 2001). Esto debido a 

que las especies fúngicas patógenas de humanos deben satisfacer cuatro 

condiciones básicas: tolerancia a crecer e temperaturas altas, habilidad para 

invadir al huésped humano, capacidad de lisar y absorber el tejido humano y 

resistencia del sistema inmune humano (Köhler et al., 2015).  

La mucormicosis es una infección fúngica emergente causada por los mucorales  

pertenecientes a los géneros: Rhizopus, Lichteimia (anteriormente conocido como 

Absidia), Mucor, Cunninghamella, Rhizomucor, Apophysomyces y Saksenaea 

(Ertugrul y Ariakn-Akdagli, 2014). Siendo los géneros más comunes causantes de 

esta infección son Rhizopus (73%) y Mucor (13%) (Almyroudis et al.,2006). 

  

La inmunosupresión es un factor de predisposición para la mucormicosis, con la 

infección generalmente limitada a pacientes con afecciones hematológicas, 

transplantes de células madre hematopoyéticas, transplantes de órganos sólidos y 

diabetes (Hammond et al., 2011; Rammaert et al., 2012). La mucormicosis es la 
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tercer micosis más frecuente en orden de importancia después de la candidiasis y 

aspegillosis en pacientes con transplantes de células madre hematológicas y 

alogénicas. Basados en la localización anatómica, la mucormicosis puede 

clasificarse en una de las seis formas: (a) rinocerebral, (b) pulmonar, (c) cutánea, 

(d) gastrointestinal, (e) diseminada y (f) otras presentaciones poco comunes. 

Dichas condiciones además de la rapidez del diagnóstico pueden determinar el 

pronóstico final de la enfermedad (Petrikkos et al., 2012). La forma rinocerebral es 

la más frecuente y suele asociarse a pacientes diabéticos descompensados o con 

enfermedades hematológicas (Zaballos et al., 2003). Se ha reportado 

recientemente un aumento alarmante en la incidencia mundial de la mucormicosis 

(Prakash y Chakrabarti, 2019). 

Esta infección, cuando es invasiva está asociada a altos niveles de mortalidad. En 

este sentido, se ha reportado que la tasa de mortalidad de la mucormicosis en 

pacientes que recibieron transplante de órganos sólidos oscila entre un 49% y un 

71% (Aslani et al., 2007; Almyroudis et al., 2006). En años recientes se han 

logrado avances sustanciales en el tratamiento de la infección fúngica 

mucormicosis. Diversos reportes indican la importancia de la excisión quirúrgica 

de tejido necrótico o infectado, siempre y cuando sea factible. Basado en su 

seguridad y eficacia, las formulaciones lípidicas de amforeticina B son el 

tratamiento estándar para atender la mucormicosis (Spellberg e Ibrahim, 2010).  

Además, se ha demostrado que el uso de un quelante de hierro denominado 

deferasirox mejora el pronóstico en modelos animales que padecieron 

mucormicosis (Spellberg et al., 2012). 

  

1.2  Mucor circinelloides 

1.2.1 Generalidades 

M. circinelloides es un mucoral dimórfico (Lübbehüsen et al., 2003). Es un modelo 

de estudio en la regulación de la diferenciación celular ylas respuestas celulares a 

la luz (Murcia-Flores et al., 2007). Adicionalmente, ha sido estudiado dado que es 
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un patógeno emergente en pacientes inmunodeprimidos (Bastidas et al., 2012), se 

le ha asociado también a la contaminación de frutos como el noni (Nishijima et al., 

2011) y alimentos fermentados como el yogurt (Snyder et al., 2016); además 

recientemente se le considera como una fuente de ácidos grasos para la 

obtención de fuentes de energía renovables como el biodiesel (Zininga et al., 

2019).  Su metabolismo fermentativo ha sido investigado a la par de la obtención 

de etanol, además de que se ha evaluado el rendimiento de esta producción 

modificando condiciones de crecimiento (Wikandari et al., 2012). En este sentido, 

a fin de explicar la asociación entre los metabolismos fermentativo y oxidativo, en 

nuestro grupo de trabajo, realizamos la caracterización del gen adh1 el cual 

codifica para un alcohol deshidrogenasa. Nuestros hallazgos indicaron que el 

producto de dicho gen regula el efecto Crabtree y puede actuar ya sea como una 

enzima fermentativa u oxidativa, dependiendo de las condiciones nutricionales 

(Rangel-Porras et al., 2019). 

Uno de los eventos diferenciativo más estudiados en M. circinelloides es el 

dimorfismo (Lübbehüsen et al., 2003, Valle-Maldonado et al., 2015b). No obstante 

M. circinelloides presenta otros eventos diferenciativos, como la síntesis de 

carotenos, inducida por la presencia de luz (Murcia-Flores et al., 2007, Zhang et 

al., 2016), generando crecimiento radial que presenta tonalidad amarillenta a 

diferencia de colonias crecidas en ausencia de luz que son albinas. 

Adicionalmente el desarrollo de estructuras reproductivas y la esporulación 

también son regulados positivamente por la presencia de luz.  

M. circinelloides ha sido empleado como huésped heterólogo para la producción 

de enzimas relevantes de carácter industrial. Se ha evaluado, el efecto del 

dimorfismo en el proceso de producción y actividad enzimática de glucosa 

oxidasa. Se reportó una mayor producción de esta enzima durante la morfología 

levaduriforme (Bredenkamp et al., 2010). A su vez, se han generado cepas que 

acumulan licopeno de manera exacerbada, lo cual podría ser una alternativa para 

la producción industrial de licopeno (Zhang et al., 2017). 
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El genoma de este organismo ha sido secuenciado (Corrochano et al., 2016) y 

está disponible en la red (http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html). El 

material genómico de este organismo está distribuido en 9 cromosomas 

tratándose de 11,719 genes en 36.6 millones pares de bases (Mb) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/2804). Durante la última década, el 

desarrollo de herramientas moleculares, ha permitido la manipulación del genoma 

de este hongo (Gutiérrez, et al., 2011; Vellanki et al., 2018). En nuestro grupo de 

trabajo hemos validado al gen tfc-1, como un gen normalizador para ensayos de 

RT-qPCR durante el dimorfismo de este mucoral (Valle-Maldonado et al., 2015a).  

Este gen codifica para una subunidad del factor de transcripción TFIIIC, el cual a 

su vez forma parte de ensamblaje del complejo de preiniciación de la RNA 

polimerasa III.  

1.2.2 Transiciones morfológicas en M. circinelloides 

La estructura de dispersión y resiliencia a las condiciones adversas en el género 

Mucor es la espora. Existiendo tres tipos de ellas: 1) zigosporas productos de la 

recombinación genética en la reproducción sexual,  y dos tipos de esporas 

generadas asexualmente: 2) las esporangiosporas que pueden servir como 

mecanismo de dispersión y se generan a partir de una estructura diferenciada 

llamada esporangio y 3) las artrosporas aseguran la supervivencia bajo 

condiciones de crecimiento adversas y se producen al diferenciarse crecimientos 

maduros de micelio que se diferencian hacia cadenas de artrosporas  (Orlowski, 

1991). La reproducción sexual sucede cuando hay fusión de hifas de origen 

homotálico o heterotálico y conduce finalmente a la formación de zigosporas.  

La zigospora es una morfología resiliente que permanece en reposo durante 

periodos prolongados de tiempo, semanas o meses. El detectarse señales 

ambientales favorables se produce la germinación y se genera una estructura 

alargada conocida como esporangioforo, el cual presenta un cuerpo esférico en la 

punta conocida como esporangio del cual se almacenan y se desprenden las 

esporangiosporas. Las esporangiosporas tienen forma elipsoidal y aunque son 

derivadas exclusivamente del hábitat miceliar del género Mucor, éstras son 
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capaces de desarrollar la morfología levaduriforme o miceliar dependiendo de la 

disponibilidad de oxígeno y la fuente de carbono (Lübbehüsen et al., 2003). Si las 

esporangiosporas se encuentra en anaerobiosis se favorece el crecimiento 

isotrópico (levadura), mientras que en condiciones aeróbicas  el crecimiento  de M. 

circinelloides es polarizado (filamentos). Además del ambiente gaseoso, el 

crecimiento levaduriforme en el caso de M. rouxii requiere que una fuente de 

carbono  fermentable (Bartnicki-Garcia, 1968).  

Los crecimientos polarizados  e isotrópico de M. circinelloides no son terminales y 

puede haber transiciones de levadura a micelio o de micelio a levadura, esto al 

modificar las condiciones de crecimiento (McIntyre et al., 2002). Las hifas 

multinucleadas del género Mucor son  cenocíticas, al  no presentar septos 

(divisiones). Adicionalmente, las levaduras son esféricas y multinucleadas 

(Ocampo et al., 2012).  

La artrospora es la estructura menos estudiada y entendida del género Mucor,  sin 

embargo su funcionalidad ha sido propuesta como un mecanismo de 

supervivencia ya que se forma al fin del crecimiento exponencial o bajo 

condiciones nutricionales desfavorables (Orlowski, 1991; Lübbehüsen et al., 2003).  

 

1.2.3 Genes involucrados en la regulación de la diferenciación morfológica y 

virulencia en M. circinelloides 

La calcineurina es una fosfatasa específica de serina-treonina, la cual es activada 

por el complejo Ca2+-calmodulina. Esta enzima está compuesta por dos 

subnidades: la subunidad catalítica A, la cual tiene la actividad de fosfatasa y la 

subunidad regulatoria B, la cual une al calcio y a la subunidad A; la unión del 

calcio activa el complejo enzimático, permitiendo la disociación de ambas 

subunidades. En M. circinelloides fueron identificados tres genes que codifican 

para subunidades catalíticas (CnaA-CnaC) y un solo gen homólogo de la 

subunidad regulatoria (CnbR) (Lee et al., 2013). Es de resaltar que la via de la 

calcineurina controla la morfogenésis y la virulencia en este mucoral. La 
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interrupción del gen cnbR que codifica para la subunidad regulatoria de la 

calcinerurina condujo a un crecimiento monofórmico levaduriforme a pesar de la 

presencia de condiciones aeróbicas tanto en medio sólido como en líquido; esta 

mutante es avirulenta en contra de Galleria mellonella a diferencia de la cepa 

silvestre (Lee et al., 2013). Adicionalmente, cuando se interrumpió el gen cnaA, el 

cual codifica para una de las subunidades catalíticas de la calcineurina en este 

hongo, el fenotipo mostró un tamaño de la esporangiospora y virulencia 

significativamente mayores en relación con la cepa silvestre (Lee et al., 2013). De 

manera similar en nuestro grupo de trabajo hemos reportado que los productos de 

los genes gpa11 y gpa12, los cuales codifican para subunidades alfa de proteínas 

G heterotriméricas regulan el tamaño de la esporangiospora en este mucoral 

(Patiño-Medina et al., 2019). En este mismo trabajo se reportó que los resultados 

de medición de mRNA sugieren una relación  genética y funcional entre los genes 

gpa11 y gpa12 con la ruta de la calcineurina en M. circinelloides (Patiño-Medina et 

al., 2019a). Recientemente se ha reportado la caracterización funcional de un gen 

llamado bycA el cual codifica para una permeasa de aminoácidos. Este gen fue 

asociado con la calcineurina, esto debido ya que la cepa doble mutante 

ΔcnbRΔbycA es capaz de crecer filamentosamente en medio sólido suprimiendo 

el fenotipo de la cepa ΔcnbR la cual solo puede generar crecimiento levadurifome 

(Vellanki et al., 2020).  

En nuestro grupo de trabajo, hemos reportado que la interrupción del gen adh1 

(cepa M5), el cual codifica para una alcohol deshidrogenasa, durante condiciones 

anaeróbicas genera células hinchadas siendo incapaz de generar levaduras, a 

diferencia de la cepa silvestre (Rangel-Porras et al., 2019). Adicionalmente, en un 

trabajo posterior reportamos que la cepa M5 exhibió mayor virulencia que la cepa 

silvestre R7B en contra del modelo murino (Díaz-Pérez et al., 2020). El 

sobrenadante libre de células de la cepa M5 contenía concentraciones más altas 

de acetaldehído, lo que en parte explica el efecto tóxico exarcerbado en 

comparación con la cepa silvestre (Díaz-Pérez et al., 2020). Además, hemos 

validado la acumulación del transcrito mediante RT-qPCR de este gen como un 
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marcador de crecimiento levaduriforme en este hongo (Valle-Maldonado et al., 

2015a). 

Adicionalmente, en nuestro laboratorio hemos caracterizado funcionalmente a los 

cuatro genes (arf1-arf4) que codifican para  proteínas G monoméricas de la familia 

Arf (ADP-ribosylation-factor) en este hongo (Patiño-Medina et al., 2018). Los 

productos de dichos genes participan en la regulación del transporte vesicular. La 

interrupción del gen arf2 provoca una reducción siginificativa (80%) en la 

formación de levaduras comparado con la cepa silvestre (Patiño-Medina et al., 

2018). Por otro lado, la interrupción del gen arf1 condujo a una reducción en la 

cantidad y longitud de hifas durante el crecimiento aeróbico en relación a la cepa 

silvestre (Patiño-Medina et al., 2018). Además, la totalidad de las cuatro mutantes 

sencillas de los genes arf1-4 mostraron mayor virulencia en contra de los modelos 

de ratón y nematodo en comparación con la cepa silvestre (Patiño-Medina et al., 

2018).  

Es importante mencionar que además de los genes arf1-4, el genoma de M. 

circinelloides, contiene al menos dos genes que codifican para proteínas Arl (Arf-

like), arl1-arl2 (Patiño-Medina et al., 2019b). La incapacidad de generar una 

mutante Δarl1 homocarionte sugiere que es esencial para el crecimiento de este 

mucoral. Además, la cepa Δarl1(+)(-) mostró una reducción en la cantidad y longitud 

de hifas durante el crecimiento aeróbico en relación a la cepa silvestre (Patiño-

Medina et al., 2019b). Adicionalmente, se demostró que ambos genes arl1 y arl2 

participan en el tráfico vesicular al localizar adecuadamente a los endosomas en la 

hifa. La mutante heterocarionte  Δarl1(+)(-)  secretó al medio de cultivo componentes 

de naturaleza proteica que presentan un efecto tóxico en contra del modelo de 

nematado en comparación con la cepa silvestre (Patiño-Medina et al., 2019b). 

Cabe mencionar que también en nuestro grupo de trabajo recientemente 

comprobamos que los productos de los genes arl1 y arl2 están involucrados 

positivamente en la formación de mitocondrias en este mucoral, controlando el 

metabolismo oxidativo (Patiño-Medina et al., 2020). 
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Además de lo anterior, se ha asociado a la ruta cAMP-PKA  en la regulación del 

dimorfismo de M. circinelloides. La PKA consiste en dos subunidades regulatorias 

(PKAR) que se unen e inhiben la actividad de dos subunidades catalíticas (PKAC). 

La unión del AMPc a las cadenas PKAR resulta en la liberación de las 

subunidades PKAC y se desencadena la cascada de fosforilación de sustratos 

proteicos específicos en residuos de serina y treonina que resulta en cambios en 

la morfogénesis y en el dimorfismo. El gen que codifica para la subunidad 

regulatoria PkaR1 fue sobreexpresado y dicha cepa mutante presentó un fenotipo 

de hiperramificación en crecimiento en medio sólido (Wolff et al., 2002). 

Posteriormente, se reportó que la interrupción del gen pkaR1 condujo a la 

disminución de la longitud de la hifa durante la transición morfológica levadura-

micelio (Ocampo et al., 2009). Cabe mencionar que el gen que codifica para la 

isoforma pkaR4, es esencial, ya que su interrupción generó células 

heterocariontes, y esta mutante muestra un defecto en la emisión del tubo 

germinativo (Ocampo et al., 2012).  Adicionalmente, la participación de PKA en el 

crecimiento polarizado en Mucor ha sido evidenciada usando análogos de AMPc 

como N6-monobutiril-AMPc, N6-benzoil-AMPc (Sorol et al., 2000). Estos análogos 

estructurales imitan la actividad del AMPc y  el fenotipo resultante es crecimiento 

levaduriforme en condiciones aérobicas. La regulación en el dimorfismo conferida 

por el AMPc es muy relevante , ya que la remoción de  los análogos del AMPc 

provocó una inmediata transición morfológica de crecimiento isotrópico a 

filamentoso  (Wolff et al., 2002; Ocampo et al., 2009).  

Es importante mecionar que se ha reportado que los niveles de AMPc y la 

actividad de PKA están incrementados en el crecimiento levaduriforme durante el 

dimorfismo en M. circinelloides en comparación con el crecimiento filamentoso 

(Lee et al., 2013, Vellanki et al., 2020).  

1.3 Proteínas G en la transducción de señales  

 

La supervivencia requiere  que los organismos seamos capaces de responder 

efectivamente a los estímulos ambientales. La adaptabilidad es una capacidad 
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clásica y característica de los seres vivos,  y consiste en 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 regulación genético-molecular de la percepción y respuesta a estimulos en los 

seres vivos implica un proceso complejo llamado transducción de señales. El cual 

consiste en la transferencia de información desde un ambiente externo hacia el 

interior de la célula. Este sistema está compuesto por un elemento sensor o 

“receptor” para detectar la señal, un componente “amplificador”, que aumenta la 

intensidad de la señal intracelularmente regulando los niveles de segundos 

mensajeros y un elemento “transductor” que realiza la labor de convertir la señal 

detectada por el receptor a una forma que pueda ser entendida y convertida a 

respuesta por el amplificador. Existen ciertas  señales que  por su naturaleza 

química pueden ingresar a la célula (aquellas moléculas lipofílicas, como las 

vitaminas A y D y la hormona tiroidea)  y pueden atravesar la membrana celular 

hacia el interior de la célula donde pueden tener un efecto biológico afectando la 

expresión a nivel transcripcional o traduccional (Brivanlou y Darnell, 2002). La 

diversidad de los estímulos externos es muy amplia, e incluye señales acústicas, 

cambios de temperatura, nutrientes, luz, hormonas, entre otros factores (Krauss, 

2003).  

 

1.3.1 Receptores involucrados en transducción de señales 

 

El primer componente  partipante en un sistema  transducción de señales en 

eucariotas son los receptores. Dichos elementos que reconocen señales de 

diversos tipos, entre los cuales destacan: 

-Receptores intracelulares. Se hallan localizados intracelularmente y cuando se 

presenta la unión de ligando migran hacia el núcleo, donde el complejo ligando-

receptor directamente regula la transcripción génica. Dado que la localización de 

esta clase de receptores es intracelular y actúan directamente en el núcleo como 

factores de transcripción, comúnmente se les ha llamado receptores nucleares. 

Dentro de los receptores de esta clase se encuentran la gran familia de receptores 
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de esteroides, como el estrógeno y la progesterona, y otras sustancias solubles en 

lípidos como el ácido retinoico y hormona tiroidea (Sever y Glass, 2013). 

Adicionalmente, los receptores de esta clase presentan un motivo de unión a 

ligando, además de un dominio de unión a DNA y  de un dominio activador 

transcripcional (Huang et al., 2010). En hongos se ha descrito en el ascomiceto S. 

cerevisiae, la enzima PDR1 reconoce al antifúngico cicloheximida lo que provoca 

la activación de una vía que confiere resistencia a este fármaco. Dicho mecanismo 

implica la regulación de la expresión de genes que codifican para transportadores 

de fármacos, como es el caso de PDR5 el cual es un transportador pleiotrofico 

dependiente de ATP (Naar y Thakur, 2009; Balzi et al., 1994; Gao et al., 2004.).  

 

 -Receptores que presentan actividad enzimática intrínseca. Dentro de este 

tipo de receptores se encuentran  aquellos que tienen actividad catalítica de 

tirosin-cinasa (por ejemplo el receptor de la insulina, receptores del factor de 

crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento de fibrobastos , o del 

factor de crecimiento epidermal). También incluyen a los receptores con actividad 

enzimática de serin-treonina cinasas (por ejemplo los receptores de activina y 

factor de crecimiento transformante-β). Otro tipo de receptores incluirían a las 

tirosin-fosfatasas (por ejemplo la proteína CD45 de células T y macrófagos) 

(Koretzky et al., 1990), y finalmente los receptores con acitividad de guanilato 

ciclasas (por ejemplo  los receptores de péptido natriurético). Un ejemplo de 

receptores con actividad enzimática intrínseca en hongos incluye a la rodopsina-

guanilato ciclasa en el hongo acuático Blastocladiella emersonii la cual como 

respuesta a la luz modula la formación de GMPc (Scheib et al., 2015). 

-Receptores acoplados a proteínas G. Este tipo de receptores se denominan 

GPCRs (por sus siglas en inglés, G-Protein Coupled Receptors). Se tratan de 

receptores de siete pasos transmembranales que se encuentran conformados por 

tres asas intracelulares y tres asas extracelulares, contando con un extremo amino 

extracelular y con un extremo carboxilo intracelular. Se trata de  un grupo muy 

numeroso de receptores, que en humanos representa el grupo más amplio de 
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receptores membranales. El genoma humano codifica al menos 791 GPCRs. Y 

representan el 30-40 % de los blancos moleculares de todos los fármacos 

modernos (Wacker et al., 2017). 

Dentro de este tipo de receptores se encuentran: los receptores olfatorios, los 

receptores adrenérgicos y algunos receptores de hormonas: angiotensina, 

glucagón, bradiquinina y vasopresina (Huang y Tesmer, 2011). Estos receptores 

se encuentran presentes en todos los eucariontes, desde hongos hasta 

mamíferos. Un ejemplo de este tipo de receptores en ascomicetos  es el receptor 

para detectar feromonas denominado PRE-2 en Neurospora crassa (Cabrera et 

al., 2015). Es importante mencionar que los receptores acoplados a proteínas G, 

transmiten la detección de la señal a las proteínas G heterotriméricas.  

 

1.3.2 Proteínas G 

 

Dentro de los componentes transductores de señales se encuentran las proteínas 

G, reciben su nombre porque unen e hidrolizan nucleótidos de guanina 

(McCudden et al., 2005). Se trata de componentes muy importantes en la 

transducción de señales, una muestra de la importancia del aporte al conocimiento 

de estas proteínas es que los investigadores Alfred Gilman y Martin Rodbell 

ganaron el premio Nobel de Medicina en 1994 por su descubrimiento. Las 

proteínas G incluyen dos familias generales: monoméricas y heterotriméricas 

ambas involucradas en diversas funciones celulares.  

 

Dentro de las proteínas G monoméricas existen las familias Ras, Rho, Ran, Rab y 

Arf (Takai et al., 2001). Ha sido demostrada la participación de la familia Ras en 

procesos de oncogénesis (Repasky et al., 2004), la familia Rho ha sido 

involucrada en la regulación de la organización de actina, del ciclo celular y de la 

expresión celular (Etienne-Manneville y Hall, 2002). Por su parte, lafamilia Ran 

participa en el transporte nucleocitoplásmico de RNA y proteínas (Weis, 2003). A 

su vez, la familia Rab cumple la funcion de  regular el transporte vesicular y el 



16 
 

tráfico de proteínas entre diferentes organelos de las rutas endocíticas y exocíticas 

(Zerial y McBride, 2001). Finalmente, la familia Arf está involucrada en la 

regulación del tráfico vesicular (Nielsen et al., 2008, Patiño-Medina et al., 2018).  

 

La otra gran familia de las proteínas G está compuesta por las proteínas G 

heterotriméricas.  

1.3.2.1 Proteínas G heterotriméricas en hongos 

Las proteínas G heterotriméricas (PGH) sirven a modo de intermediario entre el 

receptor localizado en la membrana plasmática y los efectores intracelulares, se 

tratan  del componente transductor de señales. Estructuralmente están 

compuestas de tres proteínas distintas: una subunidad Gα, una subunidad Gβ y 

una subunidad Gγ (McCudden et al., 2005).  

La subunidad Gα une el nucleótido GDP o GTP, determinando el estado de 

inactivación o activación del complejo, respectivamente. La subunidad Gα muestra 

homología con las subunidades G pequeñas, debido a que ambas tienen actividad 

de GTPasa y comparten los dominios, llamadas caja G (G1-G5) que cumplen 

dichas funciones (Sprang 1997). Sin embargo las diferencias con las proteínas G 

monoméricas consisteen que la subunidad Gα es más grande, por lo regular entre 

(35-45 kDa) en comparación con las subunidades G pequeñas (20-25 kDa). 

Además, por lo general las subunidades Gα presentan un motivo caracaterístico 

susceptible a miristoilación (MGXXXS) en el extremo amino terminal de la proteína 

(Buss et al., 1987), y otro motivo susceptible a ADP-ribosilación por la tóxina del 

cólera (RSRVK) en la caja G2 (Van Dop et al., 1984), Además, las subunidades 

Gα presentan otro motivo susceptible a ADP-ribosilación por la tóxina pertussis 

(CAAX) en el extremo carboxilo terminal (West et al., 1985). Finalmente, las 

proteínas G monoméricas carecen de los residuos necesarios para la interacción 

con la subunidad Gβ que estan presentes en las subunidades Gα (Takai et al., 

2001).  
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Los análisis evolutivos de las subunidades Gα fúngicas indicaron que estas 

subunidades tienen una distribución en cuatro grupos (I-IV), esta clasificación fue 

derivada de la funcionalidad de las subunidades Gα de mamífero (Bölker, 1998).  

El grupo I  fue relacionado con las subunidades Gαi las cuales inhiben la actividad 

de la adelinato ciclasa. Por su parte, el grupo III  fue asociado con  las 

subunidades Gαs que estimulan la actividad de la adelinato ciclasa. Mientras que 

los grupos II y IV no han sido relacionados a  subunidades de mamíferos (Bölker, 

1998; Li et al., 2007).  

Las subunidades Gβ presentan característicamente siete motivos dipéptido WD y 

un residuo W105 indispensable para la interacción con la subunidad Gα (Whiteway 

et al., 1994). La cristalización de subunidades Gβ ha descrito su estructura 

terciaria como un propulsor de siete laminas β circularizado con una hélice α en el 

extremo amino terminal (Wall et al., 1995). Por su parte las subunidades Gγ, 

presentan característicamente el motivo CaaX, siendo “a” un residuo alifático, en 

el extremo carboxilo terminal susceptible a  farnesilación o geranilación  necesario 

para la interacción con las membranas (Mulligan y Farber 2011). Las subunidades 

Gγ presentan los residuos L16 y N20 necesarios para la interacción con la 

subunidad Gβ. Referentemente, a su estructura terciaria, ésta ha sido descrita 

como dos hélices α unidas por un asa (Wall et al., 1995).  En cuanto a las 

subunidades Gβ y Gγ, éstas forman un dímero muy estable que en condiciones 

fisiológicas no se disocia (Schwindinger y Robishaw, 2001). 

1.3.2.2 Proteínas G heterotriméricas en M. circinelloides 

Con anterioridad, se realizó la identificación de cuatro subunidades Gα en el M. 

circinelloides (Meza-Carmen et al., 2006). Posteriormente en nuestro grupo de 

trabajo reportamos que Mucor circinelloides presenta el repertorio más grande de 

proteínas G heterotriméricas en el Reino Fungi, con doce subunidades Gα,  tres 

subunidades Gβ y tres subunidades Gγ  (Valle-Maldonado et al., 2015b). En ese 

mismo manuscrito, al analizar filogenéticamente las secuencias Gβ y Gγ fúngicas 

propusimos una clasificación para estas subunidades por primera vez y también la 
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existencia de un posible evento de coevolución debido a la distribución en cuatro 

grupos (I-IV) para ambos tipos de subunidades, dependiendo de los Phyla 

fúngicos. En los grupos I están ascomicetos filamentosos, en los grupos II están 

basidiomicetos, en los grupos III se encuentran los mucorales, y en el grupo IV 

están ascomicetos levaduriformes y dimórificos (Valle-Maldonado et al., 2015b).  

 El mecanismo canónico de estucturación del heterotrímero de PGH implica dos 

posibles conformaciones: 

-Heterotrímero asociado inactivo. Esta es la conformación cuaternaria que tiene 

el heterotrímero cuando la subunidad Gα está asociada a las subunidades Gβ y 

Gγ, las cuales están adyacentes entre sí. La subunidad Gα tiene unido GDP en 

esta conformación. Importantemente, el heterotrímero está anclado en la 

membrana plasmática mediante las subunidades Gα, y Gγ. Éstas subunidades 

puede ser susceptibles para presentar modificaciones postraduccionales 

(miristoilación para Gα y farnesilación o geranil-geranilación para Gγ) que 

favorecen la interacción con la membrana celular. La subunidad Gα además tiene 

contacto con el receptor,  funcionalmente este heterotrímero se encuentra inactivo 

(Tesmer, 2010).  

-Heterotrimero disociado activado. Al percibirse una señal extracelular por 

medio del receptor, se promueve el intercambio del GDP por GTP en  la 

subunidad Gα. Lo anterior implica un cambio conformacional de la subunidad Gα,  

que altera la interacción con el dímero Gβγ, lo que a su vez produce una 

disociación del trímero. A continuación, las unidades de señalización, 

correspondientes a la subunidad Gα-GTP y el dímero Gβγ, se encuentran 

separadas, a esta conformación se le conoce como activa. A su vez, cada una de 

éstas unidades de señalización son capaces de interactuar con distintos efectores 

generando específicamente diversas respuestas fisiológicas (Tesmer, 2010).  

Los complejos de señalizacion de las proteínas G heterotriméricas activados 

transmiten la señal a proteínas efectoras que tienen actividad enzimática, entre los 

cuales están las fosfodiesterasas específicas de GMPc (Artemeyev et al., 1992), la 
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adelinato ciclasa (Levitzki y Bar-Sinai, 1991), las fosfolipasas (Smrcka et al., 2012) 

o canales iónicos como: canales de K+, Ca2+ o Cl- (Zhang, 2011, Zhang et al., 

2011).  

La activación de estas proteínas efectoras puede conducir a cambios en la 

concentración intracelular de compuestos químicos conocidos como segundos 

mensajeros, como el GMPc, AMPc, diacilglicerol o inositol trifosfato, Ca2+, entre 

otras, los cuales funcionalmente desencadenan reacciones fisiológicas específicas 

(Neer, 1994).  

1.3.2.3 Regulación de la actividad de las proteínas G 

El grado de actividad de las proteínas G es regulado por las tasas de intercambio 

de GDP por GTP en la subunidad Gα y a su vez por la velocidad de hidrólisis del 

GTP a GDP. El primer proceso es catalizado por enzimas llamadas factores de 

intercambio de nucleótidos de guanina (GEF, por sus siglas en inglés, Guanine 

Exchange Factors). Así mismo, se ha propuesto que los mismos receptores 

GPCRs pueden tener actividad GEF (Kahn, 2014),  esto cuando ocurre la unión 

del ligando y la activación correspondiente del receptor. 

Sin embargo, se ha reportado la existencia de proteinas tipo GEF que no son 

receptores GPCR. Tal es el caso de RIC8 en el ascomiceto Neurospora crassa.  

Mutantes carentes de este gen, muestran una disminución drástica de los niveles 

de proteína de las subunidades GNA1-3 (Gα) y GNB-1 (Gβ)  y de la adenilato 

ciclasa CR-1 en comparación con la cepa silvestre. De igual manera, en la 

mutante carente de RIC8 se reportaron afectaciones fenotípicas asociadas con 

bajos niveles de AMPc como fueron una disminución en el crecimiento vegetativo, 

desarrollo sexual y asexual (Wright et al., 2011). 

La hidrólisis del GTP unido a las subunidades Gα de las proteínas G se regula por 

una familia de proteínas denominadas proteínas activadoras de GTPasa (GAP, 

por sus siglas en inglés, GTPase-Activating Protein). Un ejemplo de lo anterior en 

un modelo fúngico es el caso de la enzima Sst2 de S. cerevisiae la cual se une a 

la forma activa (Gα-GTP) de Gpa1p, la cual es una subunidad Gα, dicha unión 
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regula negativamente la señalización al favorecer la inactivación de la subunidad 

Gα (Gα-GDP) (Dohlman et al., 1996). Con lo anterior, se demuestra la importancia 

funcional de las proteínas GEFs y GAPs las cuales son reguladoras de la 

señalización por proteínas G y se denominan por sus siglas en inglés RGSs . 

1.3.2.4 Mecanismos no canónicos de asociación de las proteínas G 

heterotriméricas en hongos 

Se ha reportado recientemente que las proteínas G heterotriméricas pueden 

realizar funciones no canónicas, debido a la interacción con nuevos efectores, 

activación independientemente de  receptores y  la localización celular diferente a 

la membrana plasmática. 

La detección de glucosa en la levadura Saccharomyces cerevisiae es un 

mecanismo no canónico de actividad de las PGH, Esto  porque se ha demostrado 

la participación del receptor Gpr1 y la subunidad Gα, Gpa2p, mientras que no ha 

sido comprobada la participación de las subunidades Ste4p (Gβ) ni Ste18p (Gγ) 

presentes en este organismo. La evidencia disponible hasta el momento mostró 

que la subunidad Gpa2p (Gα) en estas condiciones funciona sin la participación de 

las subunidades Gβ ni Gγ. Además, se ha demostrado que las subunidades 

Gpa2p y Ste4p  no interactúan entre sí lo cual refuerza la teoría de que no forman 

un parte de un heterotrímero (Versele et al., 2001). 

En este mismo organismo se ha comprobado de igual manera, que las 

subunidades Gα, Gβ y Gγ (Gpa2p, Ste4p y Ste18p, respectivamente) pudieran 

estar en una configuración activada a niveles normalmente vistos solo en 

presencia de ligando, de manera espontánea en ausencia de receptor, esto 

sucede cuando el gen que codifica para el componente Sst2, un elemento RGS 

(Siekhaus y Dubrin, 2005) es mutado. Se ha identificado la existencia de proteínas 

activadoras de señalización de proteínas G, independientes de receptor AGS (por 

sus siglas en inglés: receptor-independent activators of G-protein signaling). Estas 

proteínas son capaces de interactuar y activar a la subunidad Gα o al dímero Gβγ 

de manera específica  (Blumer et al., 2005). Un ejemplo de lo anterior la proteína 
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AGS1, en mamíferos, incrementa el intercambio de GTP en la subunidades Gαi y 

Gαo actuando como un GEF, en la ausencia del receptor (Cismowski et al., 1999, 

Blumer y Lanier, 2014).  

 

1.4 Función de subunidades Gβ fúngicas  

La primera identificación de una subunidad Gβ (Ste4p) fúngica se reportó S. 

cerevisiae (Whiteway y col., 1989).  

A partir de ese momento ha habido mucho interés en el estudio de estas 

subunidades Gβ fúngicas debido a que son subunidades homólogas a las de 

mamífero. Las subunidades Gβ fúngicas tienen porcentajes altos de identidad 

respecto a las de mamífero, un ejemplo es CPG-1 en Cryphonectria parasitica que 

tiene una identidad mayor al 65% en comparación a GNB1 de humano  (Kasahara 

y Nuss, 1997).  

Además, se ha demostrado el papel relevante de las subnidades Gβ fúngicas en la 

regulación de la morfología, reproducción y virulencia.  

Hasta la fecha han sido caracterizadas funcionalmente 19 subunidades Gβ 

fúngicas (Tabla S3), todas ellas pertenecientes al subreino Dikarya, que incluye a 

los Phyla Ascomycota y Basidiomycota.  

En el ascomiceto fitopátogeno Fusarium verticilloides, el producto del gen gbb1, el 

cual codifica para una subunidad Gβ, regula positivamente la síntesis de la 

micotóxina fumonisina B y la dirección del crecimiento polarizado en este hongo 

(Sagaram y Shim, 2007). En contraste, en Monascus ruber, la subunidad Gβ Mgb1 

es un regulador negativo de la producción de la micotóxina citrinina (Li et al., 

2014). 

De manera similar en otro fitopatógeno filamentoso C. parasitica, la interrupción de 

cpgb-1, cuyo producto es una subunidad Gβ, condujo a una reducción significativa 
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de la pigmentación, reproducción asexual y de la capacidad virulenta en contra del 

tejido de Castanea sativa (Kasahara y Nuss, 1997).  

La verticilosis es una infección fúngica frecuente en el tomate. Se reportó que la 

interrupción del gen que codifica para la subunidaf Gβ, vgb, en Verticillium dahliae, 

condujo a un fenotipo que mostró una reducción de la virulencia en contra de esta 

planta (Tzima et al., 2012). 

El género Magnaporthe incluye hongos patógenos de arroz que producen la 

enfermedad denominada piriculariosis. Dicha infección produce las mayores 

pérdidas económicas ocasionadas por fitopatógenos. En Magnaporthe grisea, se 

comprobó que MGB1, una  subunidad Gβ es un regulador positivo de la virulencia 

en conta de plantas de arroz (Nishimura et al., 2003).  

Un aspecto importante que regulan positivamente las subunidades Gβ es la 

reproducción: KlSte4p en Kluyveromyces lactis (Navarro-Olmos et al., 2010), 

GPB1 en Cryptococcus neoformans (Wang et al., 2000), STE4 en Candida 

albicans (Dignard et al., 2008). 

En nuestro grupo de trabajo, medimos los niveles de transcrito de los tres genes 

que codifican para  subunidades Gβ  (gpb1, gpb2 y gpb3) durante el dimorfismo de 

M. circinelloides . Encontrando que el gen gpb1 presenta los mayores niveles de 

mRNA durante el crecimiento filamentoso (Valle-Maldonado et al., 2015b). 
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2. ANTECEDENTES 

Las subunidades Gβ fúngicas son parte del heterotrímero que componen a las 

proteínas G heterotriméricas y son elementos importantes en la transducción de 

señales al regular el crecimiento, la reproducción y de la capacidad virulenta en 

estos organismos (Tzima et al., 2012).  Mucor circinelloides es un patógeno 

oportunista en humanos y presenta el repertorio más grande de proteínas G 

heterotriméricas en el Reino Fungi (Valle-Maldonado et al., 2015b). Es un hongo 

dimórfico, que presenta mayor virulencia en su crecimiento filamentoso (Lee et al., 

2013). Los niveles de transcrito del gen gpb1, el cual codifica para una subunidad 

Gβ son significativamente mayores en dicha morfología, respecto a los otros dos 

genes que codifican a subunidades Gβ, gpb2 y gpb3 presentes en este mucoral.   

Los participantes moleculares en el crecimiento filamentoso y la regulación de la 

virulencia en M. circinelloides se conocen parcialmente. 

 

3. JUSTIFICACIÓN 

En hongos se ha descrito la participación de subunidades Gβ de proteínas G 

heterotriméricas en la regulación de la virulencia.  

M. circinelloides es un hongo dimófirco el cual ha sido reportado como patógeno 

oportunista de humanos, siendo relevante en los años recientes debido al 

incremento en su incidencia. En este organismo, el gen que codifica para la 

subunidad Gpb1 de proteínas G heterotriméricas presenta el mayor nivel de 

transcrito en micelio, el cual es la morfología virulenta, respecto a los demás 

genes que codifican para proteínas G heterotriméricas. La evaluación funcional de 

la subunidad Gpb1 permitirá demostrar su participación en la virulencia de este 

organismo. 
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4. HIPÓTESIS 

La subunidad Gpb1 de  proteínas G heterotriméricas regula la ruta PKA y controla 

positivamente la virulencia del hongo M. circinelloides a través del desarrollo 

micelial. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo General 

Dilucidar la función de la subunidad Gpb1 de proteínas G heterotriméricas en la 

ruta PKA y en la virulencia de M. circinelloides asociada al desarrollo micelial. 

 

5.2  Objetivos Particulares 

A) Determinar la participación de la subunidad Gpb1 en el dimorfismo de M. 

circinelloides. 

B)  Evaluar la regulación de la virulencia de M. circinelloides por parte de la 

subunidad Gpb1. 

C) Analizar la participación del producto del gen gpb1 en la regulación del 

crecimiento micelial a través de la vía PKA.  
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6.  METODOLOGÍA EXPERIMENTAL GENERAL 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

8. RESULTADOS 

 

Las dos secciones (7 MATERIALES Y MÉTODOS, y 8 RESULTADOS) de la 

presente tesis, se presentan siguiente en el manuscrito: 

Valle-Maldonado, M.I., Patiño-Medina, J.A., Pérez-Arques, C., Reyes-Mares, N.Y., 

Jácome-Galarza, I.E., Ortíz-Alvarado, R., Vellanki, S., Ramírez-Díaz, M.I., Lee, 

S.C., Garre, V., Meza-Carmen V. 2020. The heterotrimeric G-protein beta subunit 

Gpb1 controls hyphal growth under low oxygen conditions through the protein 

kinase A pathway and is essential for virulence in the fungus Mucor circinelloides. 

Cell Microbiol  19: e13236 
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Figure S1. Transcript levels of heterotrimeric G-protein-encoding genes in 

spores, mycelium and yeast in the R7B strain from M. circinelloides. Raw Ct-

data from RT-qPCR were retrieved from Valle-Maldonado et al., 2015b. Jácome-

Galarza, Díaz-Pérez, et al., 2015 and a novel ΔΔCt was carried out for 12 Gα 

(gpa1-12), 3 Gβ (gpb1-3) and 3 Gγ (gpg1-3) encoding genes. Spores were 

incubated for 6 h in liquid YPG rich media, in aerobic or self-anaerobic conditions 

that led to mycelium or yeast, respectively. Bars represent relative gene transcript 

for each gene during vegetative growth (mycelium or yeast) compared to the spore 

stage. Asterisk stands for the gpg1 gene that was only detected in the yeast 

morphology. The data is represented as the average from three independent  

biological replicates,  correspond to standard error (SE). Significance testing was 

performed using ANOVA with Fisher´s exact test. For each gene the different 

letters above the bars denote statistical significance, values with identical letter 

were not considered significantly different (p<0.05). 
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Figure S2. Deletion of gpb1 in M. circinelloides.  The 5′ and 3′ regions (1.1 kb 

for each) upstream and downstream from the start and stop codons, respectively, 

of gpb1 were designed to flank the pyrG selection marker for gene deletion. The 

recombinant fragment was used to transform protoplasts of the strain MU402 

(pyrG−, leuA−) is shown. (a) Molecular confirmation by PCR of the Δgpb1 strain, 

the lane C+ showed the amplicon (1.0 kb) that cover the 5´region that flanks the 

recombinant gpb1 fragment; the lane Δgpb1 showed the amplicon (1.12 kb) that 

confirms the integration of the transformation fragment in the gpb1 locus. (b) 

Molecular confirmation by Southern blotting was performed using specific probes 

for gpb1 gene.  DNA samples from transformed and parental (MU402) strains were 

digested with the indicated restriction enzyme (H, HincII) and the corresponding 
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bands to each genotype were observed (WT: 2.8 kb and Δgpb1: 1.8 kb). (c) mRNA 

levels of gpb1 was quantified by RT-qPCR using total RNA isolated from spores of 

each strain, a ΔCt analysis was performed. The data is represented as the average 

from three biological replicates of independent cultures,  correspond to standard 

error (SE). Significance testing was performed using ANOVA with Fisher´s exact 

test. The different letters above the bars denote statistical significance, values with 

identical letter were not considered significantly different (p<0.05). 
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Figure S3. Generation of the complemented Δgpb1+gpb1 and over expressed 

Δgpb1+pkaR1 strains in M. circinelloides. The overexpressed mutants 

MU402+gpb1 and MU402+pkaR1 are derivated of the MU402 strain that was 

transformed by the gpb1 (a) or pkaR1 (b) wild-type allele at the carRP locus. 

Similarly, the complemented Δgpb1+gpb1 (c) and over expressed Δgpb1+pkaR1 

(d) strains (pyrG+, leuA+, carRP-) were obtained by integrative transformation with 

the gpb1 or pkaR1 wild-type allele at the carRP gene locus of the Δgpb1 strain 

(pyrG+, leuA-, carRP+).  We used a transformation fragment that contained about 

1.1 kb upstream of the start of the carRP gene ORF and approximately 1.1 kb 

downstream the stop codon. These two fragments flank the leuA (4.4 kb) and gpb1 

(2.5 kb) or pkaR1 (2.5 kb). The molecular confirmation of the integration of the 

transformation fragment was done by PCR, the presence of an amplicon of 2.3 kb 

revealed the integration of gpb1 or pkaR1 in MU402 (a and b); meanwhile the 
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integration of gpb1 or pkaR1 in Δgpb1 was confirmed by the presence of an 

amplicon of 2.5 kb (c and d). gpb1 gene is under the regulation of its native 

promoter and terminator sequences in Δgpb1 and it is under the regulation of 

promoter pZRT in MU402; pkaR1 gene is under the regulation of promoter pZRT in 

both strains. The size of those transformation fragments is around 6.6 kb for the 

pyrG fragments and 9 kb for the leuA fragments. The complemented strains 

resulted in albino colonies instead of the MU402 or Δgpb1 yellowish colonies. 
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Figure S4. Effect of gpb1 mutation on aerobic growth of M. circinelloides.  (a) 

Aerobic germination. Δgpb1 and MU636 strains were grown aerobically in liquid 

rich or minimal media (YPG or YNB, respectively) and germinules were counted 

hourly. (b) Cellular morphology. Microphotographs taken by light microscopy (40 ×) 

reveal morphology of germinules in liquid YPG and YNB, at 6 or 8 h, of aerobic 

growth for Δgpb1 and MU636 strains. Scale bar =20 μm. (c) Biomass production. 

Biomass was filtered, dried and weight wa determined from Δgpb1 and MU636 

aerobic cultures in rich and minimal media at 6, 12 and 24 hours of growth. (d) 

Radial growth. Radial growth was determined daily for Δgpb1 and MU636 strains 

on solid YPG or YNB media. Three independent experiments were conducted. 

Statistically significant differences are indicated by asterisks (ANOVA and Fisher’s 

tests; p≤0.05). 
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Figure S5. Effect of gpb1 mutation on filamentous and yeast cells count in 

yeast-hyphae or hyphae-yeast transitions in YNB medium in M. 

circinelloides. Δgpb1 and MU636 spores were incubated anaerobically in YPG 

medium for 10 h, then the resulting yeast cells were washed and transferred to 

fresh YNB medium supplemented with leucine and uridine and grown aerobically to 

promote the yeast-hyphae transition. (a) Filamentous cells determination. The 
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percentage of hyphae cells was determined hourly for Δgpb1 and MU636 after the 

yeast-to-hyphae transition was induced. Δgpb1 and MU636 spores were incubated 

aerobically in YPG medium for 5 h, then the resulting germlings were washed and 

transferred to fresh YNB media and grown anaerobically to promote the hyphae-

yeast transition. (b) Yeast cells determination. The percentage of yeast cells was 

determined hourly for Δgpb1 and MU636 after the yeast-mycelium transition was 

induced. The data is represented as the average from three independent biological 

replicates, ± correspond to standard error (SE). Significance testing was performed 

using ANOVA with Fisher’s exact test. For each condition the asterisks above the 

bars denote statistically significance, (p ≤ 0.05).  
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Figure S6. Transcript levels of heterotrimeric Gβ-encoding genes in aerobic 

and low oxygen cultures from the Δgpb1 and MU636 strain of M. 

circinelloides. Total RNA was isolated from vegetative growths obtained after 

spores from Δgpb1 or MU636 strains  were incubated for six hours in YPG medium 

aerobically (H) or after eight hours in low oxygen conditions (LO) as reported 

previously. mRNA levels of the three Gβ (gpb1-3) encoding genes were 

determined by RT-qPCR  A delta Ct analysis (ΔCt) was carried out, using the 

validated tfc-1 gene as normalizer. The data is represented as the average from 

three independent  biological replicates,  correspond to standard error (SE). 

Significance testing was performed using ANOVA with Fisher´s exact test. For 

each gene the different letters above the bars denote statistically significance, 

values with identical letter were not considered significantly different (p<0.05). 
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Figure S7. Tec1p homologues in M. circinelloides.  (a) An analysis in the 

promoter region of the gpb1 gene was carried out, a putative consensus sequence 

(CATTCTT) for the TEC1p transcription factor, the TATA box and the start codon 

are depicted in bold and underlined letters. (b) Two putative homologues of Tec1p 

in Mucor circinelloides  (Mci_Tec1 and Mci_Tec2; ID numbers, 84676 and 106595, 

respectively) were aligned using ClustalW with AbaA (XP_750232.1) from 

Aspergillus fumigatus (Afu), TEC1 (AOW28471.1) from C. albicans (Cal) and 

TEC1p (NP_009639.3) from Saccharomyces cerevisiae (Sce), GenBank accession 

numbers are shown in parenthesis. The TEA/ATTS DNA-binding domain, and the 

structural motifs which consist of an α-helix and two β-sheets are shown with 

boxes (Hwang, Chambon, & Davidson, 1993). 
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Table S1. Oligonucleotides used for PCR assays 

Name Sequence 5’-3´ Tm(°C)/GC% 

gpb1-pUFwd gtactCTCGAGCTGAAACTTTAACCGTGAGACCTTT 72.84/44.44 

gpb1-pURev-pyrG caagtaccaatgctgaggcaAGCAAATGATTCCCTTCAACTCAAAC 76.36/43.48 

gpb1-pDFwd-pyrG cgatagcatggccagtgtacCTTGATTTCGATACACTGGCCC 78.09/52.38 

PyrG-Sac-FWR GCACCGgagctcTGCCTCAGCATTGGTACTTG 76.66/59.38 

PyrG-Sac-REV GTGTGGgagctcGTACACTGGCCATGCTATCG 76.33/59.38 

gpb1-pDRev ctggcGAATTCTCAGTAGCTCCCTCTTTTTCCAC 73.51/50 

gpb1-C-Fwd TGGCACATATTAGGTCAAAATGTTGCTATCGATCC 70.73/40 

pyrG-R2 ATCCCACCAGAAGGAGTACATGG 66.5/52.1 

carB CR GAGTTATGAACGCGGAATACTTCAGG 66.31/46.15 

gpb1-F1 caaaataactaaatctcgagCATCATGCCAAATACAAACAACG 71.7/34.88 

pkaR1-F1 caaaataactaaatctcgagATGATCACTGACGAACATCCG 71.93/39.02 

carRP 3’ CR TTGTGTCTTGGGTTTTCTTC 59.2/40 

Lowercase letters represent restriction sites.  

The lowercase and bold letters show the region that hybridizes to the pyrG, leuA or pZRT 

sequences. 
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Table S2. Effect of Gpb1 in hyphal and yeast cells proportions during 

dimorphic transitions of M. circinelloides 

 

Yeast-to-Hyphae Transition 
  

Hyphae-to-Yeast Transition 
  

 
Cellular count (%) Cellular count (%) 

Strain Yeast Hyphae Yeast Hyphae 

MU636 25.67 ± 2.52 74.33 ± 2.52 45.67 ± 5.51 54.33 ± 5.51 

Δgpb1 70.67 ± 2.08 29.33 ± 2.08 86.33 ± 4.04 13.67 ± 4.04 

ΔpkaR1 69 ± 2.08 31 ± 2.08 90 ± 3.61 10 ± 3.61 

Δgpb1 +gpb1 24.33 ± 3.51 75.67 ± 3.51 45.67 ± 6.43 54.33 ± 6.43 

Δgpb1 +pkaR1 23.33 ± 3.79 76.67 ± 3.79 42.67 ± 4.51 57.33 ± 4.51 

Dimorphic transitions were done by independent triplicates assays;  stand for the 

standard deviation. Yeast (%) or hyphae (%) represent the cellular morphologies 

observed after the transitions. 
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Table S2. Functions of fungal Gβ subunits 

 

Continues on next page 

Subunit 

Group 
Organism Phylum Function Reference 

CGB1 

Group I 

Cochliobolus 

heterostrophus 

 

Ascomycota 

Positive regulator of female 

fertility, conidiation and virulent 

capacity against maize 

Ganem et al., 

2004. 

CPGB-1 

Group I 
Cryphonectria parasitica Ascomycota 

Negative regulator of vegetative 

growth. 

Positive regulator of virulent 

capacity agains chesnut stems. 

Kasahara & Nuss 

1997. 

Fgb1 

Group I 
Fusarium oxysporum Ascomycota 

Positive regulator of hyphal growth 

and virulent capacity against 

tomato plants.  

Positive regulator of cAMP levels.  

Jain, Akiyama, 

Kan, Ohguchi, & 

Takata, 2003 

Guo et al., 2016 

Fgb1 

Group I 
Fusarium sacchari Ascomycota 

Negative regulator of filamentous 

growth. 

Positive regulator of reproduction 

Kaneko et al., 

2013. 

Gba1 

Group I 

Stagonospora nodorum 

 

Ascomycota 

Indispensable for infecting the 

wheat plant, and for asexual 

sporulation. 

Gummer, 

Trengove, Oliver, 

& Solomon,  2012. 

GBB1 

Group I 
Fusarium verticillioides Ascomycota 

Positive regulator of the production 

of the mycotoxin fumonisin and the 

hyphal polarity. 

Sagaram, & Shim 

2007. 

GNB-1 

Group I 
Neurospora crassa Ascomycota 

Positive regulator of reproduction. 

Positive regulator of cAMP levels. 

Yang, Poole, & 

Borkovich, 2002. 

GzGPB1 

Group I 
Gibberella zeae Ascomycota 

Negative regulator of the 

production of mycotoxins 

deoxynivalenol and zearalenone. 

 

Yu et al., 2008. 
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Continues on next page 

Subunit 

Group 
Organism Phylum Function Reference 

MGB1  

Grupo I 
Magnaporthe grisea Ascomycota 

Positive regulator of conidiation 

and virulent capacity against rice 

plants.  

Nishimura, Park, & 

Xu,  2003. 

Mgb1  

Group I 
Monascus ruber  Ascomycota  

Positive regulator of vegetative 

growth and asexual sporulation. 

Negative regulator of the 

production of the mycotoxin 

citrinin. 

Li, He, Lai, Shao, 

& Chen, 2014. 

MgGPB1  

Group I 

Mycosphaerella 

graminicola 
Ascomycota 

Positive regulator of filamentation 

and pathogenicity. 

Positive regulator of cAMP levels.  

Mehrabi et al., 

2009. 

SfaD  

Grupo I 
Aspergillus nidulans Ascomycota 

Positive regulator of vegetative 

growth. 

Negative regulator of sporulation. 

Rosén, Yu, & 

Adams, 1999. 

Vgb  

Group I 
Verticillium dahliae Ascomycota 

Positive regulator of the virulent 

capacity against tomate plants.  

Negative regulator of sporulation.  

Tzima, 

Paplomatas, 

Tsitsigiannis, & 

Kang, 2012. 

Bpp1 

Group II 
Ustilago maydis Basidiomycota 

Positive regulator of reproduction 

and repressor of yeast growth.  
Muller et al., 2004. 

GPB1  

Group II 

Cryptococcus 

neoformans 
Basidiomycota 

Positive regulator of mating and 

haploid fruiting. 

Wang, Perfect & 

Heitman, 2000. 

Git5  

Group IV 

Schizosaccharomyces 

pombe 
Ascomycota Response to glucose. Welton & Hoffman 

2000. 

KlSte4p  

Group IV 
Kluyveromyces lactis Ascomycota Positive regulator of reproduction. Navarro-Olmos et 

al., 2010. 
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Table S2. Functions of fungal Gβ subunits (Continuation) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subunit 

Group 
Organism Phylum Function Reference 

STE4  

Group IV 
Candida albicans Ascomycota Positive regulator of reproduction. 

Dignard, André, & 

Whiteway, 2008. 

STE4  

Group IV 

Saccharomyces 

cerevisiae 
Ascomycota 

Indispensable for the reproduction 

of haploid cells. 

Whiteway et al. 

1989. 
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9. DISCUSIÓN 

Los resultados de este trabajo indican que el gen gpb1 presenta altos niveles de 

transcrito durante el crecimiento micelial. La cepa mutante Δgpb1 presentó una 

disminución de la virulencia posiblemente correlacionado con el decremento del 

crecimiento filamentoso durante las transiciones morfológicas y en bajas 

concentraciones de oxígeno. Se identificó la relación funcional Gpb1 y PkaR1 en 

la regulación positiva del crecimiento filamentoso y de la virulencia en este 

mucoral.  

Las proteínas G heterotriméricas (PGH) son reguladores clave en la morfogénesis 

fúngica (Li, et al., 2007). Previamente en nuestro grupo de trabajo identificamos 

los genes que codifican para PGH en el mucoral dimórfico M. circinelloides. 

Interesantemente el repertorio consistió en 12 subunidades Gα, 3 Gβ y 3 Gγ, 

siendo el más numeroso reportado en un organismo en el Reino Fungi (Valle-

Maldonado et al., 2015). Adicionalmente, en el misma investigación se realizó una 

clasificación filogenética para las subunidades Gβ y Gγ. Para ambos tipos de 

subunidades la distribución fue de la siguiente manera: grupo filogénetico I 

(ascomicetos filamentosos), grupo filogénetico II (basidiomicetos), grupo 

filogénetico III (mucorales) y grupo filogénetico IV (ascomicetos levaduriformes y 

dimórficos) (Valle-Maldonado et al., 2015). 

Hasta la fecha, se han caracterizado funcionalmente 19 subunidades Gβ fúngicas 

(Tabla ). Todas estas subunidades pertecen a los grupos filogéneticos I, II o IV. 

Notablemente ninguna de las subunidades del grupo filogénetico III, el cual 

contiene subunidades Gβ de mucorales, había sido caracterizado hasta la fecha. 

Los niveles de transcrito del gen gpb1 se encuentran elevados durante el 

crecimiento micelial (Valle-Maldonado et al., 2015) en comparación con los otros 

genes que codifican para subunidades Gβ (Figura 1), sugiriendo una posible 

participación de este gen en la regulación del crecimiento micelial. Se ha 

demostrado que existe una asociación entre niveles altos de transcrito de genes 

que codifican para subunidades Gα durante un estadío en particular y la función 
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biológica de dichos genes en M, circinelloides. Por ejemplo, los genes gpa11 y 

gpa12 que codifican para subunidades Gα, presentan altos niveles de transcrito 

durante el estadío de espora respecto a los demás genes que codifican para 

subunidades Gα (Valle-Maldonado et al., 2015b), interesantemente la doble 

mutante que tiene ambos genes interrumpidos mostró un aumento significativo en 

el tamaño y velocidad de germinación de la espora (Patiño-Medina et al., 2019a). 

 El crecimiento micelial en M. circinelloides ha sido asociado a una mayor 

virulencia en este hongo (Díaz-Pérez et al., 2020; Lee et al., 2013). Se ha 

reportado que varios factores estimulan el crecimiento micelial en M. circinelloides:  

la presencia de oxígeno, y la disponibilidad de fuentes de carbono fermentables y 

de nitrógeno inorgánico (McIntyre et al., 2002; Orlowski, 1991). De igual manera, 

es probable que  algunas señales provenientes del hospedero pudieran promover 

la virulencia en este hongo, se ha demostrado que suero proveniente de sangre 

estimula la germinación micelial de esporas (Patiño-Medina et al., 2019).  

Los resultados de este trabajo demuestran que la morfología prevalente en bajas 

condiciones de oxígeno (~7%) es micelial (Figura 8). La interrupción del gen gpb1 

no alteró el crecimiento micelial durante crecimiento en crecimiento aeróbico en 

condiciones alta concentración de oxígeno (~14%). Sin embargo, durante las 

transiciones dimórficas o durante crecimiento en limitación de oxígeno, la cepa 

Δgpb1 mostró un aumento significativo en la formación de levaduras en 

comparación con la cepa silvestre. Este defecto podría ser relevante para la 

regulación de la infección y virulencia, ya que el desarrollo de micelio es necesario 

para la infección fúngica de tejidos, los cuales presentan niveles de oxígeno bajos 

(Grahl et al., 2012).  

Los ensayos de virulencia usando ratones diabéticos, confirmaron que el gen gpb1 

es necesario para la regulación de la virulencia; la cepa Δgpb1 no fue capaz de 

invadir el tejido de ratón al nivel de la cepa silvestre o la cepa complementada 

Δgpb1 + gpb1 (Figura 6). Lo anterior podría ser explicado en parte por la mayor 

sensibilidad a H2O2 y la mayor proporción de levaduras formadas como resultado 

de la pérdida de Gpb1 en un ambiente tisular de baja concentración de oxígeno. 
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Estas levaduras pueden ser fagocitadas con mayor facilidad por los macrófagos 

(Figura 7), como ha sido descrito (Lee at al., 2013). Estos resultados son 

concordantes con la prevalencia de morfología micelial en la infección del tejido 

del hospedero por parte de M. circinelloides (Dizbay et al., 2009; Khan et al., 

2009).  

Los resultados obtenidos en este trabajo son consistentes con otros patógenos 

fúngicos relevantes de humanos que han mostrado su capacidad de desarrollar 

crecimiento filamentoso en condiciones hipóxicas o anóxicas in vitro como es el 

caso del dimórfico patógeno Candida albicans (Setiadi et al., 2006), y los 

ascomicetos filamentosos monomorficos Aspergillus fumigatus (Hall y Denning, 

1994) y Fusarium oxysporum (Gunner y Alexander, 1964). Similarmente, ha sido 

reportado que en el hongo entomopatógeno Isaria fumosorosea la proporción 

relativa de crecimiento micelial o levadurifome está regulada por la disponibilidad 

de oxígeno (Jackson, 2012).  

De manera similar el crecimiento filamentoso del ascomiceto patógeno Candida 

albicans es un factor crítico para regular su virulencia (Da Silva Dantas, et al., 

2016), y esta morfología está positivamente regulada por la presencia de bajos 

niveles de oxígeno (Setiadi et al., 2006). Adicionalmente, un análisis 

transcriptómico en este ascomiceto mostró que durante un crecimiento bajos 

condiciones limitantes de oxígeno, los genes específicos del crecimiento 

filamentoso acumularon una mayor cantidad de transcrito en relación al 

crecimiento bajo condiciones más altas de oxígeno (Setiadi et al., 2006). 

Dado que la mutante Δgpb1 mostró hifas más cortas durante la transición de 

levadura a micelio (Figura 3), el cual es un fenotipo similar al  descrito previamente 

para la cepa ΔpkaR1 (Ocampo et al., 2009). Fue de nuestro interés dilucidar la 

posible relación funcional entre estos dos genes. La cepa ΔpkaR1 mostró 

fenotipos similares comparados con Δgpb1. ΔpkaR1 fue significativamente más 

propensa a desarrollar levaduras en bajas condiciones de oxígeno (Figura 8). De 

igual manera, mostró una disminución en la virulencia y en la invasión fúngica del 

tejido murino (Figura 6) comparado con la cepa silvestre. En el caso de las 
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proteínas G heterotriméricas fúngicas, se ha reportado que genes que participan 

en la misma ruta de señalización muestran usualmente  fenotipos con las mismas 

alteraciones cuando fueron interrumpidos individualmente (Landry y Hoffman, 

2001; Landry et al., 2000; Whiteway et al., 1989; Yang, et al., 2002).  

La co-participación de gpb1 y pkaR1 en la regulación de crecimiento micelial en 

bajas condiciones de oxígeno se sugiere fuertemente al restaurar los fenotipos de 

la cepa silvestre al sobreexpresar a pkaR1 en la cepa Δgpb1 (Figuras 5 y 8). La 

relación funcional entre Gpb1 y PkaR1 pudiera derivar en la regulación de 

actividad de la actividad de adenilato ciclasa (AC) la cual incrementa la niveles de 

cAMP que activan a la PKA (Choi et al., 2015). Los niveles aumentados de cAMP 

y actividad de PKA encontrados en ambas mutantes Δgpb1 y ΔpkaR1 (Figura 9), 

pudieran ser responsables del aumento del desarrollo levaduriforme durante bajas 

condiciones de oxígeno (Figura 8), esto debido a que la adición de un análogo de 

cAMP favoreció el crecimiento levaduriforme en otras especies del género Mucor 

(Pereyra et al., 2000; Pereyra et al., 1992).  

Los niveles de cAMP intracelulares son el resultado del efecto combinado de la 

síntesis de cAMP a través de la actividad de AC y la degradadación dependiente 

de fosfodiesterasa. En dicho contexto, en mamíferos se ha demostrado que la 

interacción física de RIα, una subunidad regulatoria de PKA, y RegA, una 

fosfodiesterasa aumenta la actividad catalítica de esta última. Por lo tanto, se 

concluyó que RIα es un activador positivo de la actividad de fosfodiesterasa de 

RegA (Moorthy et al., 2011). A pesar de que no tenemos una explicación definitiva 

en M. circinelloides, es posible que la interrupción de pkaR1 en bajas condiciones 

de oxígeno, condujo a la disminución de la actividad catalítica de al menos un 

homologo a RegA en este mucoral y finalmente contribuyendo al cAMP 

aumentado detectado en esta cepa (Figura 9).  

En otros hongos se ha reportado que tanto los niveles de cAMP como el 

crecimiento filamentoso son regulados positivamente por subunidades Gβ, 

incluyendo a F. oxysporum (Jain et al., 2003), N. crassa (Yang et al., 2002) y 

Mycosphaerella graminícola (Mehrabi et al., 2009). Sin embargo, en M. 
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circinelloides, es posible que Gpb1 regule negativamente la actividad de AC y 

promueva el crecimiento filamentoso en bajas condiciones de oxígeno.  

Existen escenarios distintos que pudieran explicar la regulación de la ruta PKA 

mediada por Gpb1 en M. circinelloides durante el crecimiento en bajas condiciones 

de oxígeno (Figura 10). 

A) Una de las posibilidades implicaría que la subunidad Gpb1 fuese un 

regulador de la actividad de la adelinato ciclasa. Esta posible actividad 

puede ser explicada concretamente en alguna de las siguientes formas. 

1) Gpb1  forma parte de un heterodímero Gβγ activo que intrínsecamente 

ejerce una modulación inhibitoria de la adenilato ciclasa en M. 

circinelloides durante bajas condiciones de oxígeno. Este tipo de 

actividad ha sido descrita para el dímero Gβγ (Tang & Gilman, 1991).  

2) Gpb1  forma parte de un heterodímero Gβγ que antagonisticamente se 

una a una subunidad Gα estimulatoria (Gαs) de la AC por lo tanto 

inhibiendo indirectamente la actividad de AC (Mehrabi et al., 2009).  

3) Gpb1 forma parte de un heterodímero Gβγ el cual se une a una 

subunidad Gα inhibitoria (Gαi) de la AC, la señal desconocida liberan al 

dímero Gβγ y a la subunidad Gαi que inhibe la actividad de la AC (Chen 

et al., 1996). 

Los posibles escenarios anteriores implican la disminución de los niveles de cAMP 

como consecuencia de la inhibición de la AC. Los niveles bajos de cAMP no 

estimulan la disociación de las subunidades regulatorias (PkaR) de las 

subunidades catalíticas (PkaC), lo que finalmente promueve el crecimiento 

polarizado con un fenotipo con virulencia aumentado. 

B) En contraste, la carencia de Gpb1 o PkaR1 a través de la interrupción de 

ya sea gpb1 o pkaR1 afecta los niveles de cAMP y la actividad de PKA. La 

interrupción de gpb1 impediría la formación del dímero inhibitorio Gβγ, lo 

que ocasionaría la no represión de la actividad AC. O bien también se 
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pudiera impedir una correcta señalización de subunidades Gαs o Gαi que 

modularían la actividad de AC. De manera semejante, se ha reportado que 

la formación incorrecta del heterotrimero (en este caso la carencia de Gpb1) 

conduciría  a una transducción de señales defectuosa (Landry et al., 2000; 

Landry y Hoffman, 2001). Todos estos escenarios en la cepa Δgpb1 

activarían a la AC, aumentando los niveles de cAMP y promoviendo la 

activación de la ruta PKA. Además, la carencia de pkaR1 libera a las 

subunidades catalíticas (PkaC), activando la ruta PKA. La interrupción de 

Gpb1 o PkaR1 resulta en un crecimiento levaduriforme aumentado en bajas 

condiciones de oxígeno y un fenotipo con virulencia reducida. 

Notablemente, para nuestro entendimiento, este es el primer reporte de la 

caracterización funcional de una subunidad Gβ en un hongo mucoral.  

.  

10. CONCLUSIÓNES 

 El producto del gen gpb1 está funcionalmente asociado con PkaR1, y es un 

regulador positivo de la virulencia, y su interrupción generó un crecimiento 

filamentoso reducido durante las transiciones dimórficas.  

 Nuestros resultados indican que Gpb1 regula positivamente el crecimiento 

filamentoso durante bajas condiciones de oxígeno al modular la ruta cAMP-

PKA. 

 El hecho que la mutante Δgpb1 sea proclive a generar levaduras, puede 

explicar el fenotipo avirulento y con menor capacidad invasiva, daño celular 

e inflamación en el modelo murino. 

11. PERSPECTIVAS 

Identificar a la(s) subunidad(es) Gα y Gγ que regulan junto con Gpb1 y PkaR1 el 

crecimiento filmentoso en bajas condiciones de oxígeno.  
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12. ADDENDA 

En este apartado se muestran las publicaciones resultados de la colaboración con 

nuestro grupo de trabajo durante mis estudios de doctorado (artículos completos). 

.  

Además, están mostradas las publicaciones derivadas de otros proyectos de 

investigación realizados durante mi maestría (sólo portadas). Esto es relevante ya 

que la pregunta de investigación de este trabajo se deriva de dichas publicaciones.  
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